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1. Einleitung

Trotz der Selektion gegen Schwer- bzw. Totgeburt und immer besser
werdenden Zuchtwertschatzungsverfahren (Ramirez-Valverde et al., 2001a;
Ramirez-Valverde et al., 2001b) wurde in den letzten Jahrzehnten ein
kontinuierlicher Anstieg der Schwer- und Totgeburtenrate in allen Rinderrassen,
die unter kunstlicher Selektion auf die Milchmenge und —qualitat stehen,
beobachtet. Beim deutschen Fleckvieh zum Beispiel, wurde nach Angaben des
LKV Bayern e.V. (2007) bei 6,6% aller Erstlingskalbungen Schwer- und bei
5,7% Totgeburten beobachtet. Schwergeburten grél3eren Ausmalles flhren
vielfach zum Tod ansonsten gesunder Kalber. Meist geht dies mit einer
erheblichen Beeintrachtigungen oder dem Tod der Mditter einher. Da in
einzelnen Fleckviehbullenlinien Totgeburtenraten beobachtet werden, die um
das 2 bis 3fache Uber dem Durchschnitt liegen, sind GegenmalRnahmen tber
eine marker- bzw. gengestitzte Selektion (MAS bzw. GAS) aus zichterischen,
okonomischen und Tierschutzgrinden notwendig. Gegenwartig wird der
Totgeburtenrate  durch  die  Anwendung einer  Zuchtwertschatzung
entgegengewirkt, bei der Bullen, die in diesem Verfahren einen niedrigen
(schlechten) Zuchtwert fur die Merkmale paternale und maternale Totgeburt
und paternalen und maternalen Kalbeverlauf zeigen, in der Zucht gezielt nicht
auf Farsen eingesetzt werden. Allerdings ist dieses Verfahren sehr zeitintensiv
und es dauert bis zur zweiten Generation, bis ein Zuchtwert fir den maternalen
Kalbeverlauf und die maternale Totgeburt erhalten wird. Eine markergesttitzte
bzw. gengestitzte Selektion wirde ein schnelleres Auswahlverfahren fur
Zuchtbullen erméglichen.

Die Merkmale paternaler und maternaler Kalbeverlauf und Totgeburt sind
Bestandteile des Merkmalkomplexes Fruchtbarkeit und weisen als solche recht
niedrige Heritabilitaten auf, was den zlchterischen Fortschritt in diesem Gebiet
negativ beeinflusst (Furst and Egger-Danner, 2003; Kuhn et al., 2003;
Schrooten et al.,, 2000). Die Zuchtwertschatzung fir Kalbeverlauf und
Totgeburten wird in Deutschland fur die Rasse Fleckvieh gemeinsam mit
Osterreich vier Mal jahrlich durchgefiihrt. Die gemeinsame Zuchtwertschatzung

bertcksichtigt ein Achtmerkmalmodell:
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(1) Paternaler Kalbeverlauf bei der ersten Kalbung

(2) Maternaler Kalbeverlauf bei der ersten Kalbung

3) Paternaler Kalbeverlauf bei weiteren Kalbungen
4) Maternaler Kalbeverlauf bei weiteren Kalbungen
(5) Paternale Totgeburt bei der ersten Kalbung

(6) Maternale Totgeburt bei der ersten Kalbung

(7) Paternale Totgeburt bei weiteren Kalbungen

(8) Maternale Totgeburt bei weiteren Kalbungen

Dieses Achtmerkmalmodell bertcksichtigt die negativen genetischen
Korrelationen zwischen paternalen und maternalen Effekten einerseits und
andererseits die hohen positiven Korrelationen zwischen paternal-paternalen
sowie maternal-maternalen Effekten (Furst and Egger-Danner, 2003). Die
genetische Korrelation zwischen zwei Merkmalen beschreibt die genomweit
durchschnittliche Kovarianz zwischen den Effekten der einzelnen Gene auf
beide Merkmale. Dieser Durchschnitt kann, muss aber nicht, auf das
Einzelgenniveau (,Quantitative Trait Loci® oder ,Quantitative Trait Gene®)
zutreffen. Somit prasentieren die Zuchtwerte oder Abweichungen aus
komplexen Mehrmerkmalsmodellen oft nicht optimale Phanotypen fir eine
Kartierungs- oder Assoziationsstudie (Gomeringer, 2007).

Aus diesem Grund wurde als Grundlage dieser Arbeit ein Bulle ausgewahlt, der
als Phanotyp einen sehr groRen Rahmen zeigt und eine hohe Totgeburtenrate
aufweist. Von diesem wurden 36 fotale Nachkommen mit verschiedenen
statistischen und molekularbiologischen Methoden untersucht, um eine
chromosomale Region und/oder ein Gen zu finden, dass mit diesem Merkmal
der Tot- und Schwergeburt assoziiert ist.

Das Ziel dieser Arbeit war es, diese Regionen auf den Chromosomen zu finden
und mit molekularen Markern zu assoziieren. Anhand dieser Ergebnisse,
konnte die oben genannte gen- bzw. markergestlitzte Selektion ausgearbeitet
werden, um mit dieser Methodik die Totgeburtenrate in der deutschen

Fleckviehpopulation zu senken.
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2. Literaturubersicht

2.1.  Marker gestutzte Selektion

Die genetische Verbesserung von Nutztieren wurde in traditioneller Weise mit
kinstlicher Selektion gewonnen. Das bedeutet, dass Tiere, die bestimmte
Eigenschaften hatten, die fur die Rasse von Nutzen waren, bevorzugt in der
Zluchtung eingesetzt wurden, damit sie diese an ihre Nachkommen
weitervererben konnten. Rein theoretisch fuhrt dies zu einer Veranderung der
Allelfrequenz an den Orten des Chromosoms, die unter dem Selektionsdruck
stehen (Gomez-Raya et al., 2002). Diese Verédnderung der Frequenz wird
benutzt um eine Assoziation eines positiven oder negativen Merkmals mit
einem Genort herzustellen.

Da nicht alle fir die Tierzucht und die Genetik relevanten Merkmale monogen
sind und sich den Gesetzen der klassischen mendelschen Genetik unterwerfen
und somit schnell auffindbar sind, ist die Entschlisselung der Korrelationen
zwischen komplex vererbten Merkmalen (polygen vererbten Merkmale) und
ihrer zugehorigen chromosomalen Lokalisation fur die Wissenschaft heutzutage
eine der bedeutendsten Herausforderungen (Andersson and Georges, 2004).
Fir ein solches Merkmal sind mehrere Gene verantwortlich, die das
phanotypische Erscheinungsbild variabel machen. Es gibt bei alle Nutztierarten
und auch beim Menschen typische Merkmale, die polygen (multifaktoriell)
vererbt werden und somit bei der Verteilung eine Gauf3-Kurve bilden. Zu
solchen Merkmalen zahlen Leistungsmerkmale, Korperhohe, Gewicht,
Intelligenz, Hautfarbe und Blutdruck.

Zu den haufigsten polygen vererbten Merkmalen bei Nutztieren zahlen
Leistungsmerkmale (Milchleistung, Wachstum oder Zunahme, Legeleistung
etc.) und Produktqualitatsmerkmale (Milchproteinprozent, Marmorierung oder
Fleischzartheit etc.). Beim Menschen sind das komplexe Krankheiten, wie
Hypertonie, Schizophrenie, psychische LabilitAiten und Diabetes mellitus. Diese
Merkmale bezeichnet man als quantitative Merkmale, da sich im Gegensatz zu
den qualitative Merkmalen eine kontinuierliche Merkmalsverteilung aufweist.
Wichtig ist, dass bei den guantitativen Merkmalen immer Umwelteinflisse in
den sich auspragenden Phanotyp mit hineinspielen. Manche quantitativen
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Merkmale sind jedoch so komplex oder stehen wunter so starken
Umwelteffekten, dass deren einzelne genetische Komponenten kaum
nachweisbar sind. Die in dieser Arbeit benutzten Merkmale, wie
Expressionsdaten (2.3.2) und die Zuchtwerte fir das Merkmal Totgeburt
paternal, wurden innerhalb eines komplexes Verfahrens auf ihre
Umwelteinflisse korrigiert (Flurst and Egger-Danner, 2003).

Um solchen Krankheiten auf die Spur zu kommen, braucht man eine
Segregationsanalyse, durch die man auf den Erbgang (monogen/polygen,
dominant/rezessiv/additiv) der an dem untersuchten Phanotyp beteiligten Gene
schliel3t. Durch anschlielBende Kopplungsanalyse mit der Hilfe von genetischen
Markern kann man eine Verbindung eines chromosomalen Abschnitts mit
einem polygenen Merkmal herstellen. Der Abschnitt ist durch zwei oder
mehrere informative Marker definiert. Innerhalb dieses Abschnittes wird nach
Kandidatengenen, die in ihrer biologischen Eigenschaft in die Auspragung des
Merkmales passen, gesucht. Neben der Suche nach Kopplung (linkage), die die
Nachbarschaft von Markern und ihre daraus resultierende gemeinsame
Segregation beschreibt, wird nach einem Kopplungsungleichgewicht (linkage
desequilibrium) gesucht. Das Kopplungsungleichgewicht beschreibt die
Verknlipfung eines bestimmten Markerallels mit dem zu untersuchenden
Phanotyp (polygenen Merkmal) innerhalb einer Population. Die perfekte
allelische Assoziation ist hierbei nur auffindbar, wenn alle Trager des Merkmals
in einer Studie, auch wenn sie scheinbar nicht verwandt sind, das
chromosomale Segment von einem gemeinsamen Vorfahren geerbt haben. Bei
einer nicht perfekten allelischen Assoziation, in denen die kausale
Punktmutation nicht bekannt ist, sowie bei den in dieser Arbeit durchgefihrten
Studien gibt ein statistischer Test Aussage Uber die Signifikanz der Assoziation.
In den meisten Assoziationsstudien wird Uber eine Fall-Kontroll-Analyse die
Haufigkeit eines bestimmten Markerallels zwischen einer Gruppe von Tragern
des Merkmals und einer Nichttrager-Gruppe verglichen. Allerdings ist es hier
wichtig, dass Kontrolltiere und Falltiere aus der gleichen Subpopulation
stammen (zusammengefasst in Tariverdian und Buselmaier (2004)).

Da bei Zuchtrassen Krankheiten, die erst beobachtet werden, nachdem sie
ausbrechen, zu einem finanziell hohen Verlust des Zichters fihren, ist es hier

besonders wichtig, Zuchttiere vor der Paarung als Tréager eines mit einer
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Krankheit assoziierten Markerallels zu identifizieren. Das kranke Tier kann dann
von der Zichtung ausgeschlossen oder gezielt und kontrolliert eingesetzt
werden, wie zum Beispiel im Falle der bovinen Leukozyten-Adhasions-Defizienz
(BLAD). Hierbei handelt es sich um eine autosomal-rezessive Erbkrankheit, bei
der das CD18 Gen zwei Mutationen auf Nucleotidebene aufweist. Allerdings
fuhrt nur eine der beiden zu einem Aminoséureaustausch und einem daraus
resultierenden defekten Protein. Wenn ein Kalb nun beide defekten Gene von
den Eltern erbt, stirbt es bereits innerhalb des ersten Lebensjahres, da es nicht
fahig ist, sich gegen normale bakterielle Infekte zu schitzen. Seit 1991 existiert
ein direkter Gentest in den USA und so kénnen Individuen, die auf dieses Allel
heterozygot positiv getestet wurden, aus der Zucht entfernt werden. Als
Ergebnis dieser Selektion konnte diese Krankheit aus der Holstein Zucht
entfernt werden. In anderen Rinderrassen wurde dieses defekte Allel nicht
gefunden (Gerardi, 1996). Kurz nach der Einfihrung des Testes in den USA

wurde er weltweit in der Holsteinzucht eingesetzt.

2.2. Genetische Marker

Ein genetischer Marker kennzeichnet einen Fixpunkt auf der Genomkarte.
Jeder Marker darf nur einen Lokus im Genom besitzen. Zur Konstruktion von
genetischen Karten sind polymorphe Marker wichtig, wahrend zur Konstruktion
von physikalischen Karten die genomische Sequenz verwendet wird (Lottspeich
and Engels, 2006). Es gibt verschiedene Arten von genetischen Markern, die
alle ihre Vor- und Nachteile mit sich bringen. Die gangigsten sind in Tabelle 1

zusammengefasst.
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Tabelle 1: Ubersicht der gangigsten genetischen Mar ~ ker

Markertyp Eigenschaften

DR A-RFLP zwiel Markerallele, maximale Heterozygotie 0,5, erforderte zuerst
Southern-Blet, jezt PCR; einfache physikalische Lokalisierung,
Genotypisierung durch Fragmentlangenbestimmung mit

Geleleldrophorese
DHAYVNTR viele Allele, hochinformativ, Bestimmung durch autormatisisrte
i hdikrosatelliten) hultiples- PCR moglich; einfache physikalische Lokalisierung; im

gesamten Genorm verteilt, Genctypisierung durch
Fragmentlangenbestimmung mit Gelelektrophorese

D A-SMP weniger informativ als Mikrosatelliten, dafiir aber zahlreicher,;
Bestimmung durch automatisierte Verfahren im grofben Malistab
modlich; keine Gelelektrophorese notwendig

2.2.1. Mikrosatelliten

Mikrosatelliten (SSR - simple sequence repeats oder auch SSLP - simple
seqguence length polymorphism) sind kurze, nicht kodierende DNA-Sequenzen,
die im Genom eines Organismus oft wiederholt werden. Oftmals konzentrieren
sich viele Wiederholungen am selben Locus.

Die wiederholte Sequenz in einem Mikrosatelliten ist sehr einfach. Sie besteht
aus zwei bis vier Nukleotiden und kann 10- bis 100-mal wiederholt auftreten.
Mikrosatelliten sind die haufigste Form repetitiver DNA. Am haufigsten sind die
Dinukleotidwiederholungen vom Typ (CA)n (Griffiths et al., 2008; Lottspeich and
Engels, 2006; Strachan and Read, 2005)

Mikrosatelliten kbnnen zur Genanalyse verwendet werden, da die Anzahl der
Wiederholungen sich bei verschiedenen Individuen unterscheidet und
deswegen bei einer PCR des Genabschnitts Fragmente unterschiedlicher
Lange entstehen, die dann durch eine besondere hochauflosende Art der
Gelelektrophorese identifiziert werden kénnen (siehe 3.2.1.5.1.). Diese durch
PCR hergestellten Markersequenzen mussen einmalig sein, sonst sind sie als
genomische Marker nicht tauglich. Das heil3t, die Mikrosatelliten missen von

DNA-Sequenzen flankiert sein, die einmalig im Genom sind.
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2.2.2. Single Nukleotid Polymorphismus

Ein single nucleotide polymorphism (SNP) oder Einzelnukleotidpolymorphismus
ist eine genetische Variation eines einzelnen Nukleotids (meist der Austausch
von Cytosin und Thymin) in der Genomsequenz und stellt eine Form der
genetischen Variation dar (Griffiths et al., 2008). Man unterteilt SNPs in
verschiedene Kategorien, je nach Lage im Genom und biologischer Relevanz:

rSNPs (random SNPs): Nur etwa zehn Prozent unseres Erbguts besteht aus
Genen — dementsprechend finden sich die weitaus meisten SNPs in den nicht
codierenden Bereichen unseres Genoms. Sie haben in aller Regel keine
Auswirkungen auf den Phanotyp, (also das Erscheinungsbild eines
Individuums). Sie dienen in der Wissenschaft vor allem als Marker bei der

Kartierung des Genoms.

gSNPs (Gen-assoziierte SNPs): Viele SNPs liegen in unmittelbarer Nahe von
Genen bzw. in den Introns; also denjenigen Bereichen eines Gens, die nicht in
ein Genprodukt Ubersetzt werden. Sie werden meistens mit diesen Genen
zusammen vererbt, was sie fur deren Kartierung wichtig macht. Auch kénnen
gSNPs wichtige Kontrollelemente des Gens beeinflussen und damit das

Ablesen eines Gens behindern oder beschleunigen.

cSNPs (codierende SNPs): Exons bilden den codierenden -das heif3t in ein
Genprodukt Ubersetzten- Bereich eines Gens. SNPs in diesem Bereich haben
oft einen grof3en Einfluss auf die Funktion des entsprechenden Genproduktes,
hierbei gibt es synonyme und nicht synonyme cSNPs. Bei synonymen cSNPs
kommt es zu einer sogenannten stillen Mutation, bei der die Aminoséure nicht
umgeandert wird, bei nicht synonymen cSNPs hingegen kommt es zu einem
Aminosaureaustausch innerhalb der Proteinsequenz, was zu einer neuen

Isoform des Proteins fihrt.

pSNPs (Phéanotyp-relevante SNPs): Sowohl gSNPs als auch cSNPs kdnnen
den Phanotyp eines Individuums beeinflussen: Erstere Gber die Menge, letztere

Uber die Form des entsprechenden Genproduktes. Fur die Tierzucht, Tier- und
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Humanmedizin sind diese pSNPs die wichtigsten Variationen, die zeigen, was
fur Phanotypvarianten und Krankheiten sie auslosen kdnnen. Insbesondere bei
polygenen Merkmalen oder Krankheiten, bei denen die Merkmalsauspragung
oder das Krankheitsbild von verschiedenen Genen beeinflusst wird, sind solche
Mutationen in Kausalgenen der Schlissel zum Verstdndnis des komplexen

Zusammenspiels.

Die Dichte der SNPs im Genom betragt ungefahr 1,91 Kilobasen, das heif3t in
mehr als 90% einer Ausdehnung von 2 Kilobasen von DNA befindet sich
mindestens ein SNP (Chakravarti, 2001). Durch ihre H&aufigkeit bieten sie eine
genauere Abdeckung des Genoms.

In Bos taurus sind derzeit 2.210.567 SNPs bekannt, davon sind 15.029 in
kodierenden Regionen (cSNP). Der Anteil hiervon belauft sich auf 6.982 nicht
synonyme SNPs. (NCBI dbSNP Datenbank Bos taurus)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

2.3. QTL-Kartierungen

2.3.1. Kartierung zweier QTL’s auf BTAQ09

Bei vorherigen Arbeiten des Lehrstuhls fir Tierzucht und Allgemeine
Landwirtschaftslehre (Gomeringer, 2007) wurden zwei ,quantitative trait loci®
(QTL) fur das Merkmal Totgeburt paternal kartiert. Ein QTL wurde mit zwei
verschiedenen Kartierungsdesigns (Intervallkartierung und kombinierter Linkage
und Linkage Desiquillibrium Kartierung) am distalen Bereich des Chromosom 9
(BTA09) von Bos taurus gefunden. Durch eine zusatzliche Intervallkartierung
wurde der zweite QTL am proximalen Pol des Chromosoms gefunden. Diese
beiden Regionen wurden auf geeignete Kandidatengene abgesucht und an
Hand dieser Region wurde ein geeignetes Versuchsmodell erstellt, um

Expressionsstudien und Kandidatengenstudien durchzufihren.
2.3.2. Erstellung eines Versuchsmodells

FUr ein geeignetes Versuchsmodell wurde ein Fleckvieh Bulle (0970512), nach

folgenden kombinierten Kriterien ausgewahlt:



Literaturtibersicht 9

(1) Uberdurchschnittlich hohe paternale Totgeburtenrate

(2) Erhohter Prozentsatz an tbergrol3em Nachwuchs

3) Uberdurchschnittliche KérpergréRe des Bullen (Phanotyp)

(4) Trager des Haplotyps auf BTAQ09, distal, der durch QTL-Kartierung

und Haplotypisierung mit Totgeburten paternal assoziiert wurde

Von besagtem Bullen wurden 35 gesunde, zuféllige Fleckvieh Farsen besamt,
die alle am Trachtigkeitstag 150 geschlachtet wurden. Sie wurden alle in
demselben Stall unter identischen Bedingungen gehalten, um etwaige
Umweltfaktoren zu standardisieren. Die Farsen und die 150 Tage alten Feten
wurden in einem Schlachthof von einem Schlachthofteam geschlachtet und
vermessen. Hierbei entnahm man Gewebeproben mit denen die Studien dieser

Arbeit durchgefuhrt wurden.
2.3.3. Auswahl geeigneter Kandidatengene

Auf Grund der vorausgegangenen Kartierungs- und Assoziationsstudien
wurden bestimmte Bereiche auf Chromosom 9 als Kandidatengenregionen
deklariert (Gomeringer, 2007). In diesen Regionen wurden zwei geeignete
Kandidatengene ausgewahlt, zum einen der Insulin &hnlichen Wachstumsfaktor
2 Rezeptor (igf2r) und der Ostrogenrezeptor (esrl). Diese Gene wurden auf
Grund ihrer Lokalisation (positionelle Kandidaten) und ihrer biologischen
Relevanz (funktionelle Kandidaten) ausgewéhlt. Sie wurden auf etwaige
Deletionen, Insertionen und Substitutionen Uberprift. Zeitgleich wurde durch
das LAFUGA (Laboratory for Functional Genome Analysis, Genzentrum der
Ludwig- Maximilians- Universitat Miinchen) eine Expressionsstudie an diesen
Feten durchgefiihrt, um etwaige Abweichungen im Expressionsmuster von

Genen zu erkennen.
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24. IGF2R

2.4.1. Biologischer  Prozess, zellulare Lokalisation und

metabolische Funktion

IGF2R wurde ausgewahlt, weil es der Antagonist des dem Insulin &hnlichen
Wachstumsfaktors 2 (IGF2) ist.

Die Urfunktion von IGF2R besteht darin mit Mannose-6-Phosphat markierte
Proteine zu den Lysosomen zum Abbau zu bringen. Urspriinglicher Name
dieses Rezeptors ist Kation unabhangiger Mannose-6-Phosphat Rezeptor (ClI-
MPR). In Beuteltieren und Plazentatieren hat dieser Rezeptor eine eindeutige
Bindungsstelle fir IGF2, die in Vogeln, Amphibien und Kloakentieren nicht
vorhanden ist. Die urspringliche Funktion des Proteins suggeriert, dass der
Rezeptor IGF2 nicht flr eine weitere Signaltransduktion bindet, sondern es zum
Abbau zu den Lysosomen bringt.

Das igf2r ist in Beuteltieren, Nagern und Paarhufern, auf3er im zentralen
Nervensystem, imprintet, das orthologe Gen der Kloakentiere und Huhner
hingegen nicht. Eine Korrelation zwischen Imprinting und dem Besitzen der
IGF2R Bindungsstelle ist nicht gegeben, da der IGF2R von Primaten,
Spitzhérnchen und Riesengleitern biallelisch exprimiert wird (Haig, 2004). Die
phylogenetische Einschatzung ist, dass das Imprinting wéhrend der Evolution
erst erworben und dann in einem gemeinsamen Vorfahren von Menschen und

Primaten wieder verloren wurde.
2.4.2. Anordnung des igf2r Clusters

Das igf2r befindet sich in einem Cluster mit mehreren anderen Genen, die
teilweise ebenfalls imprintet sind (Abbildung 1). Dieser Cluster beinhaltet eine
non-coding RNA (ncRNA), die Air (Antisense to igf2r) RNA und zwei nur
maternal exprimierte Kationentransporter slc22a2 und slc22a3 (Haig, 2004) und
wird von zwei Genen mas (Protoonkogen) und plg (Plasminogen) flankiert. mas
wird im Gehirn und in den Testis und Plasminogen in der Leber exprimiert
(Regha et al., 2006). Dieser Cluster wurde durch eine Deletion am proximalen
Pol von Chromosom 17 bei Mausen entdeckt. Mause, die heterozygot fur diese
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Deletion sind, sterben in der Gebarmutter, wenn das Allel von der Mutter
vererbt wurde, aber sie Uberleben, sofern es vom Vater stammt. Dadurch wurde
diese Region T-associated maternal effect (Tme) bekannt. Aus dieser
Beobachtung entwickelte sich die Annahme, dass igf2r nur von dem maternalen

Allel exprimiert wird.

Mas1 Air Igf2r Sle22al Slc22a2 SledZal3 Pl
i s e
Region 2
Pat i Region 1 E ﬁ
< —
50 kb

B Gialielic Wl Paternal [l Maternal ﬂ:} DMA methylation

Abbildung 1: Anordnung des igf2r Clusters und schematische Darstellung des
Expressionsprofils (Regha et al., 2006).

2.4.3. Methylierung der igf2r Promotorregion

Das igf2r besitzt mehrere GC-reiche Regionen, CpG-Islands genannt. Zwei
davon sind DMRs (differentially methylated region) DMR1 und DMR2. Die
DMRs kdénnen durch Methylierung des Cytosin so modifiziert werden, dass die
Transkriptionsfaktoren an diesen Regionen nicht mehr anlagern kbnnen. DMR1,
die Promoterregion von igf2r, ist selber eine somatische DMR, das heil3t, die
Region eignet sich die Methylierung erst wahrend der postimplanaren
Entwicklung an. DMR2 ist die Promoterregion der antisense RNA Air, die sich
im Intron zwei des igf2r befindet (Abbildung 1). Diese ist maternal methyliert
und ist eine gametische DMR, da die Methylierung in den Oozyten erhalten und
wahrend der De- und Remethylierung in der preimplanaren Entwicklung
beibehalten wird (Regha et al., 2006). Durch die Methylierung der DMR2 wird
die Expression von Air auf dem maternalen Allel unterdriickt. Fehlende DNA-
Methylierung der DMR2 bewirkt eine komplette Abwesenheit von IGF2R. Dies
impliziert, dass eine nicht methylierte DMR1, also nicht Methylierung der igf2r
Promotorregion, nicht genug ist, um die Expression von igf2r zu aktivieren (Li et

al.,, 1993). Bei Mausen, die einen Mangel an der DNA-Methyltransferase 1
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(Dmrtl) haben, wurde beobachtet, dass es keine Expression des normal
maternal exprimierten Genes von IGF2R gibt. Die DNA-Methyltransferase 1 ist

ein Protein, dass die Cytosine von CpG-Islands methyliert.
2.4.4. Acetylierung der Histone

Um die Gentranskription durch Imprinting zu beeinflussen, spielen noch weitere
Faktoren eine Rolle. Eine Deacetylierung der Histone zieht eine Kondensation
des Chromatins nach sich und unterdriickt somit die Transkription. Das
bedeutet, dass Histone, die deacetyliert sind, die Transkription unterbinden,
wohingegen Histone, die acetyliert sind, die Transkriptionsrate erhdhen. Die
Acetylierung findet wahrend der Mitose statt, weswegen dieses Muster einen
erblichen epigenetischen Imprintingfaktor reprasentiert, der die Transkription
beeinflussen kann. In igf2r sind die Histone unterschiedlich acetyliert. Histon 4
ist in der DMR1 auf dem maternalen Allel hyperacetyliert, wahrend es auf dem
paternalen hypoacetyliert ist. Dieses Phanomen ist in gegensatzlicher Weise in
der DMR2 zu beobachten: Die Hyperacetylierung befindet sich auf dem
paternalen Allel und die Hypoacetylierung auf dem Maternalen. Diese
Beobachtung weist daraufhin, dass die Acetylierung eine entschiedene Rolle im

Imprintingmechanismus von igf2r spielt (Hu et al., 2000).
2.4.5. Zusammenspiel von Acetylierung und Methylierung

Es ist zu beobachten, dass DNA, die reich an methylierten CpG-Islands ist, mit
hypoacetylierten Histonen assoziiert ist und tGber einen hohen Anteil an Histon 1
verfugt, wahrend das Gegenteil in unmethylierten CpG-Islands zu beobachten
ist: hyperacetylierte Histone und weniger Histon 1. Eine Methylierung hat nicht
nur unterdriickte Transkription zur Folge, sondern auch eine inaktive DNase
resistente lokal ausgepragte Chromatinstruktur mit hypoacetylierten Histonen.
Diese Struktur kann sich auch auf benachbarte unmethylierte DNA Stiicke
ausdehnen, was eine Inhibition der Gentranskription Uber langere Segmente
des Chromosoms zur Folge hat. Dies kdnnte ein mdglicher Mechanismus fur
das Imprinting von Genclustern sein. Trichostatin A (TSA) ist ein Reagenz, das
die Histondeacetylase inhibiert. Hierdurch wird die Deacetylierung der Histone

verhindert. Bei mit TSA behandelten Zellen zeigte sich, dass diese Behandlung
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auch eine Auswirkung auf den Methylierungsgrad und die Expression zur Folge
hat. Bei Mauszellen, die mit TSA behandelt wurden, konnte man feststellen,
dass das Imprinting der antisense RNA (Air) des maternalen Allels sehr stark
gelockert wurde, aber der Verlust war nicht vollstandig. Auf dem paternalen
Allel hingegen wurde das Imprinting der sense mRNA nur sehr leicht gelockert.
In  beiden Promoterregionen wurden partielle DNA-Demethylierungen
beobachtet, das heifst, dass TSA beziehungsweise die Inhibition der

Deacetylase eine Demethylierung bewirkt.
2.4.6. Ablauf des Imprinting des igf2r in der Maus

Der erste Schritt des Imprinting von igf2r ist die Methylierung der DMR2 in der
maternalen Keimbahn (Brandeis et al., 1993; Stoger et al., 1993). Im frihen
Embryostadium ist die Expression des igf2r noch biallelisch, dies impliziert,
dass die Methylierung beziehungsweise Demethylierung der Promoterregion
der antisense RNA (Air) nicht alleine ausreicht, um die Transkription des Genes
zu unterdricken. Das ,Silencing” des Genes auf dem paternalen Allel startet
zum Zeitpunkt der Einnistung der Eizelle und ist noch vor der Geburt vollstandig
abgeschlossen (Lerchner and Barlow, 1997). Der Beginn des Imprinting der
Gene fur die benachbarten Kationentransporter SLC22A2 und SLC22A3 ist
noch nicht bestimmt.

2.4.7. Modelle fur das igf2r Imprinting in der Maus

Von Hu et al. (1999) wurden zwei verschiedene Modelle des mdglichen

Imprinting des igf2r beschrieben.

Modell 1, das antisense RNA Modell, geht von einem Expressionswettbewerb
aus. Das heil3t, die Methylierung ist nicht zwingend notwendig, jedoch die DNA
Modifikation des antisense igf2r (Air-RNA). Diese These wurde durch den
Verlust des Imprinting gestitzt, welcher in YAC Mausen zu beobachten war,

wenn die Promoterregion von Air (DMR2) deletiert war.

In Modell 2 wird das Imprinting durch die allelspezifische DNA Methylierung

hervorgerufen wird. Dieses Modell wird dadurch untermauert, dass im zentralen
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Nervensystem igf2r biallelisch exprimiert wird, aber trotzdem auf dem
paternalen Gen die Air-RNA transkribiert wird.

Yang et al. (2003 ) beschrieb ein weiteres mogliches Modell, das beide Modelle
verbindet.

Dem zu Folge wird die Air-RNA, die DNA-Methylierung und die
Histondeacetylierung am paternalen igf2r Promoter (sekundare DMR1)
wéahrend friher Entwicklungsstadien induziert. Sobald die Methylierung und
Deacetylierung dieser Region abgeschlossen ist, unterliegt die Kontrolle der
Transkription der lokalen Chromatinstruktur und nicht langer der Air-RNA. Um
die biallelische Expression im zentralen Nervensystem zu erklaren, wird
spekuliert, dass es die Air-RNA in diesen Geweben in den frihen
Entwicklungsstadien versdumte, eine methylierte und deacetylierte Region zu
bilden. Als Folge dessen kann man eine biallelische Expression von igf2r auch
in Anwesenheit von der Air-RNA beobachten.

Bei Regha et al. (2006 ) wurden drei verschiedene Mdglichkeiten beschrieben,
wie die Air RNA das Imprinting des igf2r Promotors bewirken kdnnte. Diese
Modelle beziehen sich unter anderem auf die vorher beschriebenen
Publikationen und Untersuchungen zu diesem Thema.

Das erste Modell ist ein small interfering RNA (siRNA) Modell. SiRNAs sind
kleine doppelstrangige RNA Molekile von ungeféahr 22 Nukleotiden, die von
einer langeren doppelstrangigen RNA abstammen, die aus einem sense und
antisense Produkt eines Genes besteht. Eine Endonuclease zerschneidet sie
dann in kleine Stucke. siRNAs sind Mittler im RNA Interferenz (RNAI)
Stoffwechselweg, der zur Verminderung der Genexpression fuhrt. Das Problem
ist, dass sSIRNAs normalerweise in trans agieren, fur die Air-RNA aber
nachgewiesen wurde, dass sie in cis agiert, woraufhin ein zwei Schritte Modell
vorgeschlagen wurde (Sleutels et al., 2002). Zuerst fuhrt die siRNA, die aus
dem igf2r-Air-Hybrid gewonnen wurde, zu einer Umordnung der
Chromatinstruktur und der nach sich ziehenden Stilllegung des igf2r an dessen
Promoterregion. Darauf breitet sich die Chromatinstruktur auf die benachbarten
Gene aus (Kass et al., 1993; Sleutels et al., 2003).

Das zweite Modell ist ein dem Xist RNA Modell éhnliches Modell. Die Air-RNA

richtet sich auf dem paternalen Chromosom aus, ummantelt es, wodurch es
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chromatinmodifizierende Proteine zum Cluster bringt. Was in einer
unterdrickten Expression von igf2r, slc22a2 und slc22a3 resultiert.

Als Drittes wird ein Modell vorgeschlagen, in dem die Transkription von Air die
Bindung von Transkriptionsfaktoren oder der RNA Polymerase Il an
regulatorische Elemente wie Promotoren und Enhancer, die mit der
Transkription von igf2r, slc22a2 und slc22a3 zusammenhangen, verhindert.

Bei Bos taurus ist noch keines dieser Modelle verifiziert. Allerdings besitzt das
Intron2 von igf2r das CpG-Island, dass in der Maus als Promotorstelle der Air
deklariert wurde. Diese Promotorstelle ist in Bos taurus differentiell methyliert.
In Spermazellen wurde zum Beispiel keine Methylierung gefunden, aber daftr

in Herz und Lunge (Long and Cai, 2007).

2.4.8. Korrelation des IGF2R mit dem Wachstumsfaktor IGF2

IGF2R ist als Rezeptor dafur da, die IGF2 Konzentration in der Zelle zu regeln,
indem er igf2 zum Abbau zu den Lysosomen bringt. Wenn das Imprinting des
igf2r als Dosiskompensation nicht mehr funktioniert, dann wirkt sich das auf
seinen Antagonisten igf2 aus. Wenn in der maternalen Keimbahn die
Methylierung der Promotorregion der Air-RNA fehlschlagt, wird auch das
maternale Gen imprintet, was dazu fiihren wirde, dass zuwenig IGF2R in der
Zelle vorhanden ist. Der Anteil an IGF2 wirde somit deutlich ansteigen, was zu
einem rapiden GroRRwuchs fuhren wirde, da es ein Wachstumsfaktor ist
(Cornish et al.,, 2007). Wenn allerdings das Imprinting das paternalen Allel
durch die Air-RNA fehlschlagt, hatte es einen sofortigen Wachstumstop zur
Folge, das Individuum bliebe klein. In diesem Falle wirde zuviel IGF2R gebildet
und damit s&nke der Anteil an IGF2 in der Zelle drastisch (siehe Abbildung 2).
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UbergroBe des Fotus (2 Allele exprimiert bei

+ l Igf2 oder keines bei Igf2r) I

Normalentwicklung durch
Dosiskompensation (jeweils nur ein
Allel exprimiert)

IGF2 IGF2R

+4-

Kleinwuchs des Fotus (2 Allele exprimiert bei
Igf2r oder keines bei Igf2)

Abbildung 2: Abh&ngigkeit von IGF2 und seinem Antag onisten IGF2R

Um einen derartigen Verlust des Imprintings beobachten zu kénnen, musste
entweder der Promotor der Air (das CpG-Island) einen Defekt haben, im Sinne
von Deletionen oder Insertionen, die verhindern, dass die Air exprimiert wird,
oder einen Defekt der Air selber, wie z.B. eine Deletionen in ihrer Sequenz. Da
die Sequenz Uber verschiedene Arten hinweg wenig konservierte
Sequenzahnlichkeit aufweist, es aber nachgewiesen ist, dass sie exprimiert
wird und existiert, kommt man zu dem Schluss, dass die Nukleotidsequenz
nicht so wichtig ist wie ihre Strukturbildung. Ahnlich wie bei den so genannten
ITS (,internal transcribed spacer®), einer Nukleotidsequenz zwischen der 18S
rRNA und der 5,8S rRNA und 5,8S rRNA und der 25S rRNA liegt (Mercure et
al., 1993), liegt die Selektion hier auf der Struktur und nicht auf der Sequenz.
Deletionen in ihr waren aber fatal, da sie die Struktur aufbrechen wirden (siehe
Abbildung 3).

Ein starker Kleinwuchs ware auch zu beobachten, wenn der Wachstumsfaktor
IGF2 in seiner Proteinsequenz und zwar in einer seiner funktionellen Domanen
oder in der, die fur Andocken von IGF2R wichtig ist, Defekte hatte oder seine
Promoterregion Insertionen, Deletionen oder Substitutionen an den
Transkriptionsfaktorbindungsstellen aufweisen wirde (siehe Abbildung 3).

Um den Phanotyp der UbergroRe zu bekommen, misste in der maternalen
Keimbahn das Methylieren des CpG-Islands des Intron2 des igf2r fehlschlagen,

was somit eine Expression der Air-RNA des maternalen Allels zur Folge hatte
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und somit auch hier zur Stilllegung des gesamten Clusters fihren wirde.
Dieses wiirde durch einen Mangel des Rezeptors zu einem Uberschuss an
IGF2 fuhren, welcher das Wachstum anregen wirde.

Dasselbe wirde auch passieren, wenn das Imprinting von igf2 in der
maternalen Keimbahn fehlschlagen wirde. Das hatte eine Uberexpression und
damit verbundenen einen hohen IGF2 Spiegel in der Zelle zur Folge (siehe
Abbildung 3).

Methylierung der
Promotorregion der

Air-RNA
Inaktivierung des o
maternalen Genes IGF2 IGF2R Inaktivierung des
durch Methylierung — - patgrna::er;\_G;nl\T:
der Promotorregion urch Alr-

Maternale

Methylierung und -_ + Keine Expression
defektes Protein _ - der Air-RNA
paternal

Fehlgeschlagene Fehlgeschlagene
maternale Methylierung maternale
+ -

Abbildung 3: Ubersicht tiber die moglichen Defekte d er beiden Gene und ihre Korrelation

2.4.9. Assoziation mit verschiedenen Krankheiten

Es ist nicht bekannt, ob der IGR2R mit bestimmten Krankheiten assoziiert ist,
allerdings wurde der Verlust des Imprintings von IGF2 mit verschiedenen
Krankheiten wie dem Beckwith-Wiedemann Syndrom (Feinberg, 1993;
Weksberg et al., 1993) und sporadischem Wilms Tumor (Rainier et al., 1993) in
Verbindung gebracht. Constancia et al. (2002) zeigte durch eine Deletion des
Genes, dass IGF2 beim fetalen Wachstum involviert ist, das heil3t Mause, die
das defekte Gen besalien, stellten das fetale Wachstum ein. Daraus kénnte

wiederum geschlossen werden, dass eine Uberexpression in einer fetalen
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UbergroRe resultieren wiirde.

Durch die vorhergegangenen Assoziationsstudien (Gomeringer, 2007) konnte
ausgeschlossen werden, dass IGF2 selbst innerhalb des hier verwendeten
Versuchmodells einen Gendefekt aufweist. Da man IGF2R aber benétigt, um
den IGF2 Spiegel in der Zelle konstant zu halten, ist es wahrscheinlich, dass

diese Krankheitsbilder auch eintreten, wenn der Rezeptor einen Defekt besitzt.
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2.5.  Ostrogenrezeptor

2.5.1. Biologischer  Prozess, zellulare Lokalisation und

metabolische Funktion

Der Ostrogenrezeptor alpha (ESR1) dient dazu im Kdérper das spezifische
Wirken von Ostrogenen zu ubertragen (Jensen, 1962). Ostrogene fordern das
Wachstum von den priméaren weiblichen Geschlechtsorganen wie Vagina,
Uterus, Ovar und Tuben sowie die Ausbildung sekundarer weiblicher
Geschlechtsorgane. Ostrogenrezeptoren regulieren Prozesse wie
Reproduktion, Differenzierung, Entwicklung, Homo6ostase und Onkogenese
(Szreder et al., 2008).

Es existieren zwei verschieden Ostrogenrezeptoren alpa und beta (Kuiper et al.,
1996), die beide zu den Steroid- und Thyroidhormonrezeptoren gehéren,
welche alle einen gemeinsamen 3D-Strukturaufbau aufzeigen (Evans, 1988;
Giguere et al., 1988; Nilsson et al., 2001). Die Proteine weisen drei
unabhangige, aber funktionell interagierende Domanen auf. Die N-terminale
Domane ist die Domane, die vom Liganden vollig unabhangig ist, sie ist
involviert in Protein-Protein Interaktionen und transkriptionaler Aktivierung von
Zielgenen. Die mittlere Doméane beinhaltet zwei Zinkfingerdoménen, die an die
DNA binden. Die COOH-terminale Doméane ist die, welche den Liganden bindet
und somit durch Strukturveranderungen, die Rezeptordimerisation, die nukleare
Translokation oder die Aktivierung der Transkription von Zielgenen vermittelt
(Nilsson et al., 2001).

Viele verschiedene SpleiBvarianten der Ostrogenrezeptoren alpha und beta
wurden beschrieben (Petersen et al., 1998), in dieser Doktorarbeit wurde aber
nur speziell der Ostrogenrezeptor alpha untersucht, da in seiner Nahe ein QTL
fur paternale Totgeburt gefunden wurde (Gomeringer, 2007), der in
Mikroarrayanalysen eine unterschiedlich Expressionsrate zeigt. (siehe 2.6)
AulRerdem wurde bereits ein Polymorphismus in diesem Gen nachgewiesen,

der mit UbergroRe assoziiert ist (Lehrer et al., 1994).
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2.5.2. Transkription

Es wurde gezeigt, dass der Ostrogenrezeptor im Menschen eine sehr komplexe
Promotorregion mit verschiedenen zusatzlichen untranslatierten Exons besitzt.
Es wird vermutet, dass ihre Aufgabe in einer gewebespezifischen Expression
des Ostrogenrezeptors besteht. Es konnte gezeigt werden, dass beim
Menschen bestimmte Exons nur in bestimmten Zelllinien exprimiert werden. Die
Anordnung der verschiedenen Promotoren ist Uber verschiedene Spezies

(siehe Abbildung 4) konserviert (Kos et al., 2001; Szreder and Zwierzchowski,
Mensch

2007).
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Abbildung 4: Ubersicht der Promotorregion des Ostro genrezeptors in verschiedenen
Spezies. Die Buchstaben stehen hierbei fur die vorg eschlagene Nomenklatur der
verschiedenen Forschungsgruppen, die sie entdeckt h aben. Die verschiedenen Farben
wurden zur Ubersichtlichkeit benutzt. Gleiche Buchs taben deklarieren gleiche Exons
zwischen den einzelnen Spezies.

Da diese Promotorexons so konserviert sind und im Menschen zur Regulation
der Expression dienen, wird dies flr Bos taurus auch suggeriert. Es konnte
auch schon gezeigt werden, dass in Holstein-Friesian-Bullen ein SNP im

Promotorbereich zu einer Expressionsveranderung fuhrt (Szreder et al., 2008).
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2.5.3. Assoziation mit verschiedenen Krankheiten

Durch Kopplungsanalysen beim Menschen wird der Ostrogenrezeptor priméar
mit dem Krankheitsbild Brustkrebs assoziiert (Stacey et al., 2007; Zuppan et al.,
1991). Allerdings entdeckte Lorentzon et al. (1999), dass ein Polymorphismus
Im esrl fur einen Verlust der Knochendichte und einen daraus resultierenden
Minderwuchs bei adulten Mannern verantwortlich ist. Diese Studie zeigte auch,
dass der Estradiol-Level nicht mit diesem Phé&notyp in Verbindung gebracht
werden konnte. Becherini at al. (2000) zeigte, dass Allelvarianten eines
Mikrosatelliten in der 5-Region des Exon 1 eine statistisch signifikante
Korrelation zu der Knochendichte in den Huften bei postmenopausalen Frauen
hat. Der von Lorentzon et al (1999) entdeckte Polymorphismus wurde von
Okura et al (2003) mit einem héheren ,Body Mass Index” und einem héheren
Fettanteil in Verbindung gebracht. Dieser Polymorphismus erzeugt ebenso ein
hoheres Herzinfarktrisiko und ein Risiko fur ischamische Herzkrankheiten
(Schuit et al., 2004). Diesen Studien zufolge ist der Ostrogenrezeptor beim
Menschen in mehrere Stoffwechselwege involviert. Er ist vor allem wegen
seiner Korrelation zur Knochendichte und zur Koérpergrof3e ein interessantes
Kandidatengen. Naturlich sind die Stoffwechselwege des Menschen nicht eins
zu eins auf das Rind anzuwenden, jedoch geben sie sehr gute Hinweise, denen

in dieser Arbeit nachgegangen wird.
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2.6.  Mikroarrayanalysen

Von den vorher beschriebenen 36 Feten (siehe 2.3.3) wurden im LAFUGA
Labor Expressionsstudien anhand des Mikroarraychips von Affymetrix
durchgefuhrt (Krebs et al., 2008). Fur die Gewebe Leber und Herz wurden je 10
leichte und 10 schwere Kalber analysiert. Fir das Herzgewebe wurden alle
Feten, bis auf Fetus 1 und 14, da sie vorher abgestorben waren und somit
keine RNA isoliert werden konnte, analysiert. Die mit Programmen wie STRING
(Jensen et al., 2009) and Bibliosphere (Scherf et al., 2005) durchgefiihrte
Netzwerkanalyse zeigte einen weiteren Hinweis auf den Ostrogenrezeptor, der
in der Mitte des Expressionsnetzwerkes steht (Abbildung 5).

Abbildung 5: Netzwerk der koexprimierten Gene mit E ~ SR1 im Mittelpunkt (Krebs et al.,
2008)
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2.6.1. Leber

Die Expressionsdaten ESR1 regulierter Gene zeigten einen Unterschied
zwischen den verschiedenen paternalen Haplotypen (siehe Abbildung 6), hier
als Q und g gekennzeichnet, des proximalen Sticks von BTAQ9 die die
einzelnen Individuen bekamen. Das proximale Stiick des BTAQ09 entspricht dem
bei Gomeringer (2007) als Totgeburt paternal und Schwergeburt paternal
gefundenen QTL.

9
©

Abbildung 6: Expressionsdaten von ESR1 regulierten Genen in der Leber sortiert nach
Haplotypen des BTAQ09 proximalen Pols (Krebs et al., 2008). In den Spalten sind die
einzelnen Tiere aufgelistet. Sie wurden in zwei Gru ppen kategorisiert: leicht (L) und

schwer (S). In den Reihen sind die einzelnen Expres sionsdaten eines Genes pro Tier zu
sehen. Verschiedene Blauténe bedeuten, dass dieses Gen im Vergleich zum Mittelwert
runterreguliert ist (bis -1,0), Rotténe bedeuten, d  ass die Expression des Genes erhgdht ist

(bis +1,0) und weil3 ist der Mittelwert (0,0), was a n dem Farbbalken ganz oben
verdeutlicht ist.

2.6.2. Herz

Bei den Expressionsdaten der ESR1 regulierten Gene aus dem Herzgewebe
sient man auch eine Tendenz der verschiedenen paternalen Haplotypen des
bei Gomeringer (2007) gefundenen QTL’s (Abbildung 7).
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Q q
Abbildung 7: Expressionsdaten von ESR1 regulierten Genen im Herzen sortiert nach
Haplotypen des BTAQ09 proximalen Pols (Krebs et al., 2008). In den Spalten sind die

einzelnen Tiere aufgelistet. Sie wurden in zwei Gru  ppen kategorisiert: leicht (L) und

schwer (S). In den Reihen sind die einzelnen Expres  sionsdaten eines Genes pro Tier zu
sehen. Verschiedene Blautone bedeuten, dass dieses Gen ist im Vergleich zum
Mittelwert runterreguliert ist (bis -1,0), Rotténe bedeuten, dass die Expression des Genes

erhoéht ist (bis +1,0) und weil} ist der Mittelwert ( 0,0), was an dem Farbbalken ganz oben
verdeutlicht ist.
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2.7. eQTL’s auf BTA09 mit Mikrosatelliten

Expression Quantitative Trait Locus (eQTL) Kartierung versucht genomische
Variationen zu finden, die die differentielle Expression erklaren. Der
Unterschied zur traditionellen QTL-Kartierung ist, dass die traditionelle auf ein
oder ein paar wenigen phéanotypischen Merkmalen fokussiert ist, wahrend bei
der eQTL-Kartierung tausende von Expressionsmerkmalen analysiert werden
konnen.

Die Mikroarraydaten wurden mit der RAM Methode normalisiert (Bioconductor
R-suite) und durch die eQTL-Kartierung, die auf einem funf Generationen
Stammbaum von 223 Tieren und auf einer kombinierter ,linkage desiquilibrium
and linkage* (LDL) Kartierung mit dem Programm ,LDL_rams* (Lee and van der
Werf, 2004; Lee et al., 2005; Lee and Van der Werf, 2005) beruht, analysiert
(Medugorac et al., 2008).

2.7.1. Leber

In dieser Studie wurde eine eQTL Analyse von jedem, auf dem Mikroarraychips
verwendeten Gen, durchgefuhrt. Als Ausgangsmaterial diente hierbei
Lebergewebe der Feten. In der Abbildung 8 sieht man die graphische
Zusammenstellung der wichtigsten Ergebnisse der
Leberexpressionskartierungsdaten auf BTA09: Als quantitatives Merkmal
wurden die Expressionsdaten der einzelnen Gene von jedem Tier genommen.
Man sieht ein deutliches Signal um die Region des Ostrogenrezeptors und im
Bereich des Gens der Superoxiddismutase 2. Die Superoxiddismutase 2
(SOD?2) ist auch als einziges ein sogenanntes cis QTL, da es seinen eigenen
Genort kartiert (Medugorac et al., 2008). Auf Grund dieser Tatsache wurde
dieses Gen in dieser Doktorarbeit als Kandidatengen naher analysiert.
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Abbildung 8: Differentiell exprimierte Gene mit ein er Irrtumswahrscheinlichkeit von P >
0,01 (links) und P > 0,001 (rechts) auf BTAQ9; Einh eiten: x-Achse: cM; y- Achse:
Teststatistik “Likelihood-Ratio” (LR)

2.7.2. Herz

Mit den Expressionsdaten des Herzgewebes aus den LAFUGA-
Untersuchungen wurde genauso verfahren. Wobei hier nun als quantitatives
Merkmal die Expressionsdaten im Herzgewebe einen jeden einzelnen Tieres
die Grundlage der Analyse waren. Acht dieser Gene kartieren mit einer hohen
Likelihood-Ratio genau im 0,6 cM grof3en Intervall, in dem sich das Gen des
Ostrogenrezeptors  befindet, wahrend 19 der Gene mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner als 0,001 auf den distalen Pol des BTAQ09

kartieren (Medugorac et al., 2008).
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Abbildung 9: Differentiell exprimierte Gene mit ein er Irrtumswahrscheinlichkeit von P >
0,001 auf BTA09 (links); 8 davon kartieren genau da s 0,6 cM groRe Intervall des esrl
Genes (rechts); Einheiten: x-Achse: cM; y- Achse: T  eststatistik “Likelihood-Ratio" (LR)
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2.8.  Superoxiddismutase

2.8.1. Biologische Prozess, zellulare Lokalisation und

metabolische Funktion

Die Superoxiddismutase 2 oder auch manganabhangige mitochondriale
Superoxiddismutase ist ein Radikalfanger. Sie katalysiert eine chemische
Reaktion: damit die radikalen Sauerstoffe, die in den Zellen produziert werden
und ansonsten toxisch wéaren, umgewandelt werden (McCord and Fridovich,
1969).

20 ,+2H" =0, +H,0,

2.8.2. Assoziation mit verschiedenen Krankheiten

Bei sod2 ,knock- out Mausen zeigte sich, dass diese innerhalb der ersten 10
Tage an einer geweiteten Kardiomyopathie, einer Ansammlung von Fett in der
Leber und im Skelettmuskel und einer metabolischen Azidamie verstarben (Li et
al., 1995).

2.9. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es eine genomweite Feinkartierung durchzufiihren und
die ausgewahlten Kandidatengene igf2r, esrl und sod2 fir das Merkmal
paternale Tot- und Schwergeburt zu untersuchen, um deren Ursache zu
ergrinden. Die ausgesuchten Kandidatengene werden mit Hilfe von
Sequenzierungen auf etwaige Mutationen untersucht und ihre Expression wird
mit einer Real Time PCR Uuberprift. Die Entdeckung kausaler Kandidatengene
fur dieses Merkmal ist elementar wichtig, da dies dazu dient, dass man zu
einem spdateren Zeitpunkt eine markergestitzte Selektion bei Zuchtbullen
durchfiihren, kann, so dass die Verluste durch den Tod der Kalber und der

Kihe verringert werden kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Tiere

Fir diese Arbeit wurden Rinder-Proben aus der Probenbank des Lehrstuhls far
Tierzucht und Allgemeine Landwirtschaftslehre der LMU Minchen analysiert.
Die Proben der verwendeten Tiere wurden gesammelt und die DNA aus den
unterschiedlichen Proben von Sperma, Haarwurzeln, Gewebe, Milch und
Vollblut isoliert (siehe 3.2.1.2). Die DNA wurde am Lehrstuhl mit Mikrosatelliten
(siehe Tabelle 6) genotypisiert und in einer lehrstuhleigenen Datenbank
katalogisiert. Es wurden insgesamt 754 Tiere der Deutschen Fleckvieh
Population fur die Mikrosatelliten auf BTAO9 genotypisiert. Alle diese Tiere sind
Besamungsbullen, die Ergebnisse aus der Leistungsprifung und
Zuchtwertschatzung  besitzen. Von ihnen gibt es elf grol3e
Halbgeschwisterfamilien. Diese bilden mit den in diesem Institut gesammelten
und genotypisierten Vorfahren eine Grol3familie.

Eine dieser Halbgeschwisterfamilien, die man in der Rindergenetik auch als
Grand-Daughter-Design (GDD) Familien bezeichnet, ist von besonderem
Interesse fur diese Arbeit. Diese GDD-Familie ist durch einen Bullen, der fur
das starke Wachstum und die damit verbundenen Schwer- und Totgeburten
verantwortlich sein sollte (siehe 2.3.2), und 111 seiner leistungsgeprtften
Sohne bekannt. Die 111 S6hne und der Vater wurden fir eine Genotypisierung
mit dem bovinen 50k BeadChip von Illumina ausgewéhlt. Die SNP-Chip
Genotypisierung wurde vom Tierzuchtforschung e.V. Minchen durchgefihrt
(siehe 3.2.1.6.2.). Diese Daten wurden ebenfalls in der Datenbank katalogisiert.
Von diesem Bullen, der als Trager im Mittelpunkt der Untersuchungen steht,
wurden fur die Analysen 36 Feten am Tag 150 geschlachtet und vermessen
(siehe Tabelle 2). Gewebeproben wurden entnommen und fir RNA- und DNA-
Extraktion (siehe 3.2.1.2 und 3.2.1.3) vorbereitet. 35 Feten (ausgenommen ein
abgestorbener Fetus) wurden neben dem genomweiten Expressionschip auch
mit dem genomweiten SNP-Chip analysiert. Um eine sichere Haplotypisierung

zu erreichen und die Herkunft von fraglichen Haplotypen ableiten zu kénnen,
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wurden von den 35 Feten auch deren Mdutter, und zuséatzlich 16 verflugbare
Muttervater und acht Muttervéatervater ebenfalls mit dem oben genannten SNP-

Chip genotypisiert.

Tabelle 2: Liste, der untersuchten 150 Tage alten F eten. Probenentnahme-Datum ist
Schlachtdatum der Mdutter, die synchronisiert in dre i Gruppen besamt und 150 Tage
spater geschlachtet wurden. Die Gewichte sind in Gr  amm angegeben.

TierlD Geschlecht Datum  MutteriD _“‘“r.’.'-‘-" Herz- : Leber-
F0301 m 18.01.2006  FvD341 35567 152 124 3
Fh0302 i 180120068  Fy0342 22768 177 97 8
F+/0303 i 18012006 FYD343 29566 230 1035
F0304 i 180120068 Fv0344 24713 167 83 6
F+/0305 i 18012006 FvO0345 31945 210 1135
F0306 i 25012006 FVO346 24170 182 83 3
F0307 wy 25012006 FVO347 26595 193 820
F40308 i 25012006 FvVO348 25504 188 86 2
F40309 i 25012006 FVO349 27890 203 99 5
Fw0310 i 25012006 FvD350 22635  16E 774
Fy0311 m 25012006  FvO351 295665 201 95 &
40312 i 25012006 FwD352 25389 130 770
F0313 i 25012006 FWO353 26420 175 87 8
Fa/031 4 i 01022006 FYD3s4 28208 202 107 1
FW0315 ” 01022006 FVO355 23462 165 89 1
Fy0316 i 01022006 FvO356 25697 1684 a5 1
F0317 m 01.0220068 FVO3S7 25143 184 850
F0318 m 01022006 FvO3s8 31165 204 92 3
F0319 i 01.022006 FVO389 23765 187 95 0
F0320 m 01022006 FVO3BO 29133 187 89 2
F4/0321 i 03022006 FVO361 26001 151 837
Fi0322 M 03 022006  FVO361 2207 1 158 511
Fw0323 i 08022006 FvO362 21814 162 599
F0324 m 03022006 FYO3B3 27849 194 104
Fi/0325 i 08 022006 FYD3E4 22803 162 759
F0326 i 03022006  FWO36S 2507 F 175 80 3
Fi/0327 m 01032006 FVO3BE 28637 202 88 3
Fy0328 m 01.03.2006  FYO3B7 2945 1 20,1 89 5
F3/0329 m 16032006 FvO388 25598 1689 85 4
F40330 m 15032006  F0369 19383 157 519
F0331 m 15032006 FYO370 33585 229 105 4
40332 m 16 032006  FwO371 B144 177 887
FYY0333 m 22032006 FWVO3F2  3437E 253 126 4
Fw0334 m 22032006 FVO373 26940 195 50,1
F0335 i 26042006 FVO3F4 27070 210 89 0
FD336 m 26 042006 FYO37s 28351 204 86 &
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3.1.2. Molekulargenetisches Material

Molekulargenetisches Material in Form von verwendeten BAC-Klonen und
Oligonukleotide, die fur die Anordnung der BAC-Klone und der Exons der
Kandidatengene in der genomischen Sequenz, fir Genotypisierung von
Mikrosatelliten und SNPs, sowie Sequenzierungen und Expressionsanalysen
der Kandidatengene verwendet wurden, werden im einzelnen bei den

entsprechenden Methoden dargestellt.
3.1.3. Verbrauchsmaterialien

3.1.3.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den

Firmen Roth, Biozym und Applied Biosystems bezogen.
3.1.3.2. Enzyme

DNA- Polymerasen, Restriktionsendonukleasen und DNA-modifizierende
Enzyme wurden mit den dazugehorigen Puffern von den Firmen Roche,

Promega, New England Biolabs, MBI Fermentas und Biosolis geliefert.

3.1.3.3. Medien und Puffer

3.1.3.3.1. LB- Medium

Das LB-Medium wurde fir die Vermehrung der BAC-Klone (siehe 3.2.1.1.2)

verwendet und aus folgenden Zutaten hergestellt:

10,09 Trypton
10,09 NaCl
5,09 Hefe- Extrakt

Die Substanzen wurden in eine Flasche gegeben und auf 1000 ml mit
destilliertem Wasser aufgefillt. Der pH-Wert wurde auf 7,0 mit NaOH oder HCI

eingestellt, danach wurde die L6ésung autoklaviert.
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3.1.3.3.2. Einfriermedium fur Bakterien

Dieses Medium wurde fur die langerfristige Aufbewahrung der BAC-Klone bei

-80C verwendet (siehe 3.2.1.1.3). Es wurde aus fol genden Zutaten hergestellt.

2,89 Trypton
2,89 NaCl
1,49 Hefe- Extrakt

Die Substanzen wurden in eine Flasche gegeben und auf 280 ml mit
destilliertem Wasser aufgefillt. Es wurde 120 ml Glycerin zugegeben, damit die
Ldsung bei -80C nicht gefriert. Zum Schluss wurde das Gemisch autoklaviert.

3.1.3.3.3. TE- Puffer 10-fach

Der TE-Puffer (1-fache Konzentration) wurde zum Giessen der Agarosegele
und als Laufpuffer verwendet. Hergestellt wurde der Puffer in 10-facher
Konzentration. Kurz vor der Benutzung wurde er mit ddH,O auf eine 1l-fache

Konzentration verdinnt. Die 10-fach-Losung wurde nach folgendem Rezept

hergestellt:
12,109 Tris
3,729 EDTA

Die Substanzen wurden in eine Flasche gegeben und mit 500 ml destilliertem
Wasser aufgefullt. Mit HCI (2 M) wurde die Lésung auf pH 8,0 titriert und mit

destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt, danach wurde sie autoklaviert.

3.1.3.3.4. PBS- Puffer

Der PBS-Puffer wurde zum ersten Reinigungsschritt des Rinderspermas fur die
DNA-Isolation verwendet (siehe 3.2.1.2.2). Die LOsung ist isotonisch und ist
somit fur die einzelnen Zellen unschéadlich, so dass sie in diesem Puffermilieu
durch Zentrifugation gereinigt werden kénnen, ohne dass die Zellwande

aufbrechen. Der Puffer wurde nach folgendem Rezept hergestellt:
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8,0g NaCl
0,29 KCI
1,44g Na,HPQ,
0,24g KH,PO,

Die Substanzen wurden in eine Flasche gegeben und mit destilliertem Wasser
auf 1000 ml aufgefillt.

3.1.3.3.5. Extraktionspuffer

Der Extraktionspuffer diente bei der DNA-Isolation aus Bullensperma dazu die
DNA aus den Zellen zu extrahieren (siehe 3.2.1.2.2). Der Puffer wurde nach

folgendem Rezept hergestellt:

5,0ml 100mM Tris pH 8,2
2,5ml 2M NaCl

5,0ml 20mM EDTA pH 8
5.0ml 10% SDS

Die Substanzen wurden in eine Flasche gegeben und mit destilliertem Wasser

auf 50 ml aufgefullt.

3.1.3.3.6. DEPC- Wasser

Das DEPC-Wasser wurde fur die Reinigung von Pipetten, Pinzetten und allen
Werkzeugen, die fur die Arbeiten mit RNA (siehe 3.2.1.3 und 3.2.1.4.4) bendtigt
wurden, gebraucht. Hiermit wurde sichergestellt, dass sich daran keine RNasen
mehr befanden, die die RNA sofort verdaut hatten.

0,1ml DEPC auf 100 ml destilliertes Wasser geben, gut auflésen, fur 12h bei

37T inkubieren, danach zweimal autoklavieren.
3.1.4. DNA- Leitern fur Agarosegelelektrophorese

Fur die Darstellung von kleinen Fragmenten, vor allem fur die Resultate des
Verdau, wurde die GeneRuler™ low range Leiter von Fermentas, fur gréRere

Fragmente wurde die GeneRuler™ 1 kb Leiter (siehe Abbildung 10) verwendet.



Material und Methoden 33

3% TopWision™ LE GO Agarcse (#R0491)

1% Topfision™ LE GO Sganose #R04E1

Abbildung 10: Bandendarstellung der beiden DNA-Leit  ern, links die GeneRuler™ low-
range Leiter, rechts die GeneRuler™ 1kb- Leiter
(http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/g enerulers.htm)

3.1.5. Gerate

Fur die in Analysen in dieser Arbeit wurden lehrstuhleigene Gerate benutzt,

aufgelistet in Tabelle 3.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Geréte

Autoklav
Brutschrank
Bunsenbrenner
Clean-Benches
Elektrophoresekammer
Genotyper
Heizbltcke
Kuhlschrank
Magnetrihrer
Mikrowellengerat
PCR-Thermogcycler

pH-Meter
Photodrucker
Photometer
Pipetten

Real Time PCR- Thermocycler
Schittelinkubator

Vortexer

Waagen

Zentrifugen

Typbezeichnung

Varioklav Typ400

GPS200/400
ABI310
Thermomixer 5436

yellow line
NN-326
Primus
PTC-100
PTC-200
pH 211
UP/D860E
Nanodrop

Light Cycler 2.0
Certomat HK

portable PT1200
analytic Pro22F
Tischzentrifuge
Universal16R
RC28S

Hersteller

Thermo Scientific
Memmert

Usbeck/ D&N

BDK, Hohenloche
Pharmacia

Applied Biosystems
Eppendorff

Bosch, Siemens
MSH basics
Panasonic

MWG Biotech

MJ Research

M.J Research
Hanna Instruments
Sony

Peglab

Ranin

Gilson, Eppendorff
Roche

Braun

|KA- Works, INC.
Sartorius

Sartorius

Qualitron

Hettich Zentrifugen
Sorvall




Material und Methoden

34

3.1.6. Verwendete Software und Datenbanken

Die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Programme und Datenbanken

sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Software und D atenbanken

BLAST

Primer3

ClustalX

Bacon Designer™

PLINK

Haploview

Cri- Map

LightCycler Software

GenexLight

LDLram
Genescan®

Genotyper®

National Center for Biotechnology
Information (NCBI)

University of California Santa Cruz
(UCSC) Genome Browser

Zentrale Arbeitsgemeinschaft
osterreichischer Rinderzlichter (ZAR)

Beschreibung und Homepage

Werkzeug flr Sequenzalignments einzelner Sequenzen gegen
ganze Sequenzdatenbanken

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

Programm zum konstruieren von Primern anhand der zu
amplifizierenden Sequenz

http:/frodo.wi mit.edu/primer3/

Werkzeug fur multiple Sequenzalignments

http:/Awww . clustal. org/

Werkzeug zum Uberpriifen der konstruierten Primer auf ihre
Qualitat

http:/Awww premierbiosoft. com/molecular beacons/index html

Programm flr Assoziationsstudien anhand von SNPs Daten

http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/

Programm zum Visualisieren von PLINK Ergebnissen und zum
Auffinden von Haplotypenblécken in Populationen {nur mit SNP-
Daten moglich)

hitp:/hanww. broadinstitute. org/mpg/haploview

Programm zum Konstruieren von multilokalen Kopplungskarten

http:ffcompgen. rutgers. edu/Crimap/Default. aspx

Programm zum Visualisieren der Light Cycler Rohdaten und
zum Berechnen der CT-Werte Uber das Maximum der
2.Ableitung der Kurven

Programm zum Erstellen der best moglichen Referenzgene in
einem bestimmten Genset und Normalisierung und
Visualisierung der Real Time PCR Ergebnisse

Programm fir QTL- Kartierung durch kombinierte Kopplungs-
und Kopplungsungleichgewichtsanalysen

Identifiziert die Fragmentlangen der Mikrosatteliten relative zu
einem internen Standard von bekannter Lange

Genotypisierungsprogramm fur Mikrosatelliten

http:/Awwww.ncbi.nlm. nih.gov/

http://genome.ucsc.edu/

hitp:frenven. zar. at/
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3.2. Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1. Arbeiten mit Bakterien

3.2.1.1.1. BAC-Klone

Sechs ,Bacterial artificial Chromosome“-Klone (BAC-Klone) wurden in den
United States of America vom BACPAC Resource Center (BPRC) des
Children's Hospital Oakland Research Institute in Oakland (CHORI), California,
bestellt. Die Klone CH240-399B23, CH240-67F3, CH240-218D15,
CH240 61017 und CH240-306M5 dienten zur Analyse des Kandidatengenes
esrl und zur Uberprifung der Lokalisation des Genes auf dem Chromosom.
Der Klon CH240-40N2 wurde als Referenz fiur die Sequenzierung des CpG-
Islands im Intron2 des igf2r verwendet (siehe 3.2.1.5.3). Alle BAC-Klone sind
modifizierte E. coli DH10B Stdmme, die den pTARBACL1.3 Vektor beinhalten, in
den das jeweilige Segment des Rindergenoms kloniert wurde.

Fur die funf der sechs BAC-Klonen, die fur die esrl-Analysen verwendet
wurden, wurden Oligonukleotide zur PCR-Vervielfaltigung der Endsequenz
hergestellt. Durch BAC-Endsequenzenuberprifung und PCRs der Exons 2 bis 8
wurde eine Anordnung der BAC-Klone und der dazugehoérigen Exons des
Kandidatengen esrl bewerkstelligt (siehe Tabelle 5). Diese sowie andere im
Rahmen dieser Doktorarbeit konstruierten Oligonukleotide wurden von den
Firmen Metabion und Eurofins MWG Operon hergestellt.
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Tabelle 5: Ubersicht, der fiur die Uberprifung der R
verwendeten Primer. Die ersten zehn sind die mit Hi
hergestellten Primer, die Nachfolgenden sind Primer
zur Unterstiitzung genommen wurden. Sie wurden auch
(siehe 3.2.1.5.3).

eihenfolge der BAC-Klone
Ife der BAC-Endsequenzen
der einzelnen esrl Exons, die hier

fur die Sequenzierung verwendet

Primer Sequenz (6'-3') Klon Tm
399B23rechts F  GUCATAAGGGTGGTGTCATE Klon CH240-399823 S8
399B23rechts B TGGTCTTGATCCCTGTCTCC Klon CH240-399B823 59°C
BEF3links-F CTTTGGECAGT AAGTACCTC Klon CH240-67F3 59
BrE3links-R GCTCAGCAAALGCGACATGAR Klon CH240-67F3 55°C
B7F3rechts-F TGCTGEACACATTCTT GAGE Klon CH240-87F3 S
BiF3rechis-R CCACACTGCGARACACCACTG Klon CH240-67F2 59°(C
218015links_F GEEEEAATCACATTTIGT IGT Klon CH240-21800% SR
218D15links_R TTGGCTAGCTGGGATCAAGT Klon CH240-218015 S
6101 Trechts F CTGAAGCTTGGAACTGETCA Klon CH240-61017 GBI
6101 7rechis R GCAAARCCATGCCTGATCARARA Klon CH240-81017 53°C
ESkT Bl B2 GAGLGGTACTTARAGTTGGA Klon CH240-399823 55°C
ESR1 E1 R2 GEECCAGAGAACTTGALCT Klon CH240-399823 56°C
ESRT EZ2 F2 AATTTTCAAGGCTGGTGT A Klon CH240-399E23 Sl
ESR1 EZ B2 AABATCGGATGAGTTETT TG Klon CH240-399823 Bilsi
ESRT E3 F2 TCTETCCTCTTECTTTTCAT Klon CH240-30685 S
ESR1 E3 B2 CTCTTTGTTCTCTCCT GG T klon CH240-306M5 SHi
EZR1 E4 F2 TCATAGCAGGAGCAATCTTT Klom CH240-30685 53°C
ESR1 E4 RZ TTETGTCCCACTATCTCTCE Klon CH240-30685 B
ESR1 E5 F2 ATTTGAGTCAGGGGAGATTT Klor CH240-218015 53°C
ESR1_ES B2 TGATGGAAAAATTGGARGAG Klon CH240-218015 S
ESR1 E6 F2 TGEGEACT GAAT AAGACATC Klon CH240-2160D15 55°C
EZR1 E6 R2 CCTTATGATCTGAAGCTTGE Klon CH240-218015 55°C
ESRT ET F2 TGGATTCCCTTACATCTT TG klon CH240-2120D15 53°C
EsR1 ET B2 GCCCTTCCTATCAT AAACCT Klon CH240-2 18015 55°C
ESRT E8 F2 GOGACTAAATGACAMCAACA Klon CH240-218D15 B
ESR1_E& RZ CCACTTTCAGTTCETTTZCTG klon CH240-2120D15 55°C

3.2.1.1.2. Animpfen einer Ubernachtkultur

Die vom BPRC im Stechagar zugesendeten BAC-Klone (siehe 3.2.1.2.3)
wurden vor deren weitere Analyse in einer Ubernachtkultur vermehrt. Es
wurden insgesamt 500 ml LB-Medium in autoklavierte 1 | Kolben gefullt und mit
Chloramphenicol versetzt, so dass man eine Endkonzentration von 12,5ug/ml

erhalt. Die Bakterien wurden vom Stechagar in die Kolben mit einer sterilen
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Pipettenspitze Ubertragen. Die Losung wurde Uber Nacht bei 38T und 185rpm
geschuttelt. Von der im Medium gewachsenen Kultur wurde am néchsten Tag
Plasmid-DNA, sprich der pTARBAC1.3 Vektor mit dem chromosomalen
Segment des Rindergenoms, isoliert (siehe 3.2.1.2.3).

3.2.1.1.3. Herstellen einer Gefrierkultur

Es wurde eine 10 ml Ubernachtkultur (siehe 3.2.1.1.2) hergestellt. Von dieser
wurden je 600 pl mit je 600 pl Einfriermedium (3.1.3.3.2) in einem Kyroréhrchen
bei -80C zur langerfristigen Aufbewahrung eingefroren, da die
Stechagarkulturen nur 3 Monate haltbar sind.

3.2.1.2. I1solierung von DNA

Die Isolierung hochqualitativer DNA ist notwendig, um die erhaltenen
Ergebnisse richtig interpretieren und deren Reproduzierbarkeit garantieren zu
konnen. Degradierung der DNA wirde zum Beispiel zum Ausfall der PCR und
somit zu falsch negativen Ergebnissen flhren. Deswegen muss man
Vortexschritte wahrend der Isolation vermeiden. Auch darf man die isolierte
DNA nicht stdndig auf- und abtauen, da dies zu Strangbriichen fihrt. Auch
Kontaminierung mit chemischen Komponenten der Isolation, wie zum Beispiel
Ethanol, Phenol oder SDS, fiihrt zur Inhibition der PCR. Um die Reinheit der
DNA Proben zu Uberprufen, wurden sie nach der Isolation am Photometer
gemessen. Eine 260nm/280nm Ratio von 1,8- 1,9 zeigt reine DNA. Im
Folgenden werden die verschiedenen in dieser Doktorarbeit verwendeten

Isolationsmethoden beschrieben.

3.2.1.2.1. genomische DNA aus Rinderblut und Gewebe

Zur Genotypisierung der Feten und der meisten weiblichen Tiere wurde
genomische DNA aus Blut- oder Gewebeproben isoliert. Dafur wurde der
QlAamp DNA Mini Kit von Qiagen gemaR den Angaben des Herstellers
(http://www1.qgiagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000190)

verwendet. Die DNA wurde nach der Isolierung mit dem Nanodrop (siehe

Tabelle 3) gemessen.
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3.2.1.2.2. genomische DNA aus Bullensperma

Fur die meisten der hier genotypisierten Bullen standen tiefgefrorene
Spermaproben zur DNA Isolierung von genomischer DNA zur Verflgung.
Ungefahr 200-300 ul des Samens wurde abzentrifugiert. Das danach sichtbare
Pellet wurde mit PBS-Puffer resuspendiert und wiederholt abzentrifugiert bis der
Uberstand klar war. Das Pellet wurde dann in 900 pl DNA Extraktionspuffer
(siehe 3.1.3.3.5) resuspendiert, danach wurden 100 pl einer 0,5 Molaren DTT-
Ldsung und 50 pl Proteinase K hinzugegeben. Diese Lésung wurde tGber Nacht
bei 65T inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden 450 pl NaCl (6M)
hinzugefuigt und 40 min bei 5000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Gefal Uberfihrt und mit 5,5 ml 100%-tigem eiskaltem Ethanol versetzt.
Die gefallte DNA wurde herausgefischt, der Ethanol an der Luft verdampft und
in 50 pl ddH,0 geldst. Um die genomische DNA vollstandig zu 16sen, wurde das
Gemisch tber Nacht bei 37<C inkubiert. Die DNA-Konz entration wurde mit dem

Nanodrop bestimmt.

3.2.1.2.3. Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Plasmid- DNA aus den Bakterien wurde aus den Ubernachtkulturen (siehe
3.2.1.1.2) isoliert. Dafur wurde das NucleoBond BAC 100 Kit von Macherey-
Nagel verwendet. Die Isolation wurde gemald dem Herstellerprotokoll
durchgefihrt. (http://www.mn-
net.com/Portals/8/attachments/Redakteure Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20

Purification/UM_pDNA _NuBo.pdf). Die DNA wurde nach der Isolierung mit dem

Nanodrop gemessen und fur verschiedene PCRs verwendet.
3.2.1.3. Isolierung von RNA

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Expressionsanalysen der Kandidatengene
durch Real Time PCR wurden mit RNA durchgefuhrt, die aus den Feten isoliert
wurde. Fur die Isolierung von RNA gelten ahnliche Bedingungen wie bei der
DNA Isolation. Jedoch sind die Bedienungen strenger, weil die RNA vor allem
durch die allgegenwartige Prasenz von RNasen sehr kurzlebig ist. Deswegen
muss man immer auf Eis und unter einem Abzug arbeiten, die mit speziellem

Desinfektionsmittel und RNase Inhibitoren, wie zum Beispiel DEPC- Wasser
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(siehe 3.1.3.3.6), behandelt ist. Auch bei der Aufbewahrung von RNA sind
wiederholte Auftauschritte zu vermeiden. Aus diesem Grund muss man die
Arbeitslosungen zuerst aliquotieren und dann aufbewahren. Es wurde
festgestellt, dass es die langlebigste und schonendste Variante ist, RNA in
geféllter Form bei —-80C aufzubewahren. Im Folgenden werden zwei
verschiedene Varianten der Isolation beschreiben, die erste, die von den
Geweben ausgeht bis zur vollstandigen RNA Isolation, und die andere mit

Probenmaterial, das schon in Isopropanol geféllte RNA enthielt.

3.2.1.3.1. aus Rindergewebe

100 mg Gewebe in 1 ml Trizol wurden mit einem sterilen und RNase freien
Plrierstab homogenisiert und anschlieBend bei Raumtemperatur 5 min
inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform wurde das Reaktionsgefaf}
invertiert, um die LOosung mit dem Homogenisat zu vermischen. Danach wurde
sie erneut bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Suspension in drei Phasen zu
trennen wurde sie bei 11700 g 15 min lang bei 4C zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefald tberfuhrt. Um die RNA zu fallen wurden 500 pl Isopropanol
hinzu gegeben, vermischt und nach einer Inkubationszeit von 10 min bei
Raumtemperatur, fir 10 min bei 11700g und 4 zentr ifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend mit 1 ml Ethanol gewaschen. Zum Schluss wurde es in 50 pl
ddH20 und 1 pl RNasin resuspendiert, aliquotiert und bei — 80C gelagert.

3.2.1.3.2. aus Isopropanolproben

Ein Teil der RNA-Proben aus fetalem Leber- und Herzgewebe wurde
freundlicherweise, schon in Isopropanol gefallt, von dem LAFUGA Labor zur
Verfugung gestellt. Sie wurde dann noch mit 1 ml Ethanol gewaschen und
danach in 50 ul ddH,0 resuspendiert. RNasin wurde nicht verwendet, da die
gesamt RNA weiter aufbereitet wurde und es bei Verwendung von RNasin zu

Schwierigkeiten in der Real Time PCR kommen kann.
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3.2.1.3.3. Trennung von mMRNA aus der gesamt RNA

Um in der Real Time PCR bessere Ergebnisse zu erzielen wurde die mRNA
aus der gesamt RNA, in der sich unter anderem auch noch ribosomale RNA
befindet, isoliert. Hierzu wurde Oligotex® mRNA Kit von Qiagen verwendet. Die
Durchfihrung erfolgte gemald dem empfohlenen Protokoll des Herstellers. Die

Proben wurden nach der Isolation mit dem Nanodrop gemessen.
3.2.1.4. Polymerase- Chain- Reaction (PCR)

Das Verfahren der PCR (Mullis et al., 1986) bendttigt eine doppelstrangige DNA-
Kette mit zumindest teilweise bekannter Sequenz. Zur Durchfihrung der
Amplifikation sind au3erdem zwei Primer essentiell, die auf beiden Seiten der
Sequenz jeweils an eine der komplementaren DNA-Strange binden kdnnen,
sowie einzelne Nukleotid-Molekiile und eine hitzestabile Polymerase (Tag-
Polymerase), die Ublicherweise aus Thermus aquaticus isoliert wird. Die PCR
wird heute apparativ in einem Thermocycler durchgefthrt.

Die Sequenz und die Lange der Primer bestimmen die Spezifitat der Reaktion.
Allerdings wird die Bindungsspezifitat der Primer auch durch die Temperatur
beeinflusst, das heil3t selbst wenn die Sequenz der Primer spezifisch ist,
kdnnen sie durch zu geringe Temperatur auch unspezifisch binden (Wobble-
hypothese). Eine definierte Sequenz einer Lange von 20 Basenpaaren kommt
statistisch gerade ein einziges Mal in einer zufalligen Sequenz von einer Billion
Basenpaaren vor. Damit reicht ein Primer von einer Lange von 16-20
Basenpaaren um eine bestimmte Zielsequenz aus nahezu beliebig komplexem
Ausgangsmaterial  selektiv. zu  vervielfaltigen. Reale Genome als
Ausgangsmaterial sind jedoch keine rein zufalligen Nukleotidfolgen und weisen
viele einander &hnliche Abschnitte auf, so dass die Wahl guter Primer-
Sequenzen nicht immer einfach ist. Deswegen wurden die in dieser Arbeit
konstruierten Primer mit verschieden Computerprogrammen auf ihre Spezifitat
und ihre Qualitat, das heil3t keine Sekundarstruktur- und Dimerausbildungen,
Uberprift (siehe 3.2.2.1).



Material und Methoden 41

3.2.1.4.1. GC-Rich KIT

Um das CpG Island im zweiten Intron von igf2r zu amplifizieren, wurde der GC-
Rich Kit von Roche verwendet, da es nicht moglich war ohne den speziellen
Puffer das Template zu amplifizieren. Bei diesem Kit wurde fur alle PCRs eine
Konzentration von 1M der GC-Rich Resolution Solution (spezielle Puffer-
Losung des Herstellers zum amplifizieren von GC-reichen Fragmente)
verwendet. Die Durchfihrung erfolgte gemafld dem empfohlenen Protokoll des

Herstellers (https://www.roche-applied-science.com/pack-insert/4743784a.pdf).

3.2.1.4.2. Mikrosatelliten- PCR

Fur die Mikrosatelliten-PCR wurde das Protokoll aus Gomeringer (2007)
benutzt. Die meisten zu untersuchenden Tiere waren schon im Rahmen
vorheriger Arbeiten genotypisiert und in der Datenbank des Lehrstuhls
gespeichert worden. Die anderen wurden noch im Rahmen dieser Arbeit
genotypisiert, wobei sich die PCRs aus zwei Multiplex (Set 1 und Set 2)
ergeben.

Set 1 bestand aus 17 Mikrosatelliten (siehe Tabelle 6), fur die die Multiplex-

PCR auf eine gemeinsame Annealingtemperatur von 61°C eingestellt wurde.

Set 2 bestand aus 14 Mikrosatelliten (siehe Tabelle 6), fur die die Multiplex-

PCR auf eine gemeinsame Annealingtemperatur von 58T eingestellt wurde.
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Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Mikrosatellite
Markername (MarkerID) sind interne Primername (Prim
und Farbmarkierung (Label), PCR-Multiplex (Set), Re
Annealingtemperatur (Tm) aufgelistet. Marker sind n

Marker ID

BMS47

DIK2433

DIK2876

BM1227

ILSTS037

BM2504

DIK3003

BMS1267

BMS555

BM4627

UWCAQ9

EMS1290

BM7209

BM4208

INRA144

DIKOS6

PrimerlD  Sequenz (5' - 3')

EMS47 H CAGAGAGCGTCTGTGGAGG
BMS47 2 TCTTGTCTGGCTGGATGATG
DIK2433 1F TGTGGGGCTCCTTTGTAACT
DIK2433 2 CAGAGCGGCTACAGTTTGTG
DIK2876 1F TTGCTGTTGAATTTTCATGGAT
DIK2876 2 ATAGTCCCACCGCGAAACTC
BM1227 1F CACCAGTGATATTGGCTTATGG
BM1227 2 GGAAGAAACACTTCCAAACCC
ILSTS037 F TAGGCTATGTACTGACCATGC
ILSTS037 2 CTGAACTGAGATGACTTTGGC
BM2804 1T CAGCTTTCCATCCCCTTTC
BM2504 2  CTCCCATCCCAAACACAGAC
DIK3003 1F ACTTTCAGTTTTGGGCTGAC
DIK3003 2 TGTCACTAGGTAAATTGGTG
BMS1267 3H CCCAGAGTAAAACTGTTGGTGA
BMS1267 2 TGTTGTCCTGGAAGGCTTTAG
BMS555 F GGAAAGAGTAGGTGATTCCCTG
BMS555 2 ATTTAATTGTCATCCCAGGTGA
UWCADS 1H CCTTCTCTGAATTTTTGTTGAAAGC
UWCAQD9 2 GGACAGAAGTGAGTGACTGAGA
BM4627 1H AGGACAAGCTGGCTTCTGAG
BM4627 2 TGAAGCAACTGGGTATGCAC
BMS1290 T TTGGCACTTACTACCTCATATGTT
BMS1290 2 TTTTCTGGATGTTGAGCCTATT
BM7209 H TTTTCTGCTCATGCTTCAGTG
BM7209 2 GCAGGCTATAGTCCATGACATC
BM4208 F TCAGTACACTGGCCACCATG
BM4208 2 CACTGCATGCTTTTCCAAAC
INRA144 T TCGGTGTGGGAGGTGACTACAT
INRA144 2  TGCTGGTGGGCTCCGTCACC
DIKOS8 F GCTGTAATGAGGCACCACAATA
DIKOS8 2 GCTTGCAGACTCCCTCTCTC

Label

HEX

FAM

FAM

FAM

FAM

TET

FAM

HEX

FAM

HEX

HEX

TET

HEX

FAM

TET

FAM

2

9,6530
9,6530
15,1210
15,1210
20,4150
20,4150
24,1390
24,1390
26,2660
26,2660
30,9200
30,9200
36,5420
36,5420
38,7420
38,7420
43,8180
43,8180
48,0000
48,0000
52,0000
52,0000
64,9350
64,9350
81,5690
81,5690
90,6900
90,6900
90,9800
90,9810
94,8030
94,8030

n auf BTA09. Neben offiziellem

erlD), verwendete Primersequenz
lative Position auf Chromosom und
ach deren Relative Position sortiert.

Set Position (cM) Tm

61°C
57°C
57°C
59°C
53°C
59°C
58°C
58°C
58°C
58°C
57°C
59°C
55°C
53°C
58°C
58°C
60°C
55°C
58°C
60°C
59°C
57°C
58°C
55°C
56°C
60°C
59°C
55°C
62°C
66°C
58°C
61°C
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Tabelle 6: Fortsetzung

Marker ID PrimerlD  Sequenz (5' - 3') Label Set Position (cM) Tm
B BMS2063 F GGGGAGGAGCTTAAGTAGGAA FAM 2 95,3800 80°C
BMS2063 2 CATGAATGAGTACGTGTGTGC 95,3810 58°C
DRt URB028 T GTATCAGTCTCTAAAACT TET 2 97,2850 50
URB023 2 CATGTCAGGCATCAGTCCATAG 97,2850 80°C
e URB024 T ATCGGACACCACCTAGCAAC TET 2 98,2190 59°C
URB024 2 CATGTGAGCATATTCTGAAGCA 98,2190 HEG
— BMS2295 1H GCTCTGGTGACCCAGGTG HEX 1 ©8,6460 61°C
BMS2295 2 CTGGCAGGAGATGAGAGGAG 98,6460 61°C
iinoos LMUOS03 1F TCTGGTTTTTGTCATTTTCACC FAM 1 €9 0000 Sh5r0
' LMUOS03 2 GCAGCCAGAAGGAATACAAGA 99,0000 58°C
(MLIOSE2 LMUOS02 1T GGGAAAAAGAAACCCAGACA TET 1 99,0000 55°C
LMUOS02 2 GCCTGAAAACTTGATACTGAGC 99,0000 58°C
ikt ae DIK4548 1F TGATGAGGGCCTCTGAGAAT FAM 1 101,7000  57°C
DIK4548 2 CTAGACGCCGAATTCTGACC 101,7000  59°C
Da0s LMUOS04 1H AAGCATGGTGGCTTAGTGGT HEX 1 102,0000 57°C
LMUOS04 2 AAAATGACAAAGGTAGGGCAAA 102,0000  55°C
LS LMUOS05 1H CCAGGGAAGTCCAGTGAATG HEX 1 102,5797  59°C
LMUOS05 2 TCTAGAGCAGGCAGGACACC 102,5797 61°C
DIK4140 1F ACCTGCCTGCAACGTTAAAT FAM 1 103,0460  55°C
Dika140 DIK4140 2 CACGACTGGTGAGACTGGTG 103,0460 B1°C
liiiisa6s LMUDS06 1T TCTCCTGCAAGAACGTGAGA TET 1 103,3985  57°C
LMUOS06 2 AGACTGTGGGCAGCTTGTCT 103,3955  59°C
LMUOS01 F  CCAGCTGGTGAAGTCAAACA FAM 2 103,4036  57°C
St LMUOS01 2 TGACATCTCGACTCCCATICT 103,4036  58°C
LMUOS08 1H GGTCACATGCACACATCCTC HEX 1 103,4718  59°C
et LMUOS08 2 ATGCTTGCTTCCAAACATCC 103,4718  55°C
_ BMS1943 H ATCAGTCGTTCCCAGAATGTC HEX 2 103,7080  58°C
BMST43 BMS1943 2 TTGATATCCTCTCTGTCAAGCC 103,7080  58°C
TG0 DIK2045 1F CTTTCCACTCAGCAGCCTTT FAM 106,9600  57°C
DIK2045 2 GGCTCCAGTATTCTTTCTTGGA 106,9600  58°C
ENIS1SET BMS1967 H GGGCAGATGTGAGTAATTITCC HEX 2 109,2780  58°C
BMS1967 2 AACTGAGCTGTATGGTGGACG 109,2780  B0°C

Der Mikrosatellit DIK2045 (siehe Tabelle 6) gehdrt nicht in Set 1 oder 2, wurde
aber fir alle Tiere schon im Rahmen eines anderen Projektes genotypisiert und
hier zusammen mit Markern aus Set 1 oder 2 fur die Kartierung verwendet. Der
Mikrosatellit LMU0901 wurde zur Uberpriifung der Inaktivierung des paternalen
Allels von igf2r verwendet. Die cDNA die hierbei verwendet wurde, wurde mit
OligoT Primern aus dem Lebergewebe der Feten hergestellt und

freundlicherweise vom LAFUGA zur Verfugung gestellt.
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3.2.1.4.3. Sequenzierungs-PCR

In dieser Arbeit wurde eine Sequenzierung der Kandidatengene sod2 und esrl
sowie CpG-Island im Intron2 von igf2r durchgefihrt. Dafir wurden mit
optimierten Primern Sequenzierungs-PCR Produkte hergestellt und zur
Sequenzierung an einen Dienstleister weitergeleitet. Fur die Sequenzierungs-
PCR wurde eine andere Tag-Polymerase mit einem anderen Puffer verwendet,
um mogliche Fehleinbauten von Nukleotiden zu vermeiden. In dieser Arbeit
wurde die Hot Start GoTaq® von Promega mit zugehorigen Puffern verwendet.
Diese Tag-Polymerase besitzt eine 5> 3 Exonuklease Aktivitat. Falsch
eingebaute Basen werden ausgeschnitten und korrigiert. Was bei den
Sequenzierungen sehr wichtig war, da hier nach Unterschieden zwischen
einzelnen Basen gesucht wurde und nicht nach verschiedenen Langen, wie bei
der Genotypisierungs-PCR.

Eine Ubersicht Uber die sequenzierten Regionen und dazu gehorige Primer
befindet sich in Abschnitt 3.2.1.5.3.

3.2.1.4.4. One Step Real Time PCR

Die Real Time PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsduren, die auf
dem Prinzip der herkdbmmlichen PCR beruht, und zusatzlich die Quantifizierung
der gewonnenen DNA ermoglicht. Diese Methode wurde in dieser Arbeit fur
Genexpressionsanalyse der Gene esrl und sod2 verwendet.

Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefihrt, die
wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden (daher der Name ,Real Time"). Die
Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Das
Signal wird am Ende eines jeden Zyklus gemessen (siehe Abbildung 11). Am
Ende eines Laufs (der aus mehreren Zyklen besteht) wird die Quantifizierung
an Hand des so genannten CT-Wertes in der exponentiellen Phase der PCR
bestimmt. Der CT-Wert wird anhand einer Kurve der einzelnen
Fluoreszenzsignale berechnet. Nur in der exponentiellen Phase der PCR (die
wenige Zyklen in einem Lauf dauert) ist die korrekte Analyse mdglich, da

wahrend dieser Phase optimale Reaktionsbedingungen herrschen.
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Abbildung 11: Amplifizierungskurve der DNA wahrend einer PCR; x-Achse sind die
Anzahl der Zyklen der PCR, y-Achse ist die Menge an gebildeter DNA. Das
Fluoreszenzsignal entspricht der gebildeten Menge a  n doppelstrangiger DNA, da sich der

Farbstoff SYBR-Green nur in doppelstrangige DNA ein  baut und fluoresziert.

In dieser Arbeit wurde eine One Step Real Time PCR durchgefihrt, bei der
MRNA als Ausgangsmaterial eingesetzt wurde. Der erste Schritt war eine
Transkription mit Hilfe einer Reversen Transkriptase. Die so erhaltene cDNA
wird nun gleich im Anschluss mit einem normalen PCR Protokoll und einer
modifizierten Tag-Polymerase amplifiziert. Diese Methode dient dazu, die
Fehlerquote durch unnétige Pipettierschritte moglichst gering zu halten.
Deswegen wurden auch alle Proben doppelt amplifiziert. Bei der
Ergebnisanalyse wurde der Durchschnitt des CT-Wertes beider Proben
genommen. Als Methode wurde hier die relative Quantifizierung benutzt, da
man eine Abweichung der Standardexpression uberprifen wollte und nicht
wissen wollte, wie viel mMRNA absolut in der Probe war. Deswegen waren fur die
Analyse neben dem interessanten Gen auch Referenzgene nétig.

Referenzgene sind Gene die in allen Proben gleich exprimiert werden oder sich
gegeneinander aufheben. Sie werden bendtigt, um eine Abweichung des
beobachteten Genes vom Standard (Referenz) zu detektieren, unabhangig von
der Menge an mRNA in der Probe. Naturlich sollte die Menge ungefahr gleich
sein. Da man aber im ng Bereich nicht pipettieren kann, ist es sicherer eine

Referenz, von der man weil3, dass es keine Abweichungen in der Expression
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gibt, zu verwenden, um nun in der nachfolgenden Analyse die relative
Expressionsabweichung des Zielgenes zu diesen Referenzgenen zu
bestimmen. Oft werden bei relativen Quantifizierungen die Gene fir ACTB und
GAPDH oder ribosomale Gene als Referenzgen benutzt. Ribosomale Gene
sind allerdings als Referenzgene sehr fragwurdig, da der Anteil an ribosomaler
RNA gegenuber der mRNA in total RNA zu grol3 ist. Deswegen wurde in dieser
Arbeit auf die Verwendung von ribosomaler RNA als Referenz verzichtet. Auch
actb und gapdh wurden als Referenzgene ausgeschlossen, da es sich bei dem
untersuchenden Material um Feten RNA handelt, das heil3t die Zellen befanden
sich im Entwicklungsstadium und folgen deswegen nicht den
Gesetzesmaligkeiten einer adulten Zelle. Die Referenzgene, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, wurden aus 16.000 Genexpressionsdaten von
Mikroarraychips, die freundlicherweise vom LAFUGA zur Verfigung gestellt
wurden, mit Hilfe des Programms GenexLight ausgesucht (3.2.2.2). Eine
Ubersicht der Primersequenzen und ihrer zugehdrigen Gene, FragmentgroRRen
und Annealingtemperaturen, die fir die Real Time verwendet wurden, befindet

sich in Tabelle 7.

Tabelle 7: Ubersicht der fuir die Real Time verwende  ten Primer

Primer Sequenz (5'- 3') GenlD Fragmentgrége Tm
RT-ESR_3F TGGCTACTTCGTCTCGGTTC 60°C
= esrt 185 bp
RT-ESR_3R CATCAGATGGATCAAGGTGTC 59°C
RT-Ferretin_F GTGCTTGGAGAGAAGTGTGAATC o i B83°C
RT-Ferretin_R CGCAGGTTGGTTATGTGGTC . 60°C
RT-MTMR2_F CTGCCCTCTTGGTTGTTCC 59°C
mtmr2 178 bp.
RT-MTMRZ_R TCATCTTCTTTGCTTCGCTTCC 60°C
RT-Myosin_lc_F23 GCCCATCAACTTCACTGTCTTC 62°C
: myl7? 121 bp
RT-Myosin_lc_R23 GTTCACCACGCCTTTACCAC 60°C
RT-Phrotymosin_F CTCCCGCTTTTCTTCTCAGTC 61°C
: pimA 190 bp
RT-Phrotymosin_R GCTCCCCATTTTCCTCATTC 58°C
RT-SNX3 _F2 CCGCTTCACCACCTACGAG 62°C
: snx3 235 bp
RT-SNX3_R2 CAACCCTTGCTTCCTTTCTTC 59°C
RT-Sod2_4F GCTGTATCTGTTGGTGTC 54°C
sod2 335 bp
RT-Sod2_4R GGTTTATCTGGTTCTCTGC 55°C
RT-Synbindin_F CTGGCTATCAATGGTGTGGAC 81°C
trappcd 170 bp
RT-Synbindin_R GCGAACAGCGAGTGGAAC 58°C
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3.2.1.5. Auftrennung, Analyse und Aufreinigung von DNA-

Fragmenten

3.2.1.5.1. Mikrosatellitenauftrennung und -analyse

Die Auftrennung der einzelnen DNA-Fragmente der Mikrosatelliten-PCR
erfolgte mit den ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer der Firma Applied
Biosystems. Die mit diesem Gerat mdgliche hochauflésende Gelelektrophorese
dient dazu, Unterschiede in der Lange von 1 bp zu detektieren. Sie wurde in
dieser Arbeit zum Genotypisieren der Mikrosatelliten der einzelnen Tieren
verwendet und um die Inaktivierung des paternalen Allels von igf2r zu
Uberprufen. Die Auftrennung mit diesem Kapillargerat erfolgt nach dem Prinzip
der Gelelektrophorese, da die Moleklle ebenfalls durch Poren des Gels in
Richtung des elektrischen Feldes hindurch wandern. Jeweils einer der
eingesetzten Primerpaaren ist mit einem Farbstoff markiert, entweder
FAM(blau), HEX(grin) oder TET(gelb) (siehe Label in Tabelle 6). In jedes
Reaktionsgefal’ wird ein Langenstandard gegeben der TAMRA(rot) markiert ist.
Mit der Genotyper® Software wird dem Uber einen Laser detektierten Signal die
dazugehdrigen Fragmentlangen zugeordnet, das Tier kann somit fur seine

Mikrosatellitenallele des eingesetzten Markersets genotypisiert werden.

3.2.1.5.2. Aufreinigung der PCR- Fragmente

Die Aufreinigung der PCR-Produkte fur nachfolgende Sequenzierungen oder
Restriktionsverdau wurde mit dem Montage® PCR Centrifugal Filter Device Kit
von Millipore gemal Angaben des Herstellers
(http://www.millipore.com/userguides.nsf/a73664f9f981af8c852569b9005b4eee/
f628d7fc6969c43885256c690064f951/$FILE/P36461.pdf)  durchgefihrt.  Sie

wurden in insgesamt 40ul ddH0 eluiert.

3.2.1.5.3. Sequenzierungen

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Sequisereve

(http://www.sequiserve.de/) durchgefuhrt. Die entsprechenden Fragmente

wurden nach dem Amplifizieren Uber Saulchen (siehe 3.2.1.5.2) aufgereinigt,
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damit die verschiedenen Pufferkonzentrationen die Sequenzierung nicht
beeinflussen.

Fur die Sequenzierung der igf2r Intron2 CpG-Island wurde im ersten Schritt,
eine long run von 900bp mit den Primern Igf2rl1_1 und Igf2rl_2 (Tabelle 8)
durchgefuhrt, diese waren aber durch das schwierige GC-reiche Template nicht
gut vollstandig zu editieren. Deswegen wurde ein zweiter Run mit den Primern
Igf2r2_1 und Igf2r2_2 (siehe Tabelle 8) durchgefiihrt, die sich zwischen den
ersten beiden Primern, also ,nested”, befinden. Um den zu untersuchenden
Sequenzabschnitt zu verlangern, wurde ein weiterer long run von 900bp mit
dem Primer AIRIgf2r1-1 und AIRIgf2r1-2 (siehe Tabelle 8) hinzugefigt. Mit
dieser Vorgehensweise war es mdglich ein gesamtes 3564bp langes
genomisches Stiick DNA sicher zu editieren. Die entsprechenden
Sequenzierungs-PCR Produkte wurden nach dem GC- Rich KIT Protokoll
(siehe 3.2.1.4.1) hergestelit.

Fur Kandidatengen sod2 wurde die cDNA durchsequenziert. In Tabelle 8 sind
die zwei Primer, die fur die sod2 cDNA Sequenzierung verwendet wurden, mit
zugehdriger Sequenz und Annealingtemperatur dargestellt.

Fur die Sequenzierung der einzelnen esrl Exons wurde eine andere Strategie
verfolgt. Im ersten Schritt wurde mit 16 Primern fir das esrl (von ESRseq_1 bis
ESR_Exon8_R) aus Tabelle 8 von den einzelnen Exons aus in die jeweilige
Strang Richtung nach aul3en sequenziert. Im zweiten Schritt wurde aus den
durch die Sequenzierung erhaltenen Sequenzen und der Refseq mRNA-
Sequenz ein ca 900bp langes Stuck genomischer DNA mit dem jeweiligen Exon
in beide Strang Richtungen mit den 16 Primern von Primer ESR1_E1 F2 bis
Primer ESR1 _E8 F2; Tabelle 8) sequenziert, um die jeweiligen
Basenaustausche beobachten zu kdnnen. Die beiden Primer ERalpha_1 und
ERalpha 22 aus Tabelle 8 dienten zur spateren Sequenzierung der

Promotorregion.
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Tabelle 8: Ubersicht der Primer fur die Sequenzieru

der sod2 mRNA und der einzelnen Exons des

Primer

lof2r1-1
lgf2ri-2

I 2r2-1

| gf2r2-2
AirRMNAT 1
AirRRAT 2
SODZRMNAYT F
SODZRMNAY R
ERalpha 1
ERalpha 22
ESE zeql
ESRE seq?
ESR_BxwonZ F
ESk EwnZ R
ESR Bxon3 F
ESR Bxon2 R
ESRE Exond F
ESR Exond B
ESR Exoni F
ESR_Bxons R
ESR Exong F
ESR FExong R
ESR Exoni F
ESR Ewni R
ESR BExond F
ESR BExong R
EckIEl B2
ESR1 El B2
ESR1 EZ F2
ESE1 E2 B2
EsRl B B2
ESR1 E2 R2
ESR1 E4 F2
ESR1 B4 R2
ESR1 E5 F2
ESR1 E5 B2
Eckl EE B2
ESR1 E6 R2
ESR1 ET F2
ESR1 ET R2
ESR1 E& F2
ESR1 E8 R2

Sequenz (5'- 3)

GGATCGTTCTTCCGOGOTT AAA
AATATTCAGCAGCSGTGEETETTGE

TACTGGCCAGEACCGATT
CEGTACACGT CGARAGACAC

GGACCCAGGTAATTCGCTGCTTT
CCCTTTCACCAAGGTAACAGACCT

GCATCGTCTCAGGTCAGT
AARACACTACAACAGAGCAGC
GTCAGGTATTCCGTCAGET
CTATCTCTGTTTGTCTCCCG
CEGGAGACAARACAGAGATAG
TCAACAGIGETGTCT CCGA
TACCATTACGGAGTTTGGTC
TAGCCTGAGGCTATAGT CATT
TGCACGATTGAT AAARACAG
CCTCCTGTTTTTATCAATCG

TEAAGCACARGEGCCAGAGAGA
CAGCCTCCAGCAAGGCACTGA

CCTCATGATTGETCTTGTCT
AGACAAGACCAAT CATGAGG
GAATCTCCAGGGAGARAGAGT
CTCCCTCGAGATTCATCATA
CACTCTGASGTCTCT GEAAG
TCTCTTCCAGAGACCTICAGA
AGAATCCCTGTTGCACTTTA
ABCTGAGTGAGCGAATGAAT
GAGCGGTACTTAAAGT TGGA
GGGELCAGAGARCTTGACT
AATTTTCAAGGCTGGTGTAA
AAAATGGGATGAGTTGTTTG
TCTGETCCTCTTGCTTTTCAT
CTCTTTGTTCTCTCCTGGETG
TCATAGCACGAGCAATCTTT
TTGTETCCCACTATCTCTCC
ATTTGAGTCAGGGGAGATTT
TGATCGAARAATTGGARAGAG
TGGGGACTGAATARGACATC
CCTTATGATCTGAAGCTTGE
TGGATTCCCTT ACATCTTTG
GCCCTTCCTATCAT AAACTT
GUGACTAAAT GACAMCAACH
CCACTTTCAGTTCTTTCCTGE

Template

iofar
igr2r
iot2r
iofar
igr2r
oty

SodZ2mRNA)
So0ZimENA)

garf
aary
garf
gerd
garf
agr
garf
gerd
aary
gerf
gerf
gard
gerd
gert
gerd
gar
gerf
gerd
aar
garf
agrf
garf
asrd
gerd
gerd
gerd
ger
gerf
aar
geri
gerd
garf
gerd
aerf

ng des igf2r CpG-Island im Intron2,
esrl. Neben Primername und Sequenz ist
auch entsprechende Annealingtemperatur (Tm) dargest

Tm
B2°C
63°C
56°C
59°C
B2
B4°C

S8°C

56*C
56°C

S8°C

S
56*C
55°C
55°C
51°C
53°C
B2C
540
55°C
55°C
SFA
55°%C
597C
57 C
53*C
53°C

S5°C

56°C
51°C
51°C
53°C
57T
53°C
57°C
53*C
51°C

S5°C

Sl
53*C
557 C
53°C
55°C
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3.2.1.6. Single- Nucleotide- Polymorphism (SNP) Gen otyping

3.2.1.6.1. Restriktionsverdau mit Narl und anschlieRender

Genotypisierung uber ein Agaroseqel

Um einen nicht synonymen Basenaustausch im Exon 2 des sod2 zu
genotypisieren wurde ein Restriktionsverdau mit Narl und anschlie3ender
Genotypisierung Uber ein Agarosegel durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden
durch die Primerpaare Sod2_E2_F und Sod2_E2 R aus Tabelle 9 hergestellt.
Vor dem Verdau musste das PCR-Produkt Uber spezielle Saulchen (siehe
3.2.1.5.2) aufgereinigt werden, da das Enzym Narl im PCR-Puffer Milieu nicht
arbeitet. Fur jeden Verdau wurden 200 ng mit 12 Units Narl Enzyme 1 h bei
38T in einem gesamt Volumen von 15 pl verdaut. Ans chlielend wurden 10 pl
dieses Ansatzes mit 2 ul 6-fach loading Dye auf ein 3% Agarosegel
aufgetragen. Die einzelnen Fragmente wurden durch ein 3%-tiges
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht. Die DNA-Stiicke
werden hier entsprechend ihrer Grél3e und/oder ihrer elektrischer Ladung in
einem elektrischen Feld getrennt.

Um eine mdgliche Assoziation zwischen diesem SNP und verschiedenen
Fetus- und Bullen-Phéanotypen uberpriufen zu kdnnen, wurden 234 Tiere der
GDD Familie des ausgesuchten Bullen durch diesen Restriktionsverdau

genotypisiert.

Tabelle 9: Ubersicht des Primerpaares fiir die Genot  ypisierungs-PCR von sod2. Neben
Primername und Sequenz ist auch entsprechende Annea  lingtemperatur (Tm) dargestellt.

Primer Sequenz [5'- 3
SodZ2 B2 F TEEGTGTGCTCTCTCTGL 587
sod2 B2 R GUGTTGATGTGCGGUTCC BIEE

3.2.1.6.2. lllumina SNP- Chip

Fur 237 ausgesuchte Tiere wurde DNA hoher Qualitat nach der Methode
prapariert wie sie unter 3.2.1.2.1 beschrieben wurde und in einer fir den Chip

geeignete Konzentration (50ng/ul) vorbereitet. Die DNA-Proben wurden im
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Auftrag des Lehrstuhls im Labor der Tierzuchtforschung e.V. Minchen (TZF) in
Grub mit dem BovineSNP50 BeadChip von lllumina genotypisiert. Die
Genotypen wurden in die institutseigene Datenbank transferiert und fur die
Assoziationsstudien und LDL- Analysen (siehe 3.2.2.5) verwendet. Von den
sich auf dem SNP-Chip befindenden 54.001 SNPs wurden nach
Qualitatskontrollen wie den GenCall Score (Fan et al., 2003; Oliphant et al.,
2002) 53.725 SNPs pro Chip an den Lehrstuhl von der Tierzuchtforschung
Ubergeben. Es wurden nur Tiere, die eine Call-Rate Uber 95% zeigten und
Marker, die eine CallRate tber 90% in Tieren mit Call-Rate Uber 95% zeigten,
fur weitere Analysen verwendet. Die CallRate ist definiert als das Verhaltnis der
Anzahl der Genotypen, die Uber dem Qualitatsgrenzwert liegen, zu der Anzahl
aller Genotypen (Fan et al., 2003; Oliphant et al., 2002).

NumGenotypen(score = threshold)
gesamtNumGenotypen

CallRate =

3.2.2. Bioinformatische Methoden

3.2.2.1. Primerdesign

3.2.2.1.1. Design der Primer

Die Primer wurden mit dem Programm Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000)
vorkonstruiert. Das Programm sucht in einer eingegeben Sequenz, um eine
eventuell vorgegebene Zielsequenz herum, ein Primerpaar. Hierbei werden
benutzerdefinierte Eigenschaften, wie zum Beispiel GroRe des Amplikons,
Schmelztemperatur der Primer, Selbstkomplementaritat usw., bericksichtigt.
Das Programm findet meistens mehrere Primerpaare, die eine vordefinierte
Produktlange aufweisen. Davon wird nun ein Primerpaar ausgewahlt und auf
die Spezifitdt Uberpruft. Auf diese Art und Weise wurden alle in dieser Arbeit
verwendeten Primer (siehe Tabelle 5, Tabelle 7, Tabelle 8 und Tabelle 9)

optimiert.
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3.2.2.1.2. Uberprifung der Spezifitat

Hierbei wird nun die Haufigkeit der Sequenz im Genom uberprft. Benutzt wird
ein herkdmmlicher BLAST Algorithmus, der aber speziell auf kleine Sequenzen
eingestellt werden muss. Als Zieldatenbank wurde entweder die Ensembl-
Datenbank oder die Genom-Datenbank des NCBI von Bos taurus benutzt.
Wenn die Primersequenzen mehrmals im Genom vorkamen, wurde der nachste
Vorschlag des Primer3 Programms untersucht, so lange bis ein Primerpaar
gefunden wurde, das sehr spezifisch band. Das Gleiche wurde auch fir die
Primer der Real Time PCR durchgefiihrt. Da diese aber mRNA als Template
benutzen wurde hier als Zieldatenbank nur die Bos taurus Refseq mRNA
Datenbank und nicht die redundante Nukleotidkollektion des NCBIs (siehe
Tabelle 4) verwendet. Alle Primer fir die Real Time PCR wurden
exonuberspanned konstruiert, so dass sie bei einer eventuellen Kontamination

mit genomischer DNA kein Produkt erzeugen konnten.

3.2.2.1.3. Uberpriifung der Qualitat

Nach der Uberpriifung auf die Spezifitait der Primer wurden sie nun auf ihre
Qualitat Uberpruft, das heildt darauf, ob sie Haarnadel-Strukturen ausbilden und
mit sich selbst oder dem anderen Primer des Paares Dimere bilden kdnnen.
Dieses wurde mit der frei zuganglichen Version des Programms Bacon
Designer™ von Premier Biosoft durchgefihrt.

3.2.2.2. Quantitative Real Time PCR

3.2.2.2.1. Referenzgenanalyse

Mit den nachfolgenden Algorithmen wurden die Referenzgene fir die Real Time
PCR flur jedes der zu untersuchenden Geweben (Herz, Leber) separat
ausgewahlt. Die ausgewahlten Referenzgene und ihre Primer sind neben den

Zielgenen esrl und sod2 in Tabelle 7 aufgelistet.

3.2.2.2.1.1. Normfinder Algorithmus

NormFinder (Andersen et al., 2004) ist ein Algorithmus um das optimale

Referenzgen fur Real Time Analysen aus einem Set von Genen zu
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identifizieren. Er platziert die zur Auswahl stehenden Referenzgene nach
Expressionsstabilitdt in  einem gegebenen Genset unter gegebenen
experimentellen Konditionen.

Der Algorithmus ist in einem mathematischen Modell der Genexpression
verankert und benutzt ein solides statistisches Gerlst, um nicht nur die
generelle Variation der Genexpression abzuschatzen, sondern auch um
zwischen Sample Untergruppen der Proben, wie zum Beispiel normale und
Krebsproben, zu unterscheiden.

In dieser Doktorarbeit wurde der Algorithmus benutzt, um unter den ca. 16.000
Genen aus der LAFUGA Mikroarrayanalyse ein Referenzgen zu finden, das in

allen Feten gleichmal3ig exprimiert wird.

3.2.2.2.1.2. GenNorm Algorithmus

Der GenNorm Algorithmus (Vandesompele et al., 2002) sucht in einem
gegebenen Set von Genen, die in einem gegebenen Set von Proben sind, die
zwei stabilsten Gene heraus. Diese Gene kdnnen in sich selbst variieren, das
heil3t das eine Gen kann von Probe 1-10 in der Expression absteigen, wéhrend
sich das andere dann aber in diesen Proben genau entgegengesetzt verhalt.
Sie heben sich gegenseitig auf. In dieser Doktorarbeit wurde der Algorithmus
benutzt, um unter den ca. 16.000 Genen aus der Mikroarrayanalyse zwei
Referenzgene zu finden, die sich so verhalten.

3.2.2.2.2. Analyse der relativen Real Time PCR

Zur Auswertung der relativen Real Time PCR wurden zwei verschiedene
Programme benutzt. Zum einen wurde die Schmelzkurvenanalyse und die CT-
Wert Bestimmung mit der LightCycler Software, zum anderen die
Expressionsabweichungen des Zielgenes mit der GenexLight Software

durchgefuhrt:

Schmelzkurvenanalyse

Die Produkte der PCR wurden mit Hilfe einer Schmelzkurve auf etwaige
Artefakte wie Primerdimere oder unspezifische Produkte Uberprift. Falls das
Produkt trotz vorheriger Uberpriifung der Primer Artefakte aufwies, wurden
neue Primer bestellt oder die Annealingtemperatur verandert.
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CT- Punkt Analyse

Der CT- Wert befindet sich, wie schon oben erwahnt, in der exponentiellen
Phase der PCR, das heif3t hier lauft die Reaktion optimal ab ohne limitierende
Faktoren wie Menge des Produkts oder Verbrauch der Primer oder Abfallen der
Enzymaktivitat sprich Polymeraseleistung. Dieser Wert wird nun mit Hilfe der 2.
Ableitung der Kurvenfunktion bestimmt. Dieser Wert wird nun von allen
Referenzgenen, sprich den Zielgenen und ihren Duplikaten errechnet.
Normalisierungen

Die CT-Werte werden durch verschiede Faktoren bestimmt. Einmal durch die
Effizienz der PCR, die aus der Steigung der Standardkurve flr jedes Gen
berechnet wird. Dann durch die Anzahl der Duplikate einer jeden Probe, das
hei3t der Mittelwert der Duplikate wird errechnet. Und zuletzt wird der CT-Wert
des zu untersuchenden Genes im Verhdltnis zu den Referenzgenen gesetzt.
Die CT-Werte wurden dann relativ zum Mittelwert gesetzt und in einen log2

umgerechnet.
3.2.2.3. Alignments

Alle in dieser Arbeit erstellten Sequenzalignment wurden mit dem Programm
ClustalWw2 (17846036) erstellt. Bei den DNA-Sequenzen wurde bei dem einem
Farbschema jede Base mit einer anderen Farbe unterlegt, bei dem anderen
Farbschema wurden alle Basen bis auf Adenin griin gezeichnet. Adenin wurde
zur besseren Ubersicht rot gefarbt. Die erste Variante wurde fiir Ausschnitte
aus einem Gesamtsequenz-Alignment zur Verdeutlichung einzelner
Basenveranderungen gewahlt, die zweite Variante wurde fir die
Gesamtsequenz-Alignments  gewahlt. Hierbei wurden die einzelnen
polymorphen Regionen schwarz unterlegt.

Proteinsequenzen wurden nach folgendem Schema eingefarbt:

Buchstabenkiirzel Farbe chemische Eigenschaften

AVFEPMILW ROT Kleine Aminosauren (klein und hydrophob (inklusive Aromaten -Y))
DE BLAU Sauere Aminosauren

RK MAGENTA  Basische Aminosauren

STYHCNGQ GRUN Aminosauren mit Hydroxylgruppe und Aminogruppe und basisch - Q
Andere Grau
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3.2.2.4. Erstellen einer Kopplungskarte

Die Kopplungskarte fur Mikrosatellitenmarker auf BTAO9 wurde mit dem
Programm Cri-Map (Green, 1988) erstellt. Der Algorithmus dieses Programms
basiert auf einer Maximum-Likelihood-Methode und nutzt maximale Information
aus segregierenden Allelen in einem komplexen Stammbaum.

In dieser Doktorarbeit wurde dieses Verfahren verwendet, indem die
Markerpositionen von neuen und enggekoppelten Markern anhand einiger fixer
Positionen uberpriuft wurden. Als Ausgangsdatei diente hierzu ein komplexer
Stammbaum mit 1666 Tieren, in dem 754 fur 33 Marker auf Chromosom 9
(siehe Tabelle 6) genotypisiert waren. Der Stammbaum besteht aus den
wichtigsten Grindertieren der deutschen Fleckviehpopulation sowie elf Grand-
Daughter-Design Familien (Georges, 2007). Nach dieser Schatzung errechnete
das Programm nun an Hand dieser bekannten Daten, wo die wahrscheinlichste
Position des Markers auf dem Chromosom ist. FUr diese Schatzung wurde die
Option build des Programms Cri-Map benutzt. Im ersten Schritt wurden sechs
Marker als Fixpunkte gewahlt und der siebte als Insert irgendwo zwischen den
sechs Markern. Konnte dieser siebte Marker mit 3-LOD support intervals
(P<0.001, Green 1988) einer Position zugeordnet werden, so wurde im
nachsten Schritt eine Karte mit sieben Markern als Fixpunkte angenommen und
ein achter als unbekannt deklariert. Wenn ein Marker nun vom Programm an
mehreren Positionen als wahrscheinlich deklariert wurde, wurde der 2-LOD
support intervals (P<0.01) eingesetzt und die Analyse erneut durchgefuhrt, was
zu einem eindeutigen Ergebnis fihrte. Bei Markern die trotzdem noch mehrere
maogliche Positionen besallen, wurde die Position genommen, die mit der in
dem Genome Browser der Universitat von Kalifornien Santa Cruz (USCS)
Ubereinstimmt. Diese Karte basiert auf dem Bos taurus release 4.0 des Baylor
College of Medicine Human Genome Sequencing Center in Houston, Texas

(http://genome.ucsc.edu/cqi-bin/hgGateway).

3.2.2.5. Assoziationsstudien

Um das gesamte Genom fur das Merkmal Totgeburt zu untersuchen, wurde
eine Allelassoziationsstudie mit 109 Sohnen des ausgewéhlten Bullen

durchgefuhrt. Von TZF erhaltene SNP-Genotypen wurden mit institutseigenen
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Datenbankanwendungen auf Plausibilitats- und Abstammungsfehler tberprift.
Jeder SNP, der mehr als 1% Abstammungsfehler bei sonst korrekten
Abstammungen in der Fleckviehpopulation aufwies, wurde aus den weiteren
Analysen entfernt. Fur die Assoziationsstudien wurden die SNPs, die Uber die
gesamten dem Institut zur Verfigung stehende Fleckviehproben homozygot
waren, ebenfalls aus der Analyse ausgeschlossen. Aulierdem wurden Marker
mit einer unbekannten chromosomale Position aussortiert. Somit ergab sich ein
Set von 44.467 SNPs, die auf den Autosomen liegen.

Ein Standard Fall/Kontrolle Allel Test wurde genomweit mit der —assoc Funktion
des Programms PLINK (Purcell et al., 2007) durchgefiuihrt. Als Eingabe dienten
hierbei die Zuchtwerte der ZAR (siehe Tabelle 4) fir das Merkmal paternale
Totgeburt. Jeder Zuchtwert Uber 99 wurde als Kontrolle bezeichnet, wahrend
der Zuchtwert unter 90 als Fall gekennzeichnet wurde. Die allelische
Assoziation mit der Fallgruppe wird Uber einen xz— Test statistisch ausgewertet.
Die Nullhypothese (Ho,) eines 3> — Test geht davon aus, dass es keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Allelfrequenzen, in den zu
untersuchenden Proben der Fall- und Kontrollgruppe gibt. Wahrend die
alternative Hypothese (Ha) davon ausgeht, dass die Annahme betreffend der

Allelfrequenzen nicht zutrifft.

Der y* wird durch die Formel
< (0-E)’

yi= z( )
=

berechnet, wobei O die beobachtete Frequenz (,observed frequency)ist, E die
erwartete (,expected frequency”) und k die Anzahl der Merkmalsklassen in der
Studie darstellt (Lottspeich and Engels, 2006). Hier ist k = 2, da wir entweder
Fall oder Kontrolle haben. Daraus wird auch die Anzahl der Freiheitsgrade df =
(k — 1) = 1 ermittelt.
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3.2.2.6. Kombinierte Kopplungs- und Kopplungs-

ungleichgewichtsanalyse

Zur Absicherung der Ergebnisse aus den genomweiten Assoziationsstudien
(2.2.2.4.) wurde in den chromosomalen Regionen, an denen durch die
Assoziation signifikante Signale gefunden wurden, eine kombinierte Kopplungs-
und Kopplungsungleichgewichtsanalyse (Meuwissen and Goddard, 2000) mit
dem Programm LDLrams (Lee and van der Werf, 2004; Lee et al., 2005; Lee
and Van der Werf, 2005) durchgefihrt.

Hierbei wurden nur SNPs verwendet, die heterozygot im Familienvater
vorkommen. Dieser methodische Ansatz versucht moglichst die gesamte
relevante Information zur Kartierung der QTL’s zu nutzen.

Fur die LDL-Kartierung und die Schatzung der IBD-Wahrscheinlichkeiten
werden beobachtete Markerdaten, Stammbaum-Informationen, Phanotypen
und Allelfrequenzen in einem entsprechendem Format bendtigt, welches
ebenfalls mit einer Datenbankanwendung vorbereitet wurde. Im sogenannten
map-file wurden ,mutation age” und die effektive PopulationsgréfRe auf 100
festgesetzt, der Homozygotiegrad der Marker betrug 0,70.

Die hier gemachten Analysen wurden mit 215 Tieren, 100 Markern und 1100
Samplings bei 100 Burning Periods durchgefihrt. Die von Programm
LDLrams1.76 durch den ,random walk approach” und ,meiosis Gibbs sampling*
berechnete Genotype-Relationship-Matrix (GRM-Datei) kann als
Eingangsdatensatz fir das Programm LDL1.42 verwendet werden. Somit muss
diese nicht fir Analysen mit anderen Phanotypen aber gleichen Genotypen
zeitaufwendig berechnet werden. Die Signifikanz der Kartierungsergebnisse
wurde mit dem sogenannten log-likelihood ratio Test (LRT) berechnet. LRT-
Teststatistik wird als Differenz in logL (Logarithmus von Likelihood) zwischen
einem Modelle mit QTL an Position p (logLp) und einem Modell ohne QTL
(logL0) berechnet:

LRT =-2 (logLO-logLp)

LRT-Teststatistik ist annahernd wie eine y? Teststatistik mit einem Freiheitsgrad

verteilt (Olsen et al 2004). Dieser Test wurde fur jedes Markerintervall
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durchgefuhrt und das Intervall mit dem hochsten LRT-Wert wurde als die

wahrscheinlichste QTL-Position betrachtet.

3.2.2.7. Haplotypisierung

Die Haplotypisierung des proximalen Endes von BTA21 wurde mit dem
Programm SimWalk2 (Sobel and Lange, 1996; Sobel et al., 2002; Sobel et al.,
2001) durchgefuhrt. Hierbei wurden 20 SNPs verwendet, die heterozygot im
Familienvater, dem besagten Stier (siehe 3.1.1), vorkommen. Die Analyse
wurde mit 237 Tieren durchgefihrt. Anhand der eingegebenen Genotypen
schatzt das Programm das hochst wahrscheinliche Set an paternalen und
maternalen Haplotyp der Markerloci eines jeden Tiers im Stammbaum. Die
Haplotypisierung wurde verwendet, um den mit dem Phanotyp Totgeburt
paternal assoziierten Haplotyp am proximalen Pol von BTA21 zu identifizieren.
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4. Ergebnisse

4.1. igf2r- Analysen

4.1.1. Sequenzierung des CpG- Islands

Im Zuge der Annahme, dass das CpG-Island des Intron 2 (siehe Abbildung 12)
die Promotorregion der Air-RNA ist, wurde dieses Stuck durch PCR amplifiziert

und anschlieRend sequenziert.

Scale 56 kb {
chrg: | 1eeoe000e] 1oee700ee| teessooas| 1eeoacooe| 10e1e00ee| 1oeiiees| 1e0120008] 100130000| 100140000 1o0156000|
RefSey Genes
RO oottt adossss st forbsienfidescaionioossfadid -ttt faiafuag o sdopof oo pbooaitiancd-d o
L lands (Islands < ases are ght Green)
CoG: 105 tet: 27| cpe 27| CpG: 33  CpG: 30| CpG: 24| CoG: 43
CpGt 23 CpG! ?7. CpG: 21 CpG! 16 CpG: J/‘I
CnG: 2s CpG: 23| cpei 22| CpG: 19
CpG: 20 CoG: 540 cnc: 6ajl
CrGt 18 tpGr 22
tuc: 32|
CnG: 45

Abbildung 12: Anordnung der Exons und Intron 2 des igf2r mit den CpG-Islands, die Uber
das gesamte Gen verteilt sind (  http://genome.ucsc.edu/). Blau dargestellt ist die Lage des
Genes mit den Exons als senkrechten Strichen, griin dargestellt die verschiedenen CG
reichen Abschnitte des igf2r. Die nebenstehende Nummer ist die Anzahl der gezdh lIten
CG Dinukleotide der jeweiligen Island. Das Island, das fur diese Arbeit von Interesse war,
liegt im Intron 2, hat eine CG Anzahl von 262 und e ine insgesamte genomische Lange
von 2477 bp.

Dieses CpG- Island wurde auf etwaige Deletionen, Insertionen oder
Substitutionen untersucht, um eine Expressionsverdnderung des ,Insulin like
growth factor 2 receptor* zu erklaren. In Abbildung 13 ist die sequenzierte
Sequenz schwarz dargestellt und das CpG- Island grin. Man sieht, dass es von
unserer Sequenz Uberdeckt wird. Nach der Sequenzierung der DNA zweier
ausgewahlter Bullen und des BAC-Klones CH240-40N2 des Chori Centers
(Primer, Tabelle 8), wurden die somit erhaltenen Sequenzen gegeneinander
aligniert. Es konnten keinerlei Abweichungen hierbei festgestellt werden (siehe
13.1)
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Scale 59 kb} |
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DNA-Stiick CpG-lsland coot 32|
cpG: 60
Abbildung 13: Ubersicht des sequenzierten Stlickes i m Intron2, schwarz eingezeichnet

und rot umrahmt, griin ist das CpG-Island und schwar Z umrahmt.

4.1.2. Uberprifung der Inaktivierung des paternalen Allels

Um festzustellen, ob es sich bei dem Defekt um einen Imprintingdefekt und eine
somit verbundene nicht stattfindende Dosiskompensation handelt (siehe 2.4.7),
wurde das Imprinting anhand des Mikrosatelliten LMUO901 Uberpruft, der sich
im 3’-untranslatiertem Bereich der mRNA befindet. Da der Vater der Feten
heterozygot fur diesen Mikrosatellit ist, konnte man mit Hilfe einer
Genotypisierung des exprimierten Allels die Inaktivierung des paternalen Allels
feststellen (siehe Abbildung 14 und Abbildung 15). Hierfir wurde cDNA
verwendet, die mit OligoT-Primern aus RNA von Lebergewebe hergestellt
wurde (siehe 3.2.1.4.2). Das heil3t, das ganze Transkriptom des Lebergewebes
wurde hiermit abgedeckt.

In Abbildung 14 sieht man, dass das paternale Allel 143 nur in der genomischen
DNA genotypisiert wurde, wahrend das maternale Allel 141 in genomischer und

in cDNA zu sehen ist.
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Abbildung 14: Uberpriifung der Inaktivierung des pat ernalen Allels 143 mit Hilfe
genomischer DNA und cDNA. Hier als Beispiel dargest ellt fir einen Fetus, der das 143
Allel des Vaters geerbt hatte. Die Allele 101 und 1 11 sind Allele eines anderen
Mikrosatelliten, der bei der Multiplex-PCR dabei wa r und nur in genomische DNA
nachweisbar ist.

141

In Abbildung 15 sieht man dasselbe Muster wie in Abbildung 14 nur dass hier
ein Fetus genommen wurde, der das Allel 141 des Vaters geerbt hatte. Die
Muatter der beiden ausgewéhlten Feten waren homozygot flr eines der beiden
Allele (141-141 in Abbildung 14 und 143-143 in Abbildung 15), so dass man mit
Sicherheit sagen konnte, welches das paternale Allel ist. Dieses Ergebnis lasst
darauf schlie3en, dass kein Verlust des Imprinting an diesem Gen vorliegt. Der
kleinen Vorpeak, den man in Abbildung 15 vor dem maternalen Allel bei der
cDNA-Genotypisierung sieht, ist ein Schattenpeak (Hauge and Litt, 1993).
Dieser bestétigt die Annahme, dass das Imprinting des paternalen Allels von
igf2r bis kurz vor der Geburt noch nicht vollstandig abgeschlossen ist (Lerchner
and Barlow, 1997). Es wurde auch ein Nachpeak des paternalen Allels
beobachtet. Die Verhaltnisse beider Peaks zu den eigentlichen Peaks wurden
berechnet und mit den homozygoten Tieren verglichen. Sie wurden als nicht

signifikant unterschiedlich befunden.
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Abbildung 15: Uberpriifung der Inaktivierung des pat ernalen Allels 141 mit Hilfe
genomischer DNA und cDNA. Hier als Beispiel dargest ellt fir einen Fetus, der das 141
Allel des Vaters geerbt hatte. Die Allele 115 und 1 17 sind Allele eines anderen
Mikrosatelliten, der bei der Multiplex-PCR dabei wa r und nur in genomische DNA
nachweisbar ist.
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4.2. Kopplungskarte BTAQ09

Mit der build option des Programms Cri-Map wurde die Positionen der Marker
LMUO906, LMUO0908, LMU0901, LMU0907 und UWCAQ9 Uberpruft. Als
Fixpunkte fir die Analyse wurden die Marker BM3215, DIK4548, DIK4140,
BMS1943, DIK2045, BMS1967 benutzt. Zuerst konnte die Position des Markers
LMUO906 mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,001 zwischen dem
Markern DIK4140 und BMS1943 zugeordnet werden, der somit auch zum
Fixpunkt wurde (siehe 3.2.2.3). Die gleiche Analyse wurde mit LMUO0908
durchgefthrt, allerdings wurden hier vom Programm zwei Positionen als
wahrscheinlich deklariert. Deswegen wurde die Analyse mit dem 2-LOD support
intervals wie in 3.2.2.3 beschrieben wiederholt. Dadurch konnte die Position des
Markers zwischen den Markern LMU0O906 und BMS1943 mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von 0,001<P<0,01 bestimmt werden. Der Marker
LMUQ901 konnte ebenfalls durch die erste Analyse keiner eindeutigen Position
zugeordnet werden. Die Likelihood-Werte flir zwei Positionen waren fast gleich,
deswegen wurde hier die physikalische Karte des USDA Btau 4.0 (siehe
Tabelle 4) fir die genauere Kartierung benutzt. Die genomische Lokalisation
aller Sequenzen der Mikrosatelliten wurde mit der BLAT-Option des UCSC
Genome Browsers (siehe Tabelle 4) bestimmt und die Basenpaarposition
notiert, somit konnte der Marker LMUQO901 zwischen LMU0906 und LMUO0908
kartiert werden. Der Marker LMUQ907 wurde durch die erste Cri-MAP Analyse
aulRerhalb der durch Fixpunkte definierten Markerkarte gestellt, was zu der
Annahme fuhrte, dass die markerflankierenden Sequenzen noch nicht korrekt in
der aktuelle Ausgabe der Rindergenomsequenz angeordnet oder nicht einmalig
im Genom sind, was zu einer falschen Genotypisierung fuhrte. Der Mikrosatellit
wurde aus den Analysen ausgeschlossen.

Der Marker UWCAQ9 wurde ebenfalls auf seine Position Uberprift, da der
Vergleich mit der physikalischen Karte zu der Annahme fihrte, dass seine
Position falsch war. Als Fixpunkte wurden hier die Marker DIK3003, BMS555,
BM4627, BMS1290, BM7209 und BM4208 benutzt. Der Marker UWCAOQ9
konnte eindeutig der Position zwischen BMS555 und BM4627 zugeordnet
werden, was mit der physikalischen Karte (ibereinstimmte. Eine Ubersicht der
neuen Anordung der Mikrosatelliten auf BTAO9 mit Basenpaarposition und cM
befindet sich in Tabelle 10.
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Tabelle 10: Mikrosatellitenanordnung auf BTA09. Mar  kiert ist der Mikrosatellit DIK096 (rot
unterlegt), der sich durch nachgewiesene PCR zwisch  en den beiden Exons 7 und 8 des
Ostrogenrezeptor alpha befindet (siehe 4.3.1). Mit roter Schrift sind die Mikrosatelliten

gekennzeichnet, die anhand der hier durchgefuhrten Kartierung eine neue Position
bekamen.
Basepairs

BMS47 8255113 8255513 9.6530
DIK2433 12029457 12030156 151210
DIK2876 15032621 15033321 20.4150
BM1227 17864483 17864888 241390
ILSTS037 189417845 19418445 26.2660
BM2504 25450582 25451032 30.9200
DIK3003 31337454 31337854 36.5420
BMS1267 35555767 35555983 38.7420
EMS555 40095010 40095184 43,8180
UWCAQY 48829358 48829493 48.0000
BM4B27 49571905 49572144 52.0000
BMS1290 66959030 66959630 64.9350
BM7209 81244399 81244596 81.5690
BM4208 88747950 88748152 90.6900

INRA144 88924536 88924930 90.9800
| Dioss 02495317 62405017 943030 |
BMS2063 93638183 93638442 95.3800
URBEO028 94651950 94652384 97.2850
URB024 95627496 95627858 98.2190
BMS2285 96055876 96056127 98.6460
LMU0902 96096812 96097212 99.0000
BM3215 96877699 96877977 101.6470
DIK4548 97110406 97110906 101.7000
LMU0904 97549706 97550206 102.0000
LMUO905 97999388 98000188 102.5797
DIK4140 98790051 98790751 103.0460
LMUO906 100119281 100120091 L0561 i
LMUGO01 100150165 100150965 103.4036
LMUO908 100780614 100781414 103.4718
BMS1843 101208384 101308766 103.7080
DIK2045 103273177 103273777 106.9600
BMS1967 109.2870
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4.3.  Ostrogenrezeptor Analysen

4.3.1. Kartierung des Ostrogenrezeptors

Zu Beginn dieser Arbeit wurde die online verfligbare Btau 3.1 Ausgabe des

Rindergenoms (http://www.ensembl.org/) benutzt (aktuell Btau 4.0). Es stellte

sich hierbei heraus, dass die Exons des Kandiatengens esrl auf verschiedene
Teile der genomischen Sequenz, konstruiert aus Uberlappenden Endsequenzen
von ,whole-genome shotgun® BAC-Klonen, in verschiedener Reihenfolge
kartiert waren. Verschiedene Exons waren abwechselnd auf dem minus bzw.
plus Strang lokalisiert. Als ein Beispiel wird hier in Abbildung 16 die

Positionierung von Exon | und Il auf plus und minus Strang gezeigt.

chr. 9 82.37 Mb 823 Mb 82,39 Mb £2.40 Mb 8241 Mb 8242 Mb
Length F— Forward sirand 5.8 Kb Lo

: |

Corservation 11

n
ENSBTAT00000045272 >
[ Ersembl trars.

1_BOVIN >

[ Bast hits
DNA(cortigs) AAFCO3055820 > <AAFCOALSSR30
T
3 Blst il (1)
Lergth -t 58.08 Kb Rewerse simnd —
) '82.37 Mb 82.3 Mb £82.39 Mb £2.40 Mb £22.41 Mb 82.42 Mb
Gere kgerd I E e mbi Novel Protein Coding I Ersembi Known Protein Coding

There are cumertly 42 tracks switched off, use the menus above the image to turnthemon.
Ersembl Bos taurus version 48 3e (Btau 3.1) Chromosome 982 367,224 - 82 425302

Abbildung 16: Suchergebnis (Programm BLAST) nach de r Exon | und Il des
Ostrogenrezeptors; Als Vorlage das Btau3.1 der Ense  mbl Datenbank, blau sind die
verschiedenen ,Contigs“. Die zwei Exons, die hier a Is Exon Il und Exon Il dargestellt
sind (rote Pfeile) konnten mit der mMRNA-Sequenz nic  ht bestéatigt werden. Exon | wurde
auf dem plus und Exon Il auf dem minus Strang lokal isiert.

Auf ahnliche Art und Weise wurden die Exons I, IV, VIl und VIII, auf dem plus
Strang und Exons 11, 1ll, V und VI auf dem negativen Strang lokalisiert.

Anhand der Suchergebnisse und den entsprechenden Basenpaaren kann man
erkennen, dass die Exons 1- 4 in der richtigen Reihenfolge angeordnet sind. Ab
Exon 5 allerdings sind sie 1Mb 5’ aufwérts auf dem Chromosom in umgekehrter
Reihenfolge angeordnet. Zwischen Exon 7 und 8 befindet sich der Mikrosatellit
DIK096 (Abbildung 17).
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Chr. 9 81.71 Mb 81.72 Mb 81.73 Mb 81.74 Mb B1.75 N
Length F— Forward strand S0.00Kb Lo
Corservation

[

EST trans. ENSBTAESTG000D0004711 >
ENSBTAT00000045304 >
E Ereembltrans. ______ ]

ENSBTAT00000045305 >

[ Blast hits
DNA(cortigs)
|
&l Ersembl trars. < ENSBTAT00000045303
—n
B EST trars. < ENSBTAEST G00000004 723
I
Markers DIKDS6
Length -t 50.00 Kb Reverse sirand —1
81.71 Mb 81.72 Mb 21.73 Mb 81.74 Mb 2175
e rs=mbl Novel Potein Coding
Sarelege(s IEST gene

There are cumertly 42 tracks switched off, use the menus above the image to turnthem on.
Erszmbl Bos taurus version 48 3e (Btau 3.1) Chomesome 981,702 254 - 81,72 253

Abbildung 17: Suchergebnis der Exon VII und VIl de s Ostrogenrezeptors; Als Vorlage
das Btau3.1 der Ensembl Datenbank. Der Mikrosatelli  t DIK096 ist pink gekennzeichnet.

Auch die einzelne BAC-Klone (399B23, 306M5 und 218D15, Tabelle 5) auf
denen die einzelnen Exons liegen wurden mit dem BLAST-Algorithmus des
NCBIs uberprift (Abbildung 18).

Color key for alignment scores
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399B23 306M5 218D15
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Abbildung 18: Ergebnis des BLAST gegen die WGS- Dat enbank des NCBI; die Pfeile
deklarieren auf welchem Klon des jeweilige Exon lie  gt, das pinke Stick ist ein Teil der 5'-
Promotorregion des esrl, das fehlende Stick ist eine durch den ,repeat-Fil ter”
herausgenommene Sequenz.

Beide Ergebnisse wurden tberpriuft und verglichen, die Contigs, auf denen die
Exons liegen, sind identisch, nur die Anordnung der Exons auf dem
Chromosom in der Ensembl Datenbank weicht von der anhand der mRNA
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erwarteten Reihenfolge ab. Die Sequenz der verwendeten mRNA ist als Refseq
deklariert, das bedeutet, dass sie durch Experimente gefunden und verifiziert
wurde. Dies lasst den Schluss zu, dass die Scaffoldanordnung im Ensembl
nicht der Realitat entspricht und hier etwaige Fehler unterlaufen sind. Um das
esrl néher zu untersuchen und um die genaue Lokalisation des DIK096
Markers zu bestimmen, musste geklart werden, in welcher Reihenfolge die
Exons bzw. die Scaffolds bzw. die Klone wirklich liegen. Hierzu wurde die
physikalische bovine Karte (Snelling et al., 2007) zu Hilfe genommen (siehe
Abbildung 19).

61017
e
Soakas e —
e 67F3
e EEE———
306M5
—

Abbildung 19: Physikalische Klonkarte der CHORI (CH  240) - Clone library

Von diesen Klonen wurden Endsequenzen oder andere Sequenzierungsstiicke
in der NCBI- Datenbank gesucht. Die BAC-Klone 399B23, 306M5 und 218D15
sind komplett durchsequenziert. Bei den Klonen 61017 und 67F3 nur die
Endsequenzen. Von allen funf Klonen wurde mit der blastn Option des BLAST-
Programms die gesamte genomische Sequenz (Whole genome sequence-
WGS*) des Rindes nach mdglichen Sticken fur spezifische PCR- Produkte
gesucht, fur diese wurden dann Primer konstruiert (siehe Tabelle 5). Anhand
der PCR-Produkte soll bewiesen werden, in welcher Reihenfolge die Klone
anzuordnen sind. Um alle mdglichen Informationen zu nutzen, wurden auch der
Mikrosatellit DIK096, sowie PCRs der einzelnen Exons zu Hilfe genommen.
Zuerst wurde per PCR uberprift, ob die Primerpaare richtig binden und das
Produkt in der richtigen Lange amplifizieren. Als nachstes wurde per PCR
Uberpruft, in welchen Klonen diese Primer noch ein Produkt amplifizieren. Um
diese noch genauer zu untersuchen, wurden PCRs der einzelnen Exons, aul3er
Exonl, und PCRs der Mikrosatelliten BMS2036, URB024, URB028 und DIK096



Ergebnisse 68

zu Hilfe genommen.

Alle diese Informationen wurden zum Erstellen einer neuen Klonkarte benutzt
(siehe Abbildung 20). Die genaue Anordung der einzelnen Mikrosatelliten auf
BTAO09 wurde durch das neue Btau 4.0 (USDA siehe Tabelle 4) erstellt und mit
dem Programm Cri-Map Uberprift (siehe 3.2.2.2). Zuvor wurde der
Ostrogenrezeptor zwischen dem Mikrosatelliten URB024 und URBO028 Kartiert
(Btau 3.1, Ensembl). Nun wurde Mikrosatelliten DIKO96 zwischen den Exons 7
und 8 lokalisiert. Er wurde zwar in Btau 3.1 ebenfalls an dieser Stelle platziert
(siehe Abbildung 17), aber diese Exons wurden nicht zum Ostrogenrezeptor
zugehorig deklariert. Dadurch konnte eine Umkartierung des Ostrogenrezeptors

vorgenommen werden (siehe Tabelle 10).

Exon2

399B23 :

" 1306M5 , Exon4
.11

= Tl -
T,

Exonb Exon6 Exon7 Exon8

Abbildung 20: BAC- Klone Karte. Die Pfeile symbolis ieren die PCRs der einzelnen Exons
und auf welchem Klon sie gefunden wurden. Der Klon von dem der jeweilige Pfeil
ausgeht ist der Klon, auf dem die Primer konstruier ~ t wurden, nachdem der jeweilige Klon
durch einen BLAST gegen die WGS-Datenbank des NCBI' s detektiert wurde.

4.3.2. Sequenzierung der Exons

Die DNA vier ausgewadhlter Tiere wurde durch Sequenzierung auf etwaige
Insertionen, Deletionen und Mutationen der Exons des esrl Uberprift (siehe
13.2). Als Tiere wurden der fragliche Bulle (3.1.1), dessen Muttervater und zwei
Nachkommen (FV0307 und FV0314) ausgewahlt. Zwei Nachkommen des
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heterozygoten Bullen wurden als homozygot fur die jeweiligen DIK096
Markerallele genotypisiert. Das bedeutet beide bekamen verschiedene
Haplotypen vom Vater. Es wurden in Exon 1, 4 und 8 Mutationen festgestellt
(siehe Abbildung 21- Abbildung 23).

ok de vk el ek ok s s e ok ok gk e ok e e S vk S ok S ok S e e e e S S o W e e e e e S e S o e S ek e e ok e e e e e b
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Abbildung 21: Basenaustausch (SNP) im Exonl des esrl; M steht fir Aminogruppe (A
oder C).
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Abbildung 22: Basenaustausch (SNP) im Exon4 des  esrl; R steht fur Purin (A oder G).
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Abbildung 23: Basenaustausch (SNP) im Exon8 des esrl; Y steht fur Pyrimidin (C oder
T).

Alle sequenzierten Exons wurden zu einer gesamten mRNA zusammengefugt
und mit der Referenzsequenz im der NCBI- Datenbank verglichen (Anhang
13.3).

Anhand der hier erhaltenen Sequenzen aller Exons der vier Tiere wurden zwei

alternative mRNA Sequenzen hergestellt. Eine mit A-A-C und die andere mit C-
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G-T Basen an den polymorphen Stellen in Exon 1, 4 und 8. Die so erhaltenen
Nukleotidsequenzen wurden mit dem Programm Translate (Gasteiger et al.,
2003) Ubersetzt. Anhand eines Alignments der beiden so erhaltenen
Proteinsequenzen und der Referenzsequenz des ESR1 aus der NCBI-
Datenbank wurde festgestellt, dass alle Basenaustausche synonym waren
(siehe Anhang 13.4).

4.3.3. Sequenzierung der Promotorregion

Die Promtorregion B des esrl (siehe 2.5.2) wurde sequenziert. Als Stichprobe
dienten hier dieselben Tiere wie in 4.3.2, allerdings wurde in den ersten
Sequenzierungen nur die DNA der zwei Nachkommen und des Stieres
sequenziert, weitere Tiere sollten nachfolgen, wenn sich Unterschiede ergében.
Da die drei Proben zu 100% mit sich selbst und der Referenzsequenz des
Promotors B aus der NCBI-Datenbank identisch waren, wurden keine weiteren

Analysen durchgefiihrt (siehe Anhang 13.5).
4.3.4. Real Time PCR

Zur Verifizierung der Mikroarraydaten und einer etwaigen Korrelation mit den
verschiedenen paternal vererbten chromosomalen Segmenten wurden funf
Feten mit dem paternalen Haplotyp 1 und sechs Feten mit dem paternalen
Haplotyp 2 durch Real Time PCR analysiert (Abbildung 24). Die Daten wurden
auf Wiederholungen und Referenzgene normalisiert. Die Daten sind in einem
log?2 relative zum Mittelwert dargestellt. Das heil3t bei einem Wert von 1 handelt
es sich um die doppelte Expressionsrate im Vergleich zum Mittelwert. Eine
differentielle Expression ist zu beobachten, kann aber nicht mit dem paternalen
Haplotyp in Verbindung gebracht werden. Auch die Korrelationen zu den
einzelnen Gewichten, wie Gesamtgewicht, Herzgewicht und Lebergewicht,

konnte nicht bestatigt werden (siehe Tabelle 2).
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4.4.  Superoxiddismutase Analysen

4.4.1. Sequenzierung der mRNA

Die Superoxiddismutase liegt auf BTA09 zwischen den Mikrosatelliten DIK4140
und LMUQ908 (Tabelle 10). Fir die Sequenzierung der mRNA aus cDNA
wurden zwei Feten auf Grund ihrer Mikrosatellitenallele dieser Marker und ihrer
Expressionsdaten ausgewahlt. In den Sequenzen waren ausgehend von der
Referenzsequenz drei Basenmutationen zu beobachten: Eine A12G, eine T41C
und eine C192T Mutation (siehe Abbildung 25). Zur Uberpriifung, ob diese
Austausche synonym oder nicht synonym sind, wurden alternativ die mRNA
Sequenzen in die Proteinsequenz translatiert und mit der Referenzsequenz der
Superoxiddismutase 2 in der NCBI-Datenbank (siehe Tabelle 4) verglichen.
Man kann in dem Alignment deutlich erkennen, dass durch den
Basenaustausch T41C die Aminoséure Valin zu Alanin (V14A) geéandert wird
(siehe Abbildung 26). Die anderen beiden Polymorphismen (A12G und C192T)
in der Sequenz sind synonym, da sie keine Veranderung auf der Proteinebene

bewirken.
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NM_ 201527 .2
FV0328 mRNA
FV0320_mRNA

NM 201527.2
FV0328 mRNA
FV0320_mRNA

NM 201527 .2
FV0328 mRNA
Fv0320_mRNA

NM 201527.2
Fv0328 mRNA
FV0320_mRNA

NM 201527.2
Fv0328 mRNA
Fv0320_mRNA

NM 201527 .2
FV0328_mRNA
FV0320_mRNA

NM 201527.2
FV0328 mRNA
FV0320_mRNA

NM 201527.2
Fv0328 mRNA
FV0320_mRNA

NM _201527.2
Fv0328 mRNA
Fv0320_mRNA

NM 201527 .2
FV0328 mRNA
Fv0320_mRNA

NM_201527_2
FV0328_mRNA
FV0320_mRNA

NM_201527.2
FV0328 mRNA
FV0320_mRNA

NM 201527.2
FV0328 mRNA
FV0320_mRNA

Abbildung 25: Alignment der
drei Polymorphismen sind auf Positionen 12, 41 und
entsprechen den A12G, T41C und C192T Substitutionen

ATGTTGTCGCCRIGCGGCETGCAGCACCGAGCAGGAGACTGCMGCCGGCCCTGAGCGTGCTG
ATCTTCTCGCCRIGCGECETCCAGCACCAGCAGGACGACTCCGCCGECCCTGAGCGTGCTG
ATGCTTGCTCGCCRGCGECETGCCAGCACCGAGCAGCAGACTGCEGECCGECCCTGAGCGTGCTG

dhkdhdddddddt FAddAddAAAEAA A LA A LA A A A h AL AE AhbAdddAdd A A A A AL

GGCTCCCGECAGRACGCACAGCCTCCCCGACCTGCCEGTACGACTACGEC GCCCTEGAGCCE
GGCTCCCGGCAGAAGCACACCCTCCCCGACCTGCCEGTACGACTACGECGCCCTCGAGCTG

GGCTCCCGECAGAAGCACACGCCTCCCCGACCTGCCEGTACGACTACGGC GCCCTGGAGCCG
FEEKRAFRRARR A AR AR ARA AR AN A AR A A RN AR KA AR LA AR AR AR SRR b A d bR A RAA

CACATCAACGCGCAGATCATGCAGCTGCACCACAGCAAGCACCACGCGGCCTACGTGAAC
CACATCAACGCGCAGATCATGCAGCTGCACCACAGCAAGCACCACGCEGECCTACGTGAAC

CACATCAACCGCGCAGATCATCCACGCTGCACCACAGCAAGCACCACGCGGCCTACGTGAAC
L s e e e e s

AACCTCAACCTRGCCCACCAGAAGTACCGCCAGGC GCTGCAGAAGEETCGATCGTTACAGCT
AACCTCAACGTRGCCCACCAGAAGCTACCGEGAGCCGCTGEAGAAGGETGATCTTACAGCT
AACCTCAACCTRGC CCACGACGAAGTACCGEEACGGCECTGCAGAAGEETGATGTTACAGCT

dhddddddddd ddddddddbdddddd At d A bbb bbbt bbb b d A AAd

CAGATAGC TCTGCAGC CTGCETTGAACTTCAACGETGEGEGCCATATCAATCACAGCATC
CACATAGC TCTGCAGC CTCCCTTCAACTTCAACGCTGEGGCGCCATATCAATCACAGCATC

CAGATAGC TCTCCAGC CTECCTTCAAGCTTCAACGCETGEGECCCATATCAATCACAGCATC
L R e e ey

TTCTGCACAAATCTGAGCCCTAACGETGGTCGCAGAACCCCAAGGGCAATTCGC TGGAAGCC
TTCTGCGACAAATCTGAGCCCTAACGETGGTGCAGAACCCCAAGGGGAATTGC TGGAAGCC

TTCTGCACAAATCTCAGCCCTAACGETGCTCCAGAACCCCAAGEGCGAATTCC TCGAAGTC
FEER A RRARR R ARG RRA A RN SRR A A AR AR KA AR NS AR AR AR AR AR A A A F b A AR hA

ATCAAACGCTGACTTTGCTICCTITGCCAAATT TAAGCGAAAACTTGACTGCTGTATC TGTT
ATCAARACGTGACTTTGCGTTCCTITGCCAAATT TAAGGAARACTTGACTGCTGTATCTGTT

ATCAARACCTGACTITGGCTICCTITGCCAAATT TARGCAARACTTGACTGCTGTATCTGTT
FARK A AR AR AR AR AL A RK AR AN ARAA I AR I AL AR A A A AR A A AR d Ak d kb A dhddA

GETGTCCAAGGC TCCCETTGEEETTECCTCGCCTTCAATAAGGAGCAGGGACGCTTACAG
GETGTCCAAGGC TCCECTTGCEEETTGGC TCGGCTTCAATAAGGAGCAGGGACGCTTACAG

GETGTCCAAGGC TCCECTTEGEETTCEC TCCCCTTCAATAAGGAGCAGGCGACGCTTACAG
L e

ATTGCTGCTTCT TC TAACCAGGATCCCCTGCAAGGAACAACAGETCTTATCCCCCTGCTG
ATTGCTGCTTGCTTCTAACCAGGATCCCCTGCAAGGAACAACAGETCTTATCCCCCTGCTG

ATTGCTGCTTGETTCTAACCAGGATCCCCTGCAAGGAACAACAGETCTTATCCCCCTGCTG
B L L e

GCGCATTGACCTC TGECACCATGCTTATTACCTTCAGTATAAAAATCTCAGCGCCCGATTAT
CGCATTGACCTG TGECAGCATGCTTATTACCTTCAGTATAAAAATCTCAGCGCCCGATTAT

GGCATTGACCTG TCECACCATCCTTATTACCTTCAGTATAARAATCTCACGCCCCGATTAT
X e s L s

CTGAAGGCCATTTGCAATCTGATCAACTGECAGAATCTAACTGCACGATACACGGCTTGC
CTGAAGGCCATTTGGAATCTGATC AACTGGCAGAATGTAACTGCACGATACACGGC TTGC

CTGAAGGCCATTTGGAATGTGATCAACTGCCAGAATGCTAACTGCACGATACACGGC TTGC
e I LRt

AGCAAGTARAACCGTCAGCCTTACACTGACGTACACCAAGCTCTITCTGACTATTITTTGTAG
AGCAAGTARACCGTCAGCCTTACACTGAGTACACCAAGCTCTITCTGACTATTTTTGTAG

AGCAAGTARACCGTCAGCCTTACACTGAGTACACCAAGCTCTTITCTGACTATTTTTGTAG
L e e e ey

TAGTGCAGAGRACCAGATAAACCAGTACGCIGCTCTGTTGTAGT CTTTCTCGAGTGTGGCT
TACTGCAGAGRACCAGATARACCAGTACGCIGCTCTGITGTAGTGTTT ———————————=

TAGTGCAGACGRACCAGATARACCAGTACGCIGCTCTECTTGTAGTGTTT ———————————=
s e e e e

, Schwarz unterlegt.
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192 in mRNA zu finden. Diese
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NP_963285.2 MLSRAACSTSRR ALSVLGSRQKHSLPDLPYDYCALEPHINAQIMOLHHRSKHHAAYVN 60
FV0328 MLSRAACSTSRR ALSVLGSROKHSLPDLPYDYCALEPHINAQIMOLHHSKHHAAYVN 60
FV0320 MLSRAARCSTSRR ALSVLGSRQKHSLPDLPYDYCALEPHINAQIMOLHRASKHHARYVN 60
dhkhhkdhdhddhd dhhddhhhddddhhddbhhbhdhbhhdbhhhdbddhhddhhhdhhdh
NP_963285.2 NLNVAFEKYREALFKGDVTAQIATOPALKFNGGGHINHS IFWTNLSFNGGGEPQGCELLEA 120
FvV0328 NILNVAEEKYREALEKGDVTAQIATOPALKFNCGGCHINES IFWTNLSPNGGGEPQCELLEA 120
FV0320 NLNVAFEKYREALFKGDVTAQIATOPALKFNGGGHINHS IFWTNLSPNGEGEPQGELLEA 120
FRAFAKAFARR AR AR A AR RARF R A A AR AR AT FAAR AR A A KA AR SRR T AAA R A AT A TA
NP_963285.2 IKRDFGSFAKT KEKLTAVS VEVQGSCHWEGWLCFNKEQGRLO IAACSNQDPLOGTTGLIPLL 180
FV0328 IKRDF GSFAKF KEKLTAVS VGVOGSCWEWLCFNKEQGRLOIAACSNOQDPLOGTTGLIFLL 180
FV0320 I¥RDFGSFAKFKEKLTAVSVEVQCSCWEWLEFNKEQCRLOIAACSNODPLOCTTCLIPLL 180
L g e L e L R L e s s
NP_963285.2 GIDVWEHAYYLOYKNVRPDYLKATWNVINWENVTARYTACSK 222
Fv0328 GIDVWEHAYYLOYKNVRPD YLKATWNV INWENVTARYTACSK 222
FV0320 GIDVWEHAYYLOYKNVRPDYLKATWNVINWENVTARYTACSK 222

dhtdrhktdbhtddhAh bt bttt d bbb bbb bbbt btttk

Abbildung 26: Alignment der zu Proteinsequenzen tra  nslatierten mRNAs von FV0328 und
FV0320 mit der Referenzproteinsequenz NP_963285.2. Grau hervorgehoben sind die
Positionen der A12G und C192T Basenmutationen, die synonym sind. Schwarz
hervorgehoben ist der T41C Austausch, der zu dem Am  inosdureaustausch V14A fihrt.

4.4.2. Genotypisierung

Fur weitere Analysen wurden mit Hilfe des Restriktionsenzyms Narl 234 Tiere
der deutschen Fleckviehpopulation fur den nicht synonymen SNP in sod2
genotypisiert. Das Enzym schnitt das mittels PCR amplifizierte 128 bp lange
Stiick genomischer DNA in zwei oder drei Stucke. Im Falle des T- Allel wurde
die Sequenz in ein 23 bp langes und ein 105 bp langes Segment geschnitten,
wahrend im Fall des C- Allels drei Segmente mit den Langen 23 bp, 38 bp und
67 bp auftraten. Bei heterozygoten Tieren waren vier Banden zu sehen
(Abbildung 27). Die Genotypen der Tiere wurden in die Datenbank
aufgenommen und der SNP wurde in die NCBI-dbSNP eingereicht
(ss158145578 online verfugbar nach dem Update der Datenbank zum dbSNP
Build 131). Die Allelfrequenzen wurden Uber die gesamte Population anhand
von Stichproben geschatzt (Fr= 0,323; Fc = 0,677)
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Abbildung 27: Exemplarische Darstellung eines Restr iktionsverdaus; Die einzelnen
Proben wurden mit Hilfe eines 3,5%-tigen Agarosegel s aufgetrennt. In den Anséatzen 1
und 2 befanden sich homozygote Individuen fur das T - Allel, im Ansatz 3 war eine
homozygote Probe fir das C- Allel und in den Ansédtz en 4 und 5 befanden sich
heterozygote Proben. Die 23 bp Banden sind nur als leichter Schatten erkennbar.

4.4.3. Real Time PCR

Zur Verifizierung der Mikroarraydaten und einer etwaigen Korrelation mit den
verschiedenen paternal vererbten chromosomalen Segmenten wurden drei
Feten mit dem paternalen Haplotypl und drei Feten mit dem paternalen
Haplotyp2 in Leber und Herzgewebe durch Real Time PCR analysiert (siehe
Abbildung 28 und Abbildung 29). Die Feten wurden nach Haplotyp und nach
Expressionsmuster der Mikroarrayanalyse ausgewahlt, deswegen weichen sie
in den verschiedenen Geweben voneinander ab. Die Variation in beiden
Geweben ist sehr gering und auch nicht mit den paternalen Haplotypen, sowie

den drei Phanotypen fir Gewicht (siehe Tabelle 2) zu assoziieren.
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Abbildung 28: Balkendiagramm der Expressionsrate de

r Superoxiddismutase 2 im
Lebergewebe sortiert nach paternalem Haplotyp 1 (ro  t) und paternalem Haplotyp 2 (blau).
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Abbildung 29: Balkendiagramm der Expressionsrate de r Superoxiddismutase 2 im
Herzgewebe sortiert nach paternalem Haplotyp 1 (rot ) und paternalem Haplotyp 2 (blau).
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4.5, Genomweite Assoziationsstudien und LDL-

Analysen

Von dem ausgewahlten Stier wurden 111 S6hne genomweit mit dem lllumina
SNP-Chip genotypisiert. Zwei S6hne zeigten Abstammungsprobleme, somit
verbleiben 109 fur eine genomweite Assoziationsanalyse fur das Merkmal
Totgeburt. Dies diente als Vorauswahl fur die rechenintensiveren und
genaueren LDL-Analysen, bei denen es mit den derzeit verfugbaren
Programmen unmdoglich ist mit SNPs als Eingabe ganze Genome zu
durchsuchen. Die genomweite Assoziation wurde mit dem Programm PLINK als
Fall/Kontrolle Studie durchgefiihrt (siehe 3.2.2.5). Als Richtwert dienten hierbei
die Zuchtwerte aus der ZAR- Datenbank (Zentrale Arbeitsgemeinschaft
Osterreichischer Rinderzichter) (siehe Tabelle 4). Als Kontrolle wurden alle
Sohne mit einem Zuchtwert von mindestens 100 genommen, als Fall wurden
alle S6hne mit einem Zuchtwert von unter 90 deklariert. Es wurden alle 29
Autosome analysiert und auf 12 Autosomen wurden y*> Werte (iber 10 gefunden
(siehe Tabelle 11):

Tabelle 11: Ubersicht, der chromosomalen Regionen m it SNPs, die in der PLINK-Studie
einen X2 Wert Giber 10 haben.

Chromosom  Anzahl der SNPs Region in Baasenpaaren
BETADT & 12 265 746

145770 164
BTADZ 2 137 634 388 - 139108 293
BETADS 5 10 657 977 - 49 446 398

110,984 107 - 117 865 856

BTADG 2 105402 452 - 120.000 205
BTADE 2 B0.945 964 - 63 646 896
BTADY 1 91.064 765
BTA1 4 A0 426 574 - 46.040 797
BETA1G 1 76543103
BTANY 1 38276 863
BTALS 1 22,340 689
BTAZ 4 BT 218 24 330,010
BTAZS 1 2861773
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Bei einem y* Test sagt ein Wert tber 10,82755 aus, dass das Allel, mit der
niedrigeren Allelfrequenz an dieser Position mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 0,001 mit dem Merkmal assoziiert ist. Dieser Test wurde in dieser Arbeit
nur als Vorscreen benutzt, weil Assoziationsstudien normalerweise in einer
Subpopulation von unverwandten Individuen durchgefihrt werden. Die
einzelnen Regionen wurden daher mit einer kombinierten Kopplungs- und
Kopplungsungleichgewichtsanalyse (3.2.2.6) auf ihre Richtigkeit tGberpruft. Es
konnten vier Regionen bestatigt werden (Abbildung 30 - Abbildung 33). Als
Grenzwert wurde hierbei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 gewahlt, was
einem Likelihood-Ratio (LR) Mindestwert von 3,84 entspricht.

In Abbildung 30 A sind auf BTAO1 die beiden Ausschlage an den Positionen
12.265.746 bp und 148.770.164 bp in der Fall/Kontrollstudie zu sehen. Mit der
LDL-Analyse konnte der Ausschlag im proximalen Bereich nicht bestétigt
werden, aber der des distalen Pols. Der hiéchste Peak ist Giber 3,84 was einer

Irrtumswabhrscheinlichkeit von 0,05 entspricht (Abbildung 30 B).
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Abbildung 30: Darstellung der verschiedenen Kartier ungsstudien auf BTAO1; x- Achse
Positionen in Basenpaaren, y-Achse yv> Werte oder Likelihood-Ratio. (A)

Fall/Kontrollstudie mit PLINK. (B) LDL- Analysenerg  ebnis des Ausschnitts des distalen
Pols.

In Abbildung 31 A sind die beiden Ausschlage auf BTAO5 in Region 10.657.977
- 49.446.398 bp und 110.984.107 - 117.865.856 bp zu sehen. Der Ausschlag im
proximalen Bereich konnte nicht bestatigt werden, aber der des distalen Pols.
Die LDL- Analysenergebnisse des Ausschnitts des proximalen Pols von BTA05
zeigen LR-Werte von 10,5756, was einem Irrtum von 0,001 entspricht, alle
Punkte Uber 6,63 haben eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01 also 1%
(Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: Darstellung der verschiedenen Kartier ungsstudien auf BTAO5; x- Achse
Positionen in Basenpaaren, y-Achse yv> Werte oder Likelihood-Ratio. (A)

Fall/Kontrollstudie mit PLINK. (B) LDL- Analysenerg  ebnis des Ausschnitts des distalen
Pols.

Bei BTAOG6 ist ein Ausschlag im Bereich von 105.402.482 - 120.000.305 bp zu
beobachten (Abbildung 32 A). Das LDL-Analysenergebnis des Ausschnitts des
proximalen Pols von BTAO6 bestatigt dies mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 0,01, das entspricht einem LR-Wert von 6,6348 (Abbildung 32 B).
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Abbildung 32: Darstellung der verschiedenen Kartier ungsstudien auf BTAO6; x- Achse

Positionen in Basenpaaren, y-Achse yv> Werte oder Likelihood-Ratio. (A)

Fall/Kontrollstudie mit PLINK. (B) LDL- Analysenerg  ebnis des Ausschnitts des distalen
Pols.

In Abbildung 33 A ist das Ergebnis der Fall/Kontrollstudie mit PLINK auf BTA21
mit neun SNPs im Bereich von 677.219 bp- 24.330.010 bp, die iiber einem
Wert von 10 liegen, dargestellt. Die Analyse von den im Vater heterozygoten
SNPs in diesem Bereich zeigt einen maximalen Wert von 13,9436, was einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,0002 entspricht (Abbildung 33 B).
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Abbildung 33: Darstellung der verschiedenen Kartier
Positionen in Basenpaaren, y-Achse xz

proximalen Pols. (C) weiterfuhrende LDL- Analyse.
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Da die Analyse unter optimierten Bedingungen stattgefunden hat, musste
dieses Ergebnis abgesichert, beziehungsweise korrigiert werden. Denn bei
einer Eingabe von nur heterozygoten SNPs wird die Likelihood-Ratio
Uberschatzt. Deshalb wurde eine weitere LDL- Analyse mit allen SNPs in dem
Bereich des Kurvenausschlags wiederholt. Das Signal ist zwar niedriger, was
zu erwarten war, konnte aber mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
durchschnittlich 0,01 bestatigt werden (Abbildung 33 C).

Es wurde eine Haplotypenanalyse des Stieres durchgefihrt um zu Uberprifen,
welcher der Haplotypen auf BTA21 mit dem Merkmal der Totgeburt paternal
assoziiert ist. Hierfir wurde eine SimWalk Analyse mit 237 Tieren durchgefihrt.
Die Haplotypenverteilung des Stammbaums des Merkmalstragers ist in
Abbildung 34 dargestellt. Von ihm wurden 103 S6hne auf die Assoziation mit
dem Merkmal Totgeburt paternal Uberprift. Hierfur wurden die einzelnen
Zuchtwertmittelwerte in den beiden Haplotypgruppen uberpriift (Tabelle 12) und
zur Absicherung ein T-Test berechnet, der einen P-Wert von 0,007 hatte und
damit der Einfluss des Haplotypen auf das Merkmal Totgeburt signifikant war.
Anhand der Tabelle kann man erkennen, dass der paternale Haplotypl,
derjenige ist, der auf das Merkmal negativen Einfluss nimmt. In der Abbildung

34 ist er beige eingefarbt.

Tabelle 12: Ubersicht (ber die Verteilung der Zucht werte des Merkmals Totgeburt
paternal im Bezug auf die verschiedenen Haplotypen.

Anzahl der

Individuuen Mittelwert Stdabw  Std fehler Minimum Maximum

1 42 958333 93988 1,4503 73 113

- 61 101,9000 86,8777 0,8806 84 117
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5. Diskussion

5.1. igf2r als mogliches Kausalgen fiur Totgeburten

paternal in der deutschen Fleckviehpopulation

Der Antagonist von IGR2R IGF2 wird mit bestimmten Krankheiten, wie zum
Beispiel dem Beckwith-Wiedemann Syndrom (Feinberg, 1993; Weksberg et al.,
1993) und dem Wilms Tumor (Rainier et al., 1993) in Verbindung gebracht.
Constancia et al zeigte (2002), dass IGF2 im fetalen Wachstum involviert ist
und somit auch indirekt IGF2R.

Ebenso wurde durch die vorhergegangenen Assoziationsstudien (Gomeringer,
2007) ein QTL fur Totgeburt beim Rind paternal auf einer Genregion kartiert, in
der sich IGF2R befindet und IGF2R mit fetaler UbergroRe bei Schafen in
Verbindung gebracht wird. (Young et al., 2001). Aus diesen Griinden war igf2r
ein gutes positionelles und funktionelles Kandidatengen.

Allerdings zeigten die durchgefiihrten Studien, dass der Insulin &hnliche
Wachstumsfaktor nicht mit dem Merkmal Totgeburt paternal in der hier
untersuchten Kartierungspopulation assoziiert ist. Zum einen zeigt er in den
Mikroarrayexpressionsdaten keine auffallende differentielle Expression. Zum
anderen ist die putative Air-RNA durch Sequenzierungen anhand von Tieren mit
jeweils dem anderen paternalen Haplotyp des distalen Pols des BTA09
Uberpruft worden; das heil3t, wenn die Air-RNA gebildet wird, dann ohne
Unterschiede in der Sequenz. Dies wurde auch durch die Uberpriifung des
Imprinting des paternalen Allels mit Hilfe des sich in der mRNA befindenden
Mikrosatelliten LMUQ901 bestatigt. Daher war es nicht notwendig, weitere
Analysen durchzufiihren, da UbergréRe nur dann entstehen wirde, wenn das
Imprinting des paternalen Allels fehlschlagt (siehe Abbildung 3). Das maternale
Allel und somit das exprimierte Gen wurde nicht Uberprift, da man in diesem
Modell von einem paternal vererbten Merkmal ausgeht. Ebenso wurden keine
Hinweise auf ein defektes IGF2R in den Mikroarraydaten gefunden, denn ein
Defekt hatte sich auf den Expressionslevel seines Antagonisten IGF2 auswirken
mussen. Beide Gene zeigten jedoch keine differentielle Expression. Dies wurde

auch durch die nachfolgenden Kartierungsstudien bestatigt, in denen mit keiner



Diskussion 87

Methode ein Signal im Bereich beider Gene zu verzeichnen war.

5.2. esrl als mdgliches Kausalgen flr Totgeburten in der

deutschen Fleckviehpopulation

Der Ostrogenrezeptor war ein gutes Kandidatengen fiir das Merkmal Totgeburt
paternal. Er wurde bei den Mikroarrayanalysen (siehe 2.6) im Mittelpunkt des
Expressionsnetzwerkes gefunden und auch die eQTL'’s (siehe 2.7) wiesen auf
den Ostrogenrezeptor als Kausalgen hin. Vor allem aber zeigten ihn
vorausgegangene Studien am Menschen als Kandidatengen fur UbergroRe.
Denn der bei Lorentzon et al. (1999) gefundene Polymorphismus im esrl sorgt
nicht nur fur einen Verlust der Knochendichte und einen daraus resultierenden
Minderwuchs bei adulten Mannern, sondern im Gegenteil auch fir einen
hoheren ,Body Mass Index* und einem hoheren Fettanteil, wie Okura et al
(2003) zeigten.

Allerdings konnte in dieser Arbeit keiner der Hinweise auf den Ostrogenrezeptor
als Kausalgen fir das Merkmal Totgeburt paternal verifiziert werden. So konnte
kein nichtsynonymer SNP in den Exons des Genes festgestellt werden und
damit kann ein Defekt auf Proteinebene in den hier untersuchten
Kartierungspopulationen ausgeschlossen werden. Um das differentielle
Expressionsmuster des Rezeptors in den Mikroarraydaten zu erklaren, wurde
die Promotorregion B des Ostrogenrezeptors sequenziert. In ihr wurde fiir beide
paternalen Haplotypen in diesem Bereich kein Unterschied festgestellt. Die zu
analysierenden Tiere wurden nicht nur nach Haplotypen, sondern auch nach
Mikroarrayexpressionsdaten ausgewahlt, das heil3t ein Fetus mit Haplotyp 1
und niedriger Expression, der andere mit Haplotyp 2 und maximaler
Expression. Da durch die Sequenzierungen kein Unterschied festgestellt
werden konnte, wurde eine Real Time PCR durchgefuhrt, um die Expression
des Affymetrixchips zu bestatigen. Die Daten zeigten eine Korrelation von 0,57.
Dies konnte aber daran liegen, dass der Affymetrixchip in der 3’- Region der
MRNA bindet und fur die genauere Real Time PCR Exon Uberspannende
Primer ausgesucht wurden. Die 3'- Region der esrl mRNA st
Uberdurchschnittlich lang. Beim Menschen wurde gezeigt, dass diese Region

eine schnelle Translation der mRNA initialisiert. Diese sorgt fir eine gesamte
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Destabilisierung der mRNA, die somit schneller abgebaut (Kenealy et al., 2000)
wird. Da der Abbau der mRNA schneller erfolgt und von den beiden Enden
ausgeht (Carballo et al., 1998; Stoecklin et al., 2002), kann es somit zu einer
Verféalschung des Ergebnisses der Mikroarraydaten kommen, weil sich das
Mikroarrayprobeset genau in der schneller abgebauten Region der mRNA
befindet. Eine Korrelation der Expressionsdaten der Real Time Analyse und
dem Merkmal Totgeburt paternal konnte nicht hergestellt werden, ebenso wenig
wie eine Korrelation der verschiedenen paternalen Haplotypen in dieser Region.
Das deutet daraufhin, dass die differentielle Expression durch ein Gen
hervorgerufen wird, das sich in der Signalkaskade tber dem Ostrogenrezeptor
befindet. Der eigentliche Defekt liegt wahrscheinlich in diesem Ubergeordnetem
Gen. Das wirkt sich dann auf den Ostrogenrezeptor aus.

Allerdings konnte eine Korrelation (r = 0,965) zwischen dem bei der Real Time
PCR erhaltenen Expressionsmuster des Ostrogenrezeptors und der
Korpergrof3e in mannlichen Feten hergestellt werden. Die Korrelation konnte
nur in den mannlichen Feten beobachtet werden, aber nicht in den weiblichen
Feten. Hier wurde keine Korrelation zwischen den Expressionsdaten des
Ostrogenrezeptors alpha und der KérpergroRRe (r = 0,003) beobachtet.

Beim Menschen ist dieses geschlechterspezifische Muster dadurch erklarbar,
dass weibliche Feten eine groRere Toleranz durch einen hoheren
Ostrogenspiegel haben, denn humane fetale Ovarien sind ab der 8. Fetalwoche
fahig Ostrogene zu synthetisieren (George and Wilson, 1978). Die Expression
des Ostrogenrezeptors alpha wird unter anderem durch Ostrogen gesteuert. Da
in weiblichen Feten aber standig ein hoher Ostrogenspiegel vorhanden ist,
musste hier ein anderer Regulationsmechanismus eine dominantere Rolle
spielen. Im Gegensatz dazu zeigte es sich, dass ein hoher Ostrogenspiegel in
mannlichen Feten zu einer anormalen Entwicklung der mannlichen Genitalien
fuhrt (Henderson et al., 1976). Allerdings konnte bisher nicht nachgewiesen
werden, ob Ostrogene eine Rolle in der geschlechtsspezifischen Entwicklung
besitzen.

Das Merkmal Totgeburt paternal besitzt auch eine Geschlechtsspezifitat. Die
Verteilung ist zwei Drittel méannliche Kalber zu einem Drittel weibliche Kalber
(LKV Bayern e.V., 2007).

Das ist ein Indiz dafiir, dass der Ostrogenrezeptor zwar im fetalen Wachstum



Diskussion 89

involviert, aber nicht das Merkmal verursachende Gen ist.

Auf Grund der vorliegenden experimentellen Ergebnisse in diesem
Modelllaufbau kann der Ostrogenrezeptor alpha zwar nicht die unmittelbare
Ursache fir das Merkmal Totgeburt paternal sein. Aber es ist durchaus ein
wichtiges, in der Signalkaskade des eigentlichen Kausalgens involviertes Gen.

Diesem Hinweis wird in nachfolgenden Studien nachgegangen werden.

5.3.  sod2 als mdgliches Kausalgen fur Totgeburten i n

der deutschen Fleckviehpopulation

Ein Defekt in der Superoxiddismutase 2 kann auf Grund ihrer metabolischen
Funktion als Radikalfanger zu DNA Schéaden fiuhren. Ein defektes Protein wirde
zu Missbildungen und Fehlbildungen eines Fetus fihren und somit zu einem
Abort, was zu dem Merkmal Totgeburt zahlt (Zhang et al., 2009). Das steht
allerdings nicht mit der Ausgangsannahme, dass sich die Gro3e auf dieses
Merkmal auswirkt, im Einklang. Das Gen ist in den Mikroarraydaten sehr
differentiell exprimiert und wurde auf Grund dieser Tatsache und den eQTL-
Analysen als Kandidatengen ausgewabhlt (siehe 2.7). Allerdings wurde in beiden
Geweben, die eine hohe differentielle Expression zeigten, in der Real Time
Analyse keine differentielle Expression gezeigt. Die Werte sind log2
normalisiert. Das hei3t ein Wert von 1 bedeutet eine 2-fache
Expressionsanderung vom Mittelwert aus. Es wurde eine maximale
Abweichung vom Mittelwert von 0,6 beobachtet, was einer 1,2 fachen Erhéhung
der Expression entspricht. Vom Minimum aus gesehen ist das noch nicht
einmal eine Erhdéhung der Expression um das doppelte und somit nicht
ausschlaggebend. Die Grenze in verschiedenen Studien fir differentielle
Expression liegt zwischen einer 1,8- und einer 3,0-fachen Anderung (Mutch et
al., 2002).

Allerdings muss sich ein Defekt auf Proteinebene nicht unbedingt im
Expressionsmuster widerspiegeln, es sei denn, das Protein besitzt eine
Feedbackregelung. Das heif3t die Konzentration des zu bildenden Proteins
regelt durch Hemmung seine eigene Expression. Bei der Superoxiddismutase
ist Uber eine solche Art der Expressionskontrolle nichts bekannt. Deshalb gehen

wir von der Annahme aus, dass es keine Feedbackhemmung gibt bzw. sich die
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Mutation an einer Stelle befindet, die sich im Falle einer Feedbackhemmung
nicht negativ darauf auswirkt. Ob aber die in der Sequenz entdeckte Mutation
ein defektes Protein zur Folge hat, konnte nicht geklart werden. Im Menschen
wurde ein  ahnlicher  Basenpaaraustausch  entdeckt der einen
Aminosaureaustausch von Alanin zu Valin an der Position 16 der Sequenz zur
Folge hat (Rosenblum et al, 1996). Im Gegensatz dazu ist der
Polymorphismus in Bos taurus an Position 14, wahrend an der Position 16
immer Alanin ist (siehe Abbildung 26). Dieser Polymorphismus beim Menschen
befindet sich in der Signalsequenz des Proteins, durch Sequenzhomologie wird
davon ausgegangen, dass dieser Bereich beim Rind auch als Signalsequenz
dient. Das wurde mit dem Programm SignalP (Bendtsen et al., 2004) bestatigt.
Signalsequenzen dienen dazu, Proteine zu ihrem Bestimmungsort in der Zelle
zu bringen (Blobel, 1980a, b; Blobel and Dobberstein, 1975a, b). Durch die
Spaltung des Signalpeptides wird die SOD2 in das Mitochondrium, ihrem
Wirkungsort, gebracht. Hiroi et al (1999) zeigten, dass beim Menschen die
Spaltung des Signalpeptides des Valin-Typs signifikant geringer war als die
vom Alanin-Typ. Deswegen war der Spiegel des Proteins mit Valin an Position
16 aulRerhalb des Mitochondrium groBer als innerhalb. Durch die
unvollkommene Spaltung kann das Protein nicht an seinen Bestimmungsort in
dem Mitochondrium gebracht werden. Der homozygote VV-Genotyp ist mit
einer nonfamilidren idiopathischen Kardiomyophatie assoziiert.

Da allerdings der SNP beim Rind an Position 14 und nicht 16 ist, kann somit nur
angenommen werden, dass der SNP die Prozessierung des Proteins
beeinflusst. Diese Hypothese wurde jedoch nicht bestatigt. Der
Polymorphismus konnte auch durch die weiterfihrenden Kartierungsstudien
nicht mit dem Merkmal Totgeburt paternal assoziiert werden. 12% der 234 Tiere
der deutschen Fleckviehpopulation wurden homozygot fir die Aminoséure Valin
genotypisiert. Dabei sind einige fur die Fleckviehzucht wichtige Bullen, die lang
gelebt haben und Tausende von Nachkommen gezeugt haben.

Es werden weitere Studien nétig sein, um abzuklaren, inwiefern dieser SNP mit
einem Krankheitsbild oder einer hoheren Anfalligkeit fir oxidativem Schéaden,
die zu Missbildungen und Krebs fuhren, in Zusammenhang gebracht werden
kann.

Die Unterschiede in den Mikroarraydaten und den Real Time Ergebnissen
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werden dadurch erklart, dass das Probeset des Affymetrixchips, wie sich spater
herausstellte, falsch deklariert war (Abbildung 35). Damit kann die differentielle
Expression basierend an Mikroarraydaten nicht dem sod2 zugeordnet werden.
Hochstwahrscheinlich handelt es sich hier um eine benachbarte mRNA.
Allerdings haben weitere blastn Suchen gegen die EST-, die mRNA und die
genomische Datenbank des NCBIs von Bos taurus keinerlei Hinweise darauf

gebrach, welches Gen hier lokalisiert ist.
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Abbildung 35: Darstellung des Blastergebnisses des von Affymetrixprobesets fir SOD2;
Das Gen liegt auf dem minus Strang, das Probeset (r ot umrahmt) befindet sich in der 3’
Region abwarts des Genes, aber nicht mehr in der mR  NA.

5.4. Kartierungsstudien

Obwonhl der QTL fur das Merkmal Totgeburt zuverlassig mit Mikrosatelliten auf
BTAQ9 kartiert wurde (Gomeringer, 2007), konnte er sich durch die
Kartierungsstudien mit SNPs in den hier ausgewahlten Familien nicht
bestatigen. Es wurden vier neue QTL gefunden auf BTAOL, BTAO05, BTA06 und
BTA21.

Auf BTAO1, im Bereich von 153 Millionen bis 155 Millionen Basenpaaren, liegen
die Gene KCNJ15 (ein Kaliumtransport ~ Kanal), ERG (ein
Transkriptionsregulator), EST2 (ein Transkriptionsregulator) und PIK3R4 (eine
oder die Phosphoinositid-3-kinase, regulatorische Untereinheit 4). Beim
Menschen ist eine akute myeloische Leuk&mie (AML) beschrieben, die durch
eine chromosomale Abberation in erg verursacht wird (Ichikawa et al., 1994).

Eine andere chromosomale Aberration an dieser Stelle wird mit dem Ewing-
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Sarkom in Verbindung gebracht. Hierbei handelt es sich um die zweithaufigste
Art von Knochenkrebs (Dunn et al., 1994). Das ETS2 ist an der Entwicklung des
gesamten Knochenapparates beteiligt (The_UniProt_Consortium, 2009) und
somit ein Kandidatengen fur die KorpergroRe und dem Gen, welches mit der
GroRRe in Zusammenhang mit dem Merkmal Totgeburt paternal steht. Es wurde
von Stone et al (1999) schon ein QTL fur Geburtsgewicht zwischen 112 und
148 cM Kkartiert. Von Casas et al (2003) wurde der Bereich auf 127 — 148 cM
eingegrenzt. Es ist der Bereich zwischen den Mikrosatelliten UWCA46 und
BMS4041. Die genomische Position des QTL ist von 139 Millionen bis 156
Millionen Basenpaaren. ets2 liegt bei 154 Millionen Basenpaaren, somit genau

in diesem Bereich. Diese Kartierungen bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit.

Auf BTAOS liegt im Bereich von 104.000.000 bis 113.000.000 Basenpaaren ein
gro3er Gencluster, der fur die Immunabwehr zusténdig ist. Bei einem Defekt
sind die meisten dieser Gene beim Menschen mit einer akuten myeloischen
Leukamie assoziiert (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al.,
2005; Berger et al.,, 1997). Im Bereich des hoéchsten Ausschlags von
110.000.000-112.000.000 Basenpaaren befinden sich die Gene GAPDH
(Glyzerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase), CD27 (CD27 Antigen),
TNFRSF1A (Tumornekrosefaktor), VAMP1 (Vesikle-assoziiertes
Membranprotein), MRPL51 (mitochondriales ribosomales Protein L51),
TAPBPL (Tapasin-dhnliches Protein), LTBR (Tumornekrosefaktorrezeptor) und
SCN1A (Natriumkanalprotein). Hier sind wieder fast alle Gene mit der
Immunabwehr assoziiert, keines der Gene mit der Korpergrofe. Es ware
maoglich, dass in dieses Krankheitsbild zwei verschiedene Aspekte hineinspielen
und es deswegen so schwer zu detektieren ist. Auf der einen Seite die
Kdrpergrol3e, die eine Totgeburt zur Folge hat, auf der anderen Seite aber eine
Immuninsuffizienz, die auch eine Totgeburt zur Folge hat. Leider ist beim
Erfassungsbogen fur das Merkmal Totgeburt nicht genau herausgefiltert, wann
das Kalb gestorben ist und wie die korperliche Verfassung war. Auf jeden Fall
ist dieser Bereich fur weitere Studien sehr interessant, da bei den
Mikroarrayanalysen vor allem Immunsystemgene im Herzen differentiell
exprimiert waren (Krebs et al, 2009). Bei einer myeloischen Leuk&mie, bei der

die Krebszellen die Bildung der Erythrozyten verhindern (Lowenberg et al.,
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1999), ware es durchaus zu erwarten das die Immunsystemgene im Herzen
Uberexprimiert sind. Im Bereich zwischen 78 Millionen und 104 Millionen
Basenpaaren wurde von Schrooten et al (2000) ein QTL fur Geburtsgewicht
und bei 103 Millionen bis 128 Millionen Basenpaaren ein QTL fur die Brustweite
in einer deutschen Holstein Population kartiert. In dieser Region wurden auch
QTL’s fur Rumpflange, Rumpfweite, Huftweite und Brusttiefe kartiert (Boichard
et al., 2003). Obwohl die hier lokalisierten Gene nicht direkt in die Kérpergrol3e
mit hineinspielen, lasst sich daraus schliel3en, dass sie indirekt die Ausbildung
des Knochengeristes beeinflussen.

Auf BTAO6 im Bereich von 119 Millionen bis 121 Millionen Basenpaaren liegen
acht Gene: Negativer Elongationsfaktor A (NELF-A), HAUS Augmin-&hnlicher
Komplex, Untereinheit 3 (HAUS3), MAX Dimerisierungsprotein 4 (MXD4);
Ringfingerprotein 4 (RNF4), TNFAIP3 interagierendes Protein 2 (TNIP2); major
facilitator superfamily domain containing 10 (MFSD10); NOP14
Nucleolarprotein-Homolog (Saccharomyces cerevisiae) (NOP14) und LDL-
Proteinrezeptor-dhnliches Protein assoziiertes Protein 1 (LRPAP1). Als
wahrscheinlichstes Kandidatengen fur Totgeburt paternal wirde sich nelf-a
anbieten. Es ist in die Entwicklung des gesamten Organismus involviert (Wright
et al., 1999).

In US Holsteins wurde auf BTA06 im Bereich von 99 Millionen bis 110 Millionen
Basenpaaren ein QTL fur Leichtkalbigkeit (Schnabel et al., 2005) und in
deutschen Holsteins wurde bei 44 Millionen ein QTL fur Totgeburt paternal
(Kuhn et al., 2003) kartiert. Die QTL'S konnten in dieser Studie in diesem
Versuchsmodell nicht bestatigt werden.

Auf BTA21 im Bereich von 1 bis 6 Millionen Basenpaaren liegen sechs Gene:
Ubiqutinprotein Ligase E3A (UBE3A), y Aminobuttersaure A Rezeptor, B 3
(GABRB3), y Aminobuttersaure A Rezeptor, a 5 (GABRAS), Selenoprotein S
(SELS), LAG1 homologe Zeramidsynthase 3 (LASS3) und ,myocyte enhancer
factor 2A* (MEF2A).

Der homologe Bereich des humanen Chromosoms 15 ist beim Menschen mit
dem Angelmann-Syndrom oder dem Prader-Willi-Syndrom assoziiert (Kirkilionis
et al., 1991; Kishino et al., 1997). Die Gene, die sich in diesem chromosomalen
Abschnitt befinden, sind teilweise maternal imprintet, teilweise paternal imprintet

(Horsthemke and Wagstaff, 2008). Beim Angelman-Syndrom (Angelman, 1965)
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liegt eine Mikrodeletion auf dem maternalen Allel des Chromosom 15 vor
(Kishino et al., 1997). Diese Deletion lost ein unvollstdndiges Imprinting des
Genclusters aus, was dazu fuhrt, dass die sonst nur paternal exprimierten Gene
auch auf dem maternalen Allel exprimiert werden und das maternal exprimierte
Gen auf dem maternalen Allel deaktiviert ist. Das Prader-Willi-Syndrom (Prader,
1956) wird durch eine Mikrodeletion des paternalen Allels verursacht. Was
wiederum dazu fuhrt, dass das Imprinting oder die Aktivierung einzelner Gene
des paternalen Allels fehlschlagt und zu einer biallelischen Expression oder zu
keiner Expression der Gene fuhrt (Horsthemke and Wagstaff, 2008).

' ™
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Abbildung 36: Modell fur die Kontrolle der Genexpre ssion an 15ql11-q13. Die paternal
exprimierten Gene sind blau gekennzeichnet, die mat  ernal exprimierten Gene sind rot
gekennzeichnet. Die paternale PWS-SRO Region ist ni cht methyliert und initiilert die
Stilllegung des ube3a und die Aktivierung von  mkrn3, magel2, ndn und snrpn. Die
maternale PWS-SRO Region ist methyliert und initiie  rt somit eine Stilllegung von  mkrn3,
magel2, ndn und snrpn. Bei Prader-Willi-Syndrom verursacht eine Deletion in der PWS-
SRO die fehlende Aktivierung der Gene  mkrn3, magel2, ndn und snrpn und ein fehlendes
Imprinting von ube3a. Beim Angelman-Syndrom verursacht eine Deletion im AS-SRO die
fehlende Methylierung der PWS-SRO, was zu einer Akt ivierung der normalerweise nur
paternal exprimierten Gene und eines Imprintings vo n ube3a fihrt (Horsthemke and
Wagstaff, 2008).
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Da der in dieser Arbeit analysierte Erbgang aber von einem paternal vererbten
Defekt ausgeht (Totgeburt paternal), wurde das Angelmann-Syndrom
ausgeschlossen.

Insofern kommt nur das Prader-Willi-Syndrom als Ursache in Frage, das von
einer Mikrodeletion dieses Bereichs auf dem paternalen Chromosom ausgeht.
Der Fetus besitzt eine schlaffe Muskulatur und es sind spate und sehr
verminderte Fetalbewegungen zu beobachten (Schinzel, 1986), was zu einer
Schwergeburt fihren konnte. Allerdings ist dieses Syndrom nicht mit einem
ubermaliigen Wuchs assoziiert, sondern mit einem Kleinwuchs (Prader, 1956).
Da das Prader-Willi-Syndrom eine polygene Erkrankung ist, kann es sein, dass
hier der Faktor, der zum Kleinwuchs fihrt, beim Rind nicht mutiert ist. Jedoch
missen nicht zwangslaufig alle Totgeburten des Founder-Bullen auf grol3e
Kéalber zurtckzufuhren sein. Des Weiteren muss man bedenken, dass der
Stoffwechsel des Menschen nicht eins zu eins auf das Rind tbertragen werden
kann und sich eine etwaige Deletion anders auswirken kann.

Der proximale Pol von BTA21 ist beim Rind bislang nicht auf etwaige
Deletionen utberprift worden. Allerdings wurde in US Holstein Rindern ein QTL
fur Leichtkalbigkeit (Schrooten et al., 2000) und ein QTL fur Zwillingsgeburten
(Cobanoglu et al., 2005) dort kartiert. Zwillinge sind beim Gebaren oft
problematisch.

Letztendlich ist diese Region von sehr hohem Interesse und es mussen weitere
Untersuchen durchgefuihrt werden. Es muss die Frage geklart werden, ob
Uberhaupt eine Mutation vorliegt, wenn ja, welche Art von Mutation, wie wirkt
sie sich auf den Stoffwechsel des Rindes aus, kann man diese Mutation als
kausale Ursache fiur eine hohere Totgeburtenrate des jeweiligen Tragers
bezeichnen. Die Ursachen, die eine Erhohung der Totgeburtenrate
hervorrufen, sind sehr komplex und es wird auf jeden Fall noch weitere
Forschungsarbeit erfordern, bis man sie, zum Schutz der Tiere und der Ziichter,
identifiziert hat und als markergestitzen oder direkten Gentest (wie BLAD siehe

2.1) verwenden kann.
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5.5. Ausblick

In zukinftigen Arbeiten werden die in dieser Doktorarbeit gefundenen QTL'’s
und ihre dazugehdrende Kandidatengene genauerer experimentell untersucht
werden. Es muss eine (groBere Zahl der Tiere mit SNP-Chip
familientbergreifend analysiert werden. Chromosomale Regionen, die bestatigt
oder neuetabliert werden, kdnnten durch vergleichbare Studien an Hand einer
anderen Rinderrasse wie zum Beispiel Red Holstein oder Braunvieh zu einer
Prioritatliste der interessantesten Chromosomen filhren. Red Holstein besitzt
eine hohere Totgeburtenrate als das Deutsche Fleckvieh, was zu der
urspringlichen Annahme gefihrt hat, dass zusatzlich einige Totgeburt
hervorrufende Gene durch Red Holstein in die Deutsche Fleckvieh Population
eingebracht wurden. Red Holstein wurde zur Verbesserung der Milchleistung in
die Zweinutzungsrasse eingekreuzt. Bisher konnte jedoch keine Assoziation
des Merkmals Totgeburt paternal mit einem in die Population eingekreuzten
Red Holstein Haplotyp in Verbindung gebracht werden. Daraus kann man
schlieBen, dass eher durch eine immer strengere Selektion auf Milchleistung in
der Deutsche Fleckviehpopulation, ahnliche wie in der Holsteinzucht
beobachtet, zu einem Anstieg der Totgeburtenrate fiihrt und ein kleinerer Anteil
als eine Variante durch Kreuzung selbst eingefuhrt wurde. Insofern wéare ein
Vergleich der QTL’s in beiden Rassen interessant, da man sich so ein Bild
machen kénnte, ob es orthologe Regionen gibt. Das wirde zu dem Schluss

fuhren, dass dieselben Gene dafiir verantwortlich sind.
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6. Zusammenfassung

Aus zichterischen, 6konomischen und tierschiitzerischen Griinden ist es von
hoher Wichtigkeit dem Anstieg der Tot- und Schwergeburtenrate in der
deutschen Fleckviehpopulation entgegen zu wirken.

Bei Gomeringer (2007) wurde ein QTL fur dieses Merkmal auf dem BTAO09
gefunden. Aus dieser Region wurde ein Kandidatengen fir dieses Merkmal
ausgewahlt igf2r. Es wurde auf Grund seines Zusammenwirkens mit IGF2,
einem Wachstumsfaktor (Cornish et al., 2007), als mdgliches Kausalgen
betrachtet. In den Kartierungstudien von Gomeringer (2007) wurde ein Bulle als
Merkmalstrager ausgewahlt. Mit dem Sperma des Bullen wurden 36 Farsen
besamt. Sie wurden alle unter den gleichen Bedingungen gehalten, um etwaige
Umwelteinflisse auszuschliel3en. Die 150 Tage alten Feten der Farsen wurden
entnommen und durch Mikroarrayanalysen vom LAFUGA untersucht. Mit Hilfe
dieser Daten konnte ein weiteres Kandidatengen fir das Merkmal Totgeburt
bestimmt werden: esrl. Das dritte Kandidatengen sod2 wurde durch die
Expressionsanalysen von fetalem Herzgewebe und nachfolgenden eQTL-
Anaylsen bestimmt (Medugorac et al., 2008).

igf2r wurde auf Grund seiner biologischen Regulationsmechanismen auf eine
stattfindende Dosiskompensation des Genes durch Imprinting des paternalen
Allels untersucht. Die Promotorregion der dafiir verantwortlichen antisense RNA
(Air) wurde ansequenziert, um etwaige Sequenzabweichungen zu detektieren.
Zum Abschluss wurde mit Hilfe des Mikrosatelliten LMUQO901 die Inaktivierung
des paternalen Allels mit Hilfe eines Vergleichs von genomischer DNA und
cDNA Uberpruft.

Die Kandidatengene esrl und sod2 wurden auf Variationen in ihrer Sequenz
oder Expression untersucht. Hierfir wurden bei esrl alle Exons untersucht, bei
sod2 die mRNA sequenziert. Beide Gene wurden per Real Time Analyse auf
etwaige Abweichungen in ihrer Expression untersucht. Fir Lebergewebe
wurden beide Gene Uberprift, bei Herzgewebe wurde sod2 analysiert.

igf2r konnte auf Grund der vorliegenden Ergebnisse als Kandidatengen
ausgeschlossen werden. Es wurde keinerlei Abweichung in der Sequenz

festgestellt und die Inaktivierung des paternalen Alles fand ebenfalls statt.
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Bei esrl konnten drei Mutationen in den Exons I, IV und VIII festgestellt werden.
Keine davon verursacht allerdings einen Aminosaureaustausch.

Bei den Real Time-Analysen konnte eine geringfigige Abweichung der
Expression festgestellt werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass dieses Gen
nicht direkt das Kausalgen fiir das Merkmal Totgeburt paternal ist, es sich aber
in der Signalkaskade des Kausalgenes befindet. In weiteren Studien wird nach
einem Kandidatengen, das den Ostrogenrezeptor alpha beeinflusst, gesucht
werden mussen.

In der Sequenz des sod2 konnten ebenfalls drei Mutationen festgestellt werden,
von denen eine einen Aminosaureaustausch verursacht. Allerdings konnte
diese Mutation nicht mit dem Merkmal Totgeburt paternal assoziiert werden. Ob
dieser Austausch fur das Rind eine Rolle spielt, muss bei weiteren Analysen
Uberprift werden.

Bei den Analysen der Real Time konnte in beiden Geweben keine differentielle
Expression festgestellt werden.

Bei den nachfolgenden genomweiten Assoziations- und Kartierungsstudien
wurden vier QTL’s auf BTAO1, BTAO05, BTA06 und BTA21 gefunden. Diese

Regionen werden in weiteren Studien untersucht werden.
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7. Summary

It is very important to work against the increase of stillbirth and calving
difficulties in the German Simmental population from breeding, economics and
animal protections point of view.

A QTL for this trait was found on BTA09 by Gomeringer (2007). A candidate
gene for this trait was chosen from this region: igf2r. It was considered as a
possible candidate gene because of its concurrence with the growth factor IGF2
(Cornish et al., 2007). One bull, which carried the trait, was chosen in the
studies of Gomeringer (2007). 36 heifers were inseminated. They were kept
under same conditions to exclude environmental influences. When they were
150 days old, the fetuses were taken out. Their RNA was analyzed with
microarrays at the LAFUGA. From this date another candidate gene was
derived: esrl. The third candidate gene sod2 was chosen from results of the
eQTL-Analysis (Medugorac et al., 2008).

A candidate gene igf2r was examined of its doses compensation through
paternal imprinting because of its biological regulation mechanism. The Air
region, its antisense RNA, promoter was sequenced to detect possible changes
of the sequence. The inactivation of the paternal Allel was proven with the
microsatellite LMUQ901 in comparison between genomic DNA and cDNA.

The candidate genes esrl and sod2 were tested for variations in their
sequences and in their expression. All Exons of esrl were analyzed and the
MRNA of sod2 was sequenced. It was searched in both genes for differences in
expression rate through Real Time PCR. Liver RNA was analysed for the
expression rates of both genes, while the heart RNA was analyzed for sod2
only.

The candidate gene igf2r was excluded from further analyses because of the
acquired results. There were no changes in the Air promoter sequences and the
imprinting of the paternal Allel was complete.

Three mutations in the esrl Exons I, IV and VIII were detected, but none of
them leads to an amino acid change.

A little change in the expression rate of esrl could be observed by Real Time

PCR analyses which suggest its involvement in the signal cascade of the causal
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gene for the stillbirth trait. But it is not directly involved. In further studies, it must
be looked for a candidate gene which also influences the estrogen receptor
alpha.

Three mutations could be detected in the mRNA sequence of sod2. One of
them causes an amino acid change. However, it could not be associated with
the trait of stillbirth. Whether this SNP has an influence on Bos taurus, must be
examined by further analyses.

In both RNA samples, heart and liver, no change in expression rate of sod2
through Real Time analyses was detected.

Four QTLs were found in the genome wide association and mapping studies.
They are localised on BTAOL, BTAO05, BTAO6 and BTA21. Those regions will be

under examination in further analyses.
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FV0200_CpG CETCTCCCEECAGEECCOECCACACCAGECOGCETCCECCCAGECCOACCAGECCECECC 102
090000_CpG GETCTCCCGECAGEECCOECCACACCAGECCGEETCCECCCAGECCCACCAGECCECECC 102
FEFAAFEAA A A A A A A A A A A AL A A A A A A I A AT AL FA A AL E A A F A A A A A A A A A AL A A S
CH240-40N2_CpG GGGETCCTCCAGACCECECTCTCCAGGCCEGETC CECCAGACCGCECTEGEETCCTCCAGAC 108
FV0200_CpG GGGETCCTCCAGACCECECTCTCCAGGCCEEETC CECCAGACCGCECTGEETCCTCCAGAC 108
090000_CpG GGETCCTCCACACCECGCTCTCCAGGCCEEETC CECCAGACCECECTGEETCCTCCAGAC 108
dddddddddddbidddbddddb bbbt bddddbddddb b bbb bbb ddddtdddddtddAdd
CH240-40N2_CpG CGCECECTCGECCAACC GEACCECECCAGELCC BCCAGACC GLECECGCCGEETCCTCCA 114
FV0200_CpG CGCECECTC GECCAACC GEACCECECCAGECCC ECCACACCECCCECECCEEETCCTCCA 114
090000_CpG CECECECTCGECCAACCEEACCECECCACELCC CCCACACCELECECECCGEETCCTCCA 114
FEFAA A A A A A A AL AR A A A A AL AT A A LA A A A AR A A A A AR AR kA A A AL
CH240-40N2_CpG CACCACCCTCTCCACEC CEEETCCACCAGACCACECC CCECECECTEEECCCACCAGACC 120
FV0200_CpG CACCACCCTCTCCACGCCEGETCCACCAGACCACECC ECEC ECEC TEEECCCACCAGACE 120
090000_CpG GACCACGCTCTCCAGGCCEGETCCACCAGACCAGGCCGCGC GCEC TEEECCCACCAGACE 120
FAFAAFA AT AAZTA A A A A A A A A AT ARAA A A A A AT AAR A A A A A S A A S S A AT A A A LA AAR
CH240-40N2_CpG AGCTCGCGC TCACCGEECCCACCAGATCGCGCCGEETCCTCCGEACCECGCCAGACCGTE 126
FV0200_CpG AGCTCGCGC TCACCEGECCCACCAGATCECGCCEEETCCTCCGEACCECGCCAGACCGTE 126
090000_CpG AGCTCECGC TCACCEEECCCACCAGATCGCECCGGETCCTCCGEACCECECCAGACCETE 126
dhdAdddAdd At ARt b A d A A S A AR A LA A A S A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AL A
CH240-40N2_CpG CECTCCACECCCTCCACATCACEETCTCCACEE CEGETCCTCCARAACCACECCACECECE 132
FV0200_CpG CGCTCCAGGCCCTCCACATCACCETCTCCACGE CEGETCCTCCAAACGACGCCACECECE 132
090000_CpG CECTCCAGECCCTCCAGATCACCETCTCCAGGC CEGETCCTCCARACCACECCACCCECE 132
*hFrAEEAA LA A A A A LA A A A AL AL d A A AR Ak A A A kAt A h AR A A A AL
CH240-40N2_CpG CCAGGCCCACCAGACEECECTCTCCACEC CEEETCCECCAGACCACECCCAGCTCTCCAR 138
FV0200_CpG CCAGGCCCACCAGACGEOECTCTCCACEC CEGETCCECCAGACCACGCCCAGCTCTCCAR 138
090000_CpG CCAGGCCCACCAGACGGCECTCTCCAGGCCEGETCCECCAGACCAGGCCGAGCTCTCCAA 138
FhAAAFAAAAAA A A A A A A A A A A A AT A A AT A A A A A A A A A S A A d A A A A A AR
CH240-40N2_CpG GCCAGGCCACCCCGEGTCCTTCAGACCCTECGEC COCEEGCCCECCAGGCCGCGCTCGCCA 144
FV0200_CpG GCCAGGCCACGOCGEETCCTTCAGACCCTECGC CCCEEGCCCECCAGGCCGCECTCGCCA 144
090000_CpG GCCAGGCCACEOCGEETCCTTCAGACCCTECGC CCCEEECCCECCAGGCCGCECTCGCCA 144
[ TR TSR LR RS LR LSS XSS R T S S L E RS B L R LR TR X TR X R
CH240-40N2_CpG CEECCCECCACECCECECCEEETCCTCCACACEECEC TCTC CAGECCAGETCCECCAGAL 150
FV0200_CpG CEECCCECCACECCECECCEEETCC TCCACACEECGC TCTC CACECCACETCCECCAGAC 150
090000_CpG CEECCCECCACEC CECECCCEETCCTCCACACEECGC TCTC CAGECCAGETCCECCAGAC 150
TFFAF A A LA A A AF I AT A A A A AL A A A AL A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A AR
CH240-40N2_CpG CAGGCCEAGCTCACCCEGECCCACCACACCAGACAGCACTECCCACACCCCACCACACTA 156
FV0200_CpG CAGGCCCGAGCTCACCCGGECCCACCAGACCAGACAGCACTEGCGAGACCCCACCAGACTA 156
090000_CpG CAGGCCEAGCTCACCCGGECCCACCAGACCAGACAGCACTEGCGACACCCCACCAGACTA 156
FrEdAFdAAA A A A A A AEIAA A A AL A A A ST A A A A A A A S A A A A A S A A A A A A E A A A A A A A A A A A A
CH240-40N2_CpG CACCGCECCGEETCCTCCAGGCCGCGCTC TCCAGGCC GEETCCTC CAGACCAGECCGEGE 162
FV0200_CpG GACCGCECCGEETCCTCCAGGCCGCECTC TCCAGECC GEETCCTC CAGACCAGECCGCGE 162
090000_CpG CACCGCECCGEETCCTCCAGECCGCECTC TCCAGGCC GEETCCTC CAGACCAGECCECGE 162
[ L E S TS E X AL L LA S RS P X E S TR A S RS A S LR A R X o kS
CH240-40N2_CpG CTCCAGCECCTECCAGACCTETCCEACCECAGC CTCCACGCACGAGCCCCCCAGACCEAGE 168
FV0200_CpG CTCCAGEECCTECCACACCTETCCEACCECAGC CTCCAGECACGAGCCCCCCAGACCCAGE 168
090000_CpG CTCCAGCECCTEC CAGACCTETCCEACCECAGC CTCCAGGCACAGCCCCCCAGACCEAGE 168

[E s s R SRttt gd iRttt sgdssddds st it it igaitdssdtasdtsss



Anhang 124
CH240-40N2 CpG CGCECTCECCTEEGCCCGCCAGACCARACCGCACTTGCCGAGCCCGCCAGGCAGTGGCGE 174
Fv0200_CpG CECGCTCGCCTEEGCCCECCAGACCARACCGCACTTGCCGAGCCCGCCAGGCAGTGECGE 174
090000_cCpG CECECTCGCCTEEGCCCECCAGACCARACCGCACTTGCCGAGCCCGCCAGGCAGTGGCGE 174
Fhidddddd At A ALt A A LA AL AL S A A A A A A A A A A A A AL A A A AL AL
CH240-40N2_CpG GCTCCACCCCATCECEETCTCCAGGCCEEEECCECCACGACCELGCCGGETCCGCCAGACCA 180
Fv0200_CpG CTCCACCCCATCECEETCTCCAGGCCEEECECCECCAGACCECCCCCEGETCCGCCAGACCA 180
090000_cCpG CTCCACCCCATCECEETCTCCAGGCCEEEECCECCACACCEGLGCCGEETCCEGCCAGACCA 180
Lt e e e T 2
CH240-40N2_CpG CCCGCTGEGCCCTCCAGACAGCGCTCTCCAGGCCEEECTCTCCAGGCCGCECTCGCCCGE 186
FV0D200_CpG CECECTEEECCCTCCAGACAGCECTCTCCAGGCCEEECTCTCCAGGCCGCGCTCECCCGE 186
090000_CpG CECGCTEGECCCTCCACGACAGCECTCTCCAGGCCEEECTCTCCAGGCCGCGCTCGCCCGE 186
FEFAFFFATE AT A AEI A AT AL A A A A A AAA AN A A SRS E A A A A S A A A A A A A A AL
CH240-40N2_CpG GCCCGCCAGACCAGGCCACGTTCACCCGGACCCACCAGACCCGEC CACACGCTACCGGCC 192
FvV0200_CpG GCCCGCCAGACCAGGCCACGCTTCACCCGGACCCACCAGACCLGGCCACACGCTACCGGCC 192
090000_cCpG GCCCGCCAGACCAGECCACGTTCACCCGGACCCACCAGACCCGGCCACACGCTACCGGCC 192
FhrAddtdtdtddd Attt Attt Lt At A E A A S A LA A At A A A AL AL
CH240-40N2_CpG AGGCCCCOCEACETCCTCCCEACCCTCCACGCCAGGECTCCCECCAGGCCACGCTCGCCC 198
Fv0200_CpG AGGCCCCECGAGCTCCTCCCGACCCTCCACGCCAGGECTCCCECCAGGCCACCCTCGCCC 198
090000_cpG AGGCCCCCCCACGCTCCTCCCRACCCTCCACGCCAGGECTCCCECCAGECCACCCTCGCCC 198
B T R Tk o L R 2 & & 2 L S e o
CH240-40N2_CpG CAGCCCGTCAGACCCAGCCACGCTC TECAGCCCEEECCECELCEEETCCTCTCCGACCCTE 204
FV0D200_CpG GCAGCCCOTCAGACCCAGCCACGCTCTECAGCCCEEECCGCEGCCEEETCCTCTCGACCCTE 204
090000_cpG GAGCCCGTCAGACCCAGCCACGCTCTGCAGCCCGEECCECECCEEETCCTCTCGACCCTE 204
FEFFFFFIAFTEZAAFTAAEA AL AT AR A AAFLEASAAST R A AR A A AT AR A S A AR AAAER
CH240-40N2_CpG CGCGCCAGGGLGLCCCETCCEECAGCGCTCGCCCECECCCGCCAGCCCCAGCCACGLGCCE 210
Fv0D200_CpG CECGCCAGGGLECCCETCCEECAGCGLTCGCCCECGCCCGCCAGCCCCAGCCACGCGLCE 210
020000_cpG CGCECCAGEGLGLCCETCCEECAGCGCTCBCCCEGCECCCECCAGCCCCAGCCACGCGCCE 210
FEdAF A A LA AR E AR A A A AR F A A A A A AA LA A LA AL A A ARt A A A A A A A A A A AL S
CH240-40N2_CpG CCOGCCAGCCCACGCCCEETCCTCCACACCCTECECECTCEECCECGCTCACCAGAGTCC 216
Fv0200_CpG CCCECCAGGCCACGCCEEETCCTGCACGACCCTGCECECTCCECCECECTCACCAGAGTCC 216
090000_cpG CCOGCCAGGCCACGCCEEETCCTCCACGACCCTECECECTCEECCECGCTCACCAGACTCC 216
B L T T R L Lt f E .k & 1
CH240-40N2_CpC CCCCGACCACGCCECETECCAGECCEECC BEECCTCECCTECCECCCTCGECECTCECEE 222
FV0200_CpG GCCCCGACCAGGCCECETECCAGECCEGECCEEECCTCECCTECCGCCCTCGECGCTCGCGE 222
090000_cCpG GCCCGACCAGGCCGCETGCCAGGCCGELCCEEECCTCECCTECCGCCCTCGGCGCTCGLGE 222
FhEFEFFA A A A A A A A LA A A A A A A A AT A A A A A A A A A S A A A A S A A A AT A A A A A A A A A A A A AAE
CH240-40N2_CpG CCGAGCCCGECCEACCTCGCARCCCGACC TCGC TEAGECTECTCEECCTGGCGACCGLGE 228
FV0D200_CpG CCGAGCCCEGLCEAGCTCGLAACCCGACCTCEC TEAGGCTECTCEGCCTGRCGACCGCGE 228
020000_cpG CCGAGCCCGGLCEAGCTCGCAACCCGACCTCGC TEGAGGCTECTCECCCTCECEACCGCGE 228
I S S R e R S R At Rt s RS Rt S S SRR A S A S RS S R R RS LR
CH240-40N2_CpC CTCCECCEECEEC CACCEEECCCAGCCTECEEECECCCAGCCTTC TCAGCACCTTGCTCA 234
Fv0200_CpG CTCCECCGECEECCACCEEECCCAGCCTECEEECECCCACGCCTTC TCAGCACCTTECTCA 234
090000_cpG CTCCGCCGECGELCACCEEECCCAGCCTECEEECECCEAGCCTTC TCAGCACCTTGCTCA 234
L e T T S T e e T P e e T
CH240-40N2_CpC CEGCCTECCAGCCCEECCECTACCCCTCTGCCACETECTCC GECCAGGCCECCCCCTCEE 240
Fv0200_CpG GGGCCTGCCAGCCGEECCGLTAGCCCTCTGCCACGTGCTCCGECCAGGCCGCCCCCTCGE 240
090000_cpG GGGCCTGCCAGCLGEGCCGCTAGCCCTCTGCCACGTGCTCCEGCCAGGCCGCCCCCTCGE 240
FEEAF A AR A ATE AL A A A A A A AT A A A A A A A A A S A A A A A A A A A S A A A A A AR A A A A AAE
CH240-40N2_CpG GEAACACGCCCCGCTCTETTCTATCGTGTCTTTCGACGTGTACCGTTTCGCCTGTTCTTC 246
Fv0200_CpG GGAACACGCCCCECTCTETTETATCCTETCTTTCCACGTETACCETTTCECETCTTCTTC 246
0920000_cpG CCAACACGCCCCECTCTEGTTECTATC GTETCTTTCCACCTETACCETTTCGCETETTCTTC 246
[ et s s s e R E e R L e R A st E et e s St At S RS SR  t Rt e X et Xttt Bt & s
CH240-40N2_CpC CCCAAARACAGAACCCCCTECCCAGCTCTCECC TCCECCTCCTCCCTCACCTTTCCECTC 262
Fv0200_CpG CCCAAAAAGAGARCCCCCTECCCAGCTCTCGCCTCCECCTCCTCCCTCACCTTTCCGCTC 262
090000_cpG GCCCAAAAACGAGAACCCCCTECCCAGCTCTCEGCCTCCECCTCCTECCTCACCTTTCCGCTC 252

[E g R SR sl it ad st it dsdsgdssdids Rt td it iaa it dsdd s dtsss



Anhang 125
CH240-40N2_CpG CTCTTTCTATGAACACTCCGCAAGAGATT TCTACTCTGGCTCCTEGCCCGCTCAGACCCTC 258
FV0200_CpG CTCTTTCTATCARCACTCCGCAAGAGATTTCTACTCTGGCTCCTECCCGCTCAGACCCTC 258
090000_CpG CTCTTTCTATGAACACTCCGCAAGAGATT TCTACTCTGGECTCCTECCCECTCAGACCCTE 258
e s e s e L E R I S S L S R XX
CH240-40N2_CpG COTCCCTCTAGCC TTEACCACCCCCACCACCCTCOCECCECCOCCTAACCCCOGAGCCAG 264
FV0200_CpG CCTCCCTCTACCC TTEACCACCCCCACCACCCTCOCECCECCCCCTAACCCCCCACCCAG 264
090000_CpG COTCCCTCTACCC TTEACCACCCCCACCACCCTCOCECCECCCCCTAACCCCCCACCCAS 264
FEFAEF I A A AR AL R AR A AL AL AR A A A AR A A A AR A A A A A AR A AR A A A A R AR A A AR
CH240-40N2_CpG CTAATTCEC TECTTTCAGTTTCAAGTCTT TECTCARA TCTCACTT TCTCAGCAACACCCA 270
FV0200_CpG CTAATTCEC TECTTTCACTTTCARGTC TT TECTCARA TCTCACTT TCTCAGCAACACCCA 270
090000_CpG CTAATTCEC TECTTTCAGTTTCARGTC TTTCCTCAAA TCTCACTT TCTCAGCARCACCCA 270
FFFARAFEFAA AR A A A A AT A A AL A A A A A A ST A A AT A A FAA A A A A A AT A A A A A A A A A A A AR
CH240-40N2_CpG CCCTGCTGAATATTCCTGARCACACACTC CCAAGECC CCCTEECACTCCCGCCTTTCCCE 276
FV0200_CpG CCCTGCTGAATATTCCTGAACACACACTC CCARGECC CCCTEECACTCCCGCCTTTCCCE 276
090000_CpG CCCTGCTGAATA TTCCTGAACACACACTC CCAAGECC CCCTEECACTCCCGCCTTTCCCE 276
dhdddddddddbidddbbbddddbddddd bbb bddddb bbb bbb ddddddddddbdddtdd
CH240-40N2_CpG TCTTTTCTACAGCATTCATCACAGTCTTAATATCCCACTTAGCCACTETCTTTCTTTCTT 282
FV0200_CpG TCTTTTCTACACCATTCATCACACTCTTAATATCCCACTTACCCACTETCTTTCTTTCTT 282
090000_CpG T T T TCTACAGCATTCATCACACTCTTAATATCCCACTTACCCACTETCTTTCTTTCTT 282
FEFAAF A A A A A A AL AL R A A A A AL AT A AL A A A A A AR A A AR AR A AR A A A A A AL
CH240-40N2_CpG CTETCCCTCCTTC TCCACTAGAATC TAAGCTCC CTCACARAACCECTTT TTECTCCETTTT 288
FV0200_CpG CTETCCCTCCTTC TCCACTAGAATC TAACCTCC CTCACARAAGCCECTTTTTEGTCCETTTT 288
090000_CpG GTGTGCCTCCTTC TCCACTAGAATG TAAGCTCC GTGAGARAAGGGETTTTTGTCCGTTTT 288
FAFAFFAATAAZTAA A A A A A A AFT AR LA AA A A AT AAR A A A A A S A A S S A AT A A A A A AAR
CH240-40N2_CpG CGTGACTGATTCATTCAAATATTTGTTACAAATCAATAAA TCAGTATTAAGTGTTAGCTE 294
FV0200_CpG GGTGACTGATTCATTCAAATATTTC TTACAAATCAATAAA TCAGTATTAAGTGTTAGCTE 294
090000_CpG GGTCACTGATTCATTCAAATATTTCG TTACAAATCAA TAARA TCAGTATTAAGTGTTAGCTE 294
dddAdddAdd At A At b A d A A S A AR A A A A A S A A A A A A A A A A A b AAAAAA AR A A A A AL A
CH240-40N2_CpG TTTTTAAAAAAAAAAAR TTTATACATATATATCTTACCATTTAACCAACTAAATCAGAR 299
FV0200_CpG TTTTTAAAAAAAAAAAAATTTATACATATATATCTTACCATTTAACCAACTAAATCAGAA 300
090000_CpG T TTAARAAAARAAAAATTTATACATATATATCTTACCATTTAACCAACTAAATCAGAA 300
FhEtAEAA LA A A AL AL AL FhAEAAA LA AA LA AR A AR AR kAt A A A A A A AL
CH240-40N2_CpG TATACTACAATCTACTGAACTATCC CATECTTACECTETTTCAGCATATTTGCCACAATT 305
FV0200_CpG TATACTACAATCTACTCAACTATCCCATEETTACECTETTTCAGCATATTTGCCACAATT 306
090000_CpG TATACTACAATGTACTGAACTATCCCATGETTAGGCTGTTTCAGCATATTTGCCACAATT 306
FhAAAFAAAAAA A A A A A A A A A A A AT A A AT A A A A A A A A A S A A d A A A A A A A A AAR
CH240-40N2_CpG TTCAATGCTACGEGEAATTTTTTTTGTACAAAA GTCTATGTACAACAGACGTTACAGGAA 311
FV0200_CpG TTCAATGCTACGGGEAATTTTTTTTGTACAAAA GTCTATGTACAACAGACGTTACAGGAA 312
090000_CpG TTCAATGCTACGEGEAATTTTTTTTGTACAAAAGTCTATGTACAACAGACGTTACAGGAA 312
eI TR TSR LR RS LR L S S XSS R SR S S L SR S L SR R R X TR X R
CH240-40N2_CpG TCTAACTTTTTAAATCTAACACATAATTC TAGACTATCAGCACACTCTAAATCAGATARR 317
FV0200_CpG TCTAACTTTTTAAATCTAACACATAATTC TAGACTATCACCACACTCTAAATCAGATARR 318
090000_CpG TCTARGCTTTTTAAATCTAACACATAATTC TAGACTATCAGCAGACTCTAAATCAGATARR 318
*FFAF A A A A A A F A A AR A A A AT A A A F AR A A A A A A AL A A A A A A A A A A A A A A A AR
CH240-40N2_CpG AATATCAGTTACACCTACARGECAACCACETATCACCAGETATCATC TTATATATCTARC 323
FV0200_CpG AATATGAGT TACACCTAGAAGGCAACCAGGTATCACCAGGTATCATCTTATATATCTAAC 324
090000_CpG AATATGAGTTACACCTAGAAGGCCAACCAGGTATCACCAGETATCATCTTATATATCTAAC 324
FrEdAFdAAA A A A A A AET A A A A A A A A A ST A A A A A A A S A A A A A S A A A A A A E A A A A A A A A A A AL
CH240-40N2_CpG AGAGTTATATCTTTTTTCAAAATCAAACATACAAGCCACAAGAACARATGGTATTTTCAC 329
FV0200_CpG AGAGTTATATCTTTTTTCAAAATCAAACATACAAGCCACAAGAAGAAATGGTATTTTCAC 330
090000_CpG ACGAGTTATATCTTTTTTCAAAATCAAACATACAAGCCACAAGAACAAA TGGTATTTTCAC 330
[EEZ L ES TS E X AL L E A S RS A S X FS TR A S S A S L A R A X s s
CH240-40N2_CpG ATCTTAACACACATCARAGTAAATC TACTCATCAACC TCCATTCC TECTETACACTTCTE 335
FV0200_CpG ATCTTAACACACATCAAACTAAATC TACTCATCAACC TGEATTCC TGCTETACACTTCTE 336
090000_CpG ATCTTAAGACACATCAAAGCTARATC TACTCATCARCC TGCATTCC TGCTETACACTTCTE 336

[E s R SRt i s it dd Rt sgidssadas it ittt taadssdtad st sy



Anhang 126
CH240-40N2_CpG TGAATGCACACAGGEATCATTAGGTATAACCTTAAGT TAGGAGTCAGTC TGCTTGGAGTA 341
FV0200_CpG TGAATGCACACAGGEATCATTACGTATAACCTTAAGT TAGCAGTCAGTC TGCTTGGAGTA 342
090000_CpG TGAATGCACACAGGEATCATTACGTATAACCTTAAGT TAGGAGTCAGTC TGCTTGGAGTA 342
e s s e L T E R IS S S L S XX
CH240-40N2_CpG AATGAAGTCACGTCACCAGCGACTECACC TGAATTTCACACTCTETGCTACCCCCAGGTC 347
FV0200_CpG AATGAAGTCACCTEACCAGCGACTECAGC TGAATTTCACACTCTETGCTACCCCCAGGTS 348
090000_CpG AATGAAGTCACGTCACCAGCGACTGCAGC TGAATTTCACACTCTETGCTACCCCCAGGTC 348
[ L ES LSS RS E AL LR A S RS A S X FS TR A S R A S LA A R X ks
CH240-40N2_CpG ACCTATAAGAACCCACTCACAATCCCACECTTTEETECTCACTAACCTCACTTAACAGTE 353
FV0200_CpG ACCTATAACAACCCACTCACAATCCCACECTTTEETCETCACTAACCTCACTTAACACTE 354
090000_CpG ACCTATAACAACCCACTCACAATCCCACECTTTECTCETCACTAACCTCACTTAACACTE 354

CH240-40N2_CpG
FV0200_CpG
090000_CpG

FEddtdFddd Attt At I A A A S A A S A A AR A A A AR A A R A A A d A A A A A AE

GETCTCTTACCTTGCTCAAAGGEE 3563
GETCTCTTACCTTGCTCAAAGGEG 3564

GETCTCTTACCTTGCTCAAAGGEE 3564
T T T R



Anhang

13.2.

Alignments der esrl Exons

13.2.1. Exonl

090000 Ezonl
ESR1_Exonl

0970512 Exonl
FV0307_Ezxonl
Fv0314_Exonl

090000_Ezonl
ESR1_Exonl
0970512 Exonl
FV0307_Ezxonl
Fv0314 Exonl

090000_Exonl
ESR1 Exonl

0970512 E=xonl
Fv0307_Ezxonl
Fv0314 Exonl

0920000_Ezxonl
ESR1_Exonl

0970512 Exonl
Fv0307_Exonl
Fv0314 Exonl

090000_Exzonl
ESR1_Exonl

0970512 Exonl
Fv0307_Exonl
Fv0314_FEzxonl

090000_Exzonl
ESR1_Exonl

0970512 Exonl
Fv0307_Ezxonl
FV0314 Ezonl

090000_Ezxonl
ESR1 Exonl

0970512 Exonl
FV0307_Ezonl
FVY0314 Ezonl

090000_Ezxonl
ESR1 Exonl

0970512 Exonl
Fv0307_Exonl
Fv0314_Ezxonl

090000_Exonl
ESR1_Exonl

0970512 Exonl
Fv0307_Exonl
Fv0314 _Exonl

090000_Exzonl
ESR]1_Exonl

0970512 Exonl
Fv0307_Exonl
Fv0314_FEzxonl

GCTCTTCTTCCAGETGCECCEECCEECTECTGACCCCTCTGCCECELEGEEEACACGETCTC
———————————— GETEECCEECCEECTGCTGAGCCCTCTECCECEEEEEEACACCGETCTC
GCTCTTCTTCCAGGTGGCCGECCEECTCCTGAGC CCTC TGCCCCEGEGEEEACACGETCTG
GCTCTTCTTCCAGETECCCEECCEECTCCTGAGC CCTCTGCCCCEEEEGEACACGETCTC

GCTCTTCTTCCAGETGGEC CEECCEECTCCTGAGCCCTCTGCCECELECEEEACGACCETCTG
e e

CGECCCECCCECEECCECTCATCATCACCATCACCCTCCACACCAAACCCTCCGGCATGEG
CeGCCEECCCECEECCECTCATCATGACCATGACCCTCCACACCARAGCGTCCGGCATGE
CGGCCCECCCGCGECCECTCATCATCACCATGACCCTGCACACCAAAGCCTCCGGCATGE
CEGCCCCECCCECECECCECTCATCATCACCATCACCCTCCACACCAAACCCTCCEGGCATEE
CeGCCEECCCECEECCECTCATCATCACCATCACCCTCCACACCAAAGCGTCCGGCATEG
B L

CCCTECTGCACCAGATCCAAGC CAACGACGC TECAGCCCCTGAACCGCCCGCAGC TCAAGA
CCCTECTECACCAGATCCAACCCARCGACC TECACCCCCTCAACCECCCGCACGCTCAAGA
CCCTGCTGCACCAGATCCAAGCCAACGAGC TGCAGCCCCTGAACCGCCCGCACCTCAAGA
CCCTECTGCACCAGATCCAAGCCAACGACC TECAGCCCCTGAACCCCCCGCACCTCAAGA

CCCTECTECACCACGATCCAAGCCARCGACC TECACCCCCTGAACCECCCGCACGCTCAAGA
B L e

TCCCCCTGEACCGECCCCTECEECCAGETCTACATGCGACACGCAGCAACCCCCCCEGTCGTACA
TCCCCCTECACCEECCCCTCCECCAGETCTACATCCACACCAGCARCCCCGCCETCTACA
TCCCCCTGRACCEECCCCTEECCCAGETCTACATGGACAGCAGCAAGCCCGCCGTGTACA
TCCCCCTGGACCGGCCCCTGECCCAGETCTACATGCGACAGCAGCAAGCCCGCCGTGTACA

TCCCCCTECACCEECCCCTEEECCAGETCTACATCCACACCAGCARCCCCGCCETCTACA
R

ACTACCCCGACGECCGCCGCCTACCACTTCAACGCCGCCECCCCCGCCTCCECGCCCETET
ACTACCCCGAGECCEGCCECCTACGACTTCAACGCCECEECCCCCECCTCCGCECCOCETCT
ACTACCCCGAGEECELCECETACGACTTCAACGCCECEECCCCCELCTCCGCGCCCETCT
ACTACCCCGACGEGCGCCGCCTACCGACTTCAACGCCGCGECCCCCGCCTCCGCGCCOCGTCT
ACTACCCCGACCCCGCCGCCTACCACTTCAACGCCECCECCCCCCCCTCCGCECCCETCT
L

ACGECCACTCCECCCTCCCCTACGECCCCEGETCCCACCCGCCECCETTCCECGCCAACG
ACGECCACTCCECCCTCCCCTACGEGCCCCEGETCCCACECEECEECETTCGECECCAACE
ACGGCCAGTCCEGCCTCCCCTACGECCCCEGETCCCACGCEGELEGCETTCCGECGCCAACG
ACGGCCAGTCCECCCTCCCCTACGECCCCEGETCCEAGCCGECECCETTCCGECGCCAACT

ACGECCACTCCECCCTCCCCTACGGCCCCEEETCCCACECEECECCETTCCECGCCAACE
e

GCCTECECECCTTCCCGCCECTCAACACCETETC TCCCAGCCCCCTGCTECCTCCTACACC
GCCTEEECECCTTCCCGCCECTCAACAGCETETC TCCCAGCCCECTEETEGCTCGCTACACC
GCCTECEEECCTTCCCECCECTCAACACCETECTCTCCCAGCCCECTGETECTCGC TACACC
GCCTECEGGCLTTCCCGCCECTCAACAGCETETC TCCCAGCCCGCTGETEGCTCCTACACC

GCCTGEEECECCTTCCCECCECTCAACAGCETETC TCCCAGCCCECTEETEGCTGC TACACC
L T T T

CGCCTCCGCAGCCRCTCTCCCCCTTCCTCCACCCGCACGGCCARCAGCTCGCCCTATTACC
CCCCTCCECACCCRCTCTCCCCCTTCCTCCACCCCCACGGCCAACAGGTEGCCCTATTACC
CeCCTCCECAGCCRCTCTCECCCTTCCTCCACCCGCACGGCCARCAGETECCCTATTACC
CGCCTCCGCACCCRCTCTCGCCCTTCCTGCACCCEGCACGGCCAACAGGTGCCCTATTACC
CGCCTCCGCAGCCRCTCTCGCCCTTCCTGCACCCGCACGGCCAACAGGTGCCCTATTACC
dhdddbddidddd FhddEddtdiidAAtr At A A A b At S b A A AA

TGCCAGRACGACGTCGAGCGCCTATGCCETGCGCGAAGCCGGCCCTCCCGCCTACTACAGET
TCCACRACGACTCGAGCGCCTATCCCETCCGCGRAGCCGECCCTCCCGCCTACTAC————
TCCAGRACGACTCCAGCECCTATCCCETCCGCCAAGCCEECCCTCCCEGCCTACTACAGET
TCCAGRACGACGTCGAGCGCCTATGCCETGC GCGAAGCCGGCCCTCCCGCCTACTACAGET
TCCACRACGACTCGAGCGCCTATCCCETGCGCGAAGCCGGCCCTCCCGCCTACTACAGET

dhdddddddddddAd bttt Addd A b A A d A At A A bt A A At A A A AL AL

AACCCGCGCCGCCCGCCGCGCCCCE 565
AACCCGCECCECCCGCCELGCCCCE 565
AACCCGCGCCGCCCGCCGCGCCCCE 565
AACCCGCGCCGCCCGECCGLGCCCCE 565

120
108
120
120
120

180
le8
180
180
180

240
228
240
240
240

300
288
300
300
300

360
348
360
360
360

420
408
420
420
420

480
468
480
480
480

540
524
540
540
540
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13.2.2. Exon?2

FV0307_Exon2
Fv0314 Exon2
0970512_Exon2
090000_Exon2
ESR1__Exon2

FV0307_Exon2
Fv0314 Exon2
0970512_Exon2
090000_E=xon2
ESR1l__Exon2

FV0307_Exon2
Fv0314 Exon2
0970512_Exon2
090000_Exon2
ESR1__Exon2

FV0307_Exon2
Fv0314 Exon2
0970512 _Exon2
090000_Exon2
ESR1__Exon2

FV0307_Exon2
Fv0314 Exon2
0970512_Exon2
090000_Exon2
ESR1__Exon2

13.2.3. Exon3

090000_Exon3
0970512 _Exon3
FV0307_Exon3
Fv0314 Exon3
ESR1_Exon3

090000_Exon3
0970512 _Exon3
FV0307_Exon3
FV0314 Exon3
ESR1_Exon3

090000_Exon3
0970512 Exon3
FV0307_Exon3
FV0314 Exon3
ESR1_Exon3

TTTCTAATGTTAATGCATTCACTGCG TTTT TTTTTTGT ITTETTTITGTTTTTTC TCCTAT
TTTCTAATGTTAATGCGATTCACTGCG TTITTTITTTCT ITTGTTITGTTTTTTCTCCTAT
TTTCTAATGTTAATGCGATTCACTGGGTTTTTTTTTTGT TTTGTTTTGTTT TTTC TCCTAT
T TCTAATGCTTAATGCATTCACTGCG TTTTTTITT-CTITTCTTTTGTTTTTTC TCCTAT

TTTTTTTCCCCAGGCCARATTCAGATAATC GACGCCAACCTECCAGACGAGAGATTGGCCA
TTTTTTTCCCCAGGCCARATTCAGATAATC GACGCCAAGCTGGCAGACGAGAGATTICEGCCA
TTTTTTTCCCCAGGCCARATTCAGATARTC GACGCCAAGCTCGCAGAGAGAGATTEGCCA
T TTTTTCCCCAGGCCARATTCACGATAATC GACGCCAACCTEGCAGACGAGAGATTGGCCA

—————————— CAGGCCARATTCAGATAATC GACGCCAAGCETCGCAGAGAGAGATTCGGCCA
R e R R e

GTACCAGTGACAAGGCAAGCATGCCCATGEAATC TCCCAAGGAGACTCECTACTEGTGCAG
GTACCAGTGACAAGGCGARAGCATGCCCATGEAATCTCGCCAAGGAGACTCECTACTGTGCAG
GTACCAGTGACAAGGGAAGCATGGCCATGGAATC TCGCCAAGGAGACTCGCTACTGTGCAG
GTACCAGTGACAAGGCCAAGCATCCCCATGEAATC TCCCAAGCAGACTCGCTACTGTGCAG

GTACCAGTGACAAGGCGARAGCATGCCCCATCGEAATCTGCCAAGGAGACTCECTACTGTGCAG
e R g R e R L R e et

TETGCAATCGACTATCCCTCAGGCTACCATTACGGAGTT TCGETCTIGCCAGGGCTGTAAGG
TCTCCAATGACTATCCCTCAGGCTACCATTACGGAGCTT TGCTCTTIGCCAGGGCTCGTAAGG
TGTGCAATGACTATGCCTCAGGCTACCATTACGGAGTT TGGTCTTGCGAGGGCTGTAAGG
TGTGCAATCACTATGCCTCAGGCTACCATTACGGACGTTTGCGTCTTGCGAGGGCTGTAAGG

TGETGCAATGACTATCCCTCAGGCTACCATTACGGAGTT TGECTCTTCCCAGGGCTCTAAGG
L L Rt g E e St e T

CCTTCTTCAAGAGAAGTATTCAAGCTAATACTGTCTTCGCARACAACTCATCCCATTTT 29
CCTTCTTCAAGAGAAGTATTCARGCTAATACTGTGTTGCARACAACTCATCCCATTTT 29
CCTTCTTCAAGAGAAGTATTCAAGCTAATACGTCTCTTGCAAACAACTCATCCCATTTT 29
CCTTCTTCAAGAGAACTATTCAACCTAATACTGTCTTCCARACAACTCATCCCATTTT 29

CCTTCTTCAAGAGAAGTATTCAAGG 19
AEdhdkArh A RAA AR AR A F ARG A AR

TCTGTCCTC T TCCT TTTCATAGGACATAATGACTACATETGTCCGGCCACCAACCAGTGC
TCTCETCCTCTIGCTTTTCATAGGACATAATGACTACATETCTCCGGCCACCAACCAGTGC
CTETCCTCTTGCT TTTCATAGCGACATAATGACTACATETGTCCEGGCCACCAACCAGTGC
TCTGETCCTCTTGCT TTTCATAGCGACATAATCGACTACATCGTGTCCGGCCACCAACCAGTGC

= ——AGGACATAATGACTACATGCTCTCCGGCCACCAACCAGTGC
AhAhAAAA AR FAAR A AR AR R A AR AR bRk AR AR AR R A AR

ACGATTGATAAARAACAGGAGGAAGAGCTGTCAGGCCTGCCCECTACGCAAGTGC TATGAA
ACGATTGATAAAAA CAGGAGGAACGAGCTCTCAGGCCTGCCCECTACGCAACGTGC TATGAA
ACGATTGATARARA CAGGAGCARGAGCTCGTCAGGCCTGCCGECTACGCAACTGC TATGAA
ACGATTGATAAAAA CAGCAGGCAAGAGCTGTCAGGCCTGCCCECTACGCAACTCGC TATGAA

ACGATTGATAARAARA CACCAGGARAGAGCTCTCAGGCCTGCCCECTACGCAACGTGC TATGAA
B L B R s

GCTGEGCATCATCGARAGCCGCTAGGTACCTTGEGACCCAGEECACCCACCTTCCCACCTGCC
CIGEGCATGATCAAACCCGCTAGGTACCTTGEGACCCAGGGCACCCACCTTCCCACCTGCC
GCrGEGCATGATCARACGCGCGCTAGGTACCTTGEACCCAGEECACCCACCTTCCCACCTGCC
GCTGEGCATCGATCGARAGCCGCTAGGTACCTTGEACCCAGEECACCCACCTTCCCACCTGCC

GCTGEGCATGATCGAAACGCGG—— —
et E s R TS Ly

60
60
60
59

120
120
120
119
50

180
180
180
179
110

240
240
240
239
170

8
8
8
7
5

&0
60
60
60
40

120
120
120
120
100

180
180
180
180
120
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13.2.4. Exon4

ESR1_Exoni

090000_Exond
FV0307_Exond
0970512 _Exond
Fv0314_Exond

ESR1_Exonid

090000_Exond
FV0307_Exond
0970512 Exond
FV0314 Exond

ESR1_Exond

090000_Exond
FV0307_Exond
0970512 _Exond
Fv0314 Exond

ESR1_Exond

090000_Exond
FV0307_Exond
0970512 _Exond
Fv0314 Exond

ESR1_Exond

090000_Exond
FV0307_Exond
0970512 _Exond
Fv0314 Exond

ESR1_Exond

090000 _Exond
FV0307_Exond
0970512 Exond
FVv0314 Exond

ESR1_Exonid

090000_Exond
FV0307_Exond
0970512 _Exond
Fv0314 Exond

———————— G TACGCAAACGACCCAACAGCAGECAGAATCTTCAAGCACAAGTC GCCAGA
TGTTCTCAG TACCCAAAGACCGAAGAGGAGECAGAATCTTCAAGCACAAGCGCCAGA
TGTTCTCAG TACCGAAAGACCGAAGAGGAGEGAGAATEGTTCGAAGCACAAGC GCCAGA
TGTTCTCAG TACCGAAACGACCCAACAGGAGECACAATCGT TCAAGCACAAGC GCCAGA
TGTTCTCAG TACGCCAAACGACCCAAGAGGAGECAGAATCTTCAAGCACAAGCGCCAGA

Fh AEAEFAETAAAAT A A AN AL AAT LA AR A AR A A AR A A AT A A A AL AR A A AL AR

GAGATCATCCGCAGGECAGCRACGAAGCGETEGCCCTCCGEAGACATGAGAGCTGCCAACC
GAGATCATGGGCAGGECAGCAACGAAGCEETEGCCCTCCEGAGACATCGAGAGCTGCCAACC
GAGATCATGCGCAGCGECAGCAACGRACGCEETECCCTCCEGEAGACATGAGAGCTGCCAACC
GAGATCATCGGCAGGECAGCAACGAAGCEGETECCCTCCGEAGACATGAGAGCTGCCAACC

GAGATCATCGGCCAGGECAGCAACGAAGCEETECCCTCCEEAGACATGAGCAGUTGCCAALC
B L R i

TTTCGCCAAGCCCCATCATCATTARACACACTAAGAAGAACAGCCCGETGTICTCCCTGA
TTTGEGCCAAGCCCCATCATCATTARACACACTAAGAAGAACAGCCCGGTGTTGTCCCTGA
TTTEGCCAAGCCCCATCATGATTARAACACACTAAGRAGAACAGCCCGETGTTGTCCCTGA
TTTEGCCAAGCCCCATCATCGATTARACACACTAAGAAGAACAGCCCGEGTGTTGTCCCTGA

TTTGGCCAAGCCCCATCATCATTARACACACTAAGAAGAACAGCCCGGTGTTGTCCCTGA
FAFF AR AF AR AR AR AR AR A AR A AR A AR A A R AR AR A A AR A AR b d A d b b A h A b A A A AR

CAGCTCACCAGATGATCACGTGCCTTGCTCGEAGCGC TGAGCCCCCCATAATC TATTCTGAGT
CAGCTCACCAGATCGATCAGTGCCTTGCTCEAGGC TGAGCCCCCCATAATC TATTCTGAGT
CAGCTCACCAGATGATCAGTGCCTTGCTGEAGGC TGAGCCCCCCATAATC TATTCTGAGT
CAGCTCACCAGATCATCACTCGCCTTGCTCEAGGC TGAGCCCCCCATAATC TATTCTGAGT

CAGCTCACCAGATCGATCACTGCCTTGCTCEAGGC TGAGCCCCCCATAATC TATTCTGAGT
e e R R

ATGACCCTACCAGACCTTTCAGTGAGGCTTCAATGATGGGCTTGCTCGACCAACCTTGCAG
ATGACCCTACCAGACCTTTCAGTGAGGCTTCAATGATGGGCTTCGCTCGACCAACCTTGCAG
ATGACCCTACCAGACCTTTCAGTGAGGCTTCAATGATGGGCTTGCTGACCAACCTTGCAG
ATGACCCTACCAGACCTTTCAGTGAGGCTTCAATGATGGECTTGCTGACCAACCTTGCAG

ATGACCCTACCAGACCTTTCAGTGAGCGCTTCAATGATGGGCTTCGCTGACCAACCTTGCAG
L L L R e i i iRt

ACAGGGACCTCGTACACATGATCAACTGCGCCARAGAGGEGTGCCAGE—————————————~
ACAGGGAGCTGGTACACATGATCAACTGGCCAAAGAGGEGTGCCAGEGTAAGAAGACCAAGC
ACAGGGAGCTCEGTACACATGATCAACTGCCCARAGAGGGTGC CAGEGTAAGAAGACCAAGC
ACAGGGACCTCGTACACATGATCAACTCGCCARAGACGGCTGCCAGGTAAGAACACCAAGC

ACACGGAGCTGGTACACATGATCAACTEGCCARAGAGCEGTGCCAGGTAAGAAGACCAAGC
L L s e R e

TTGACTTTTATTTTGAACAGCCATTCACTATTCATGAACAGGTTGCCATACGTACCATGG
TTGACTTTTATTITGAAGAGCCATTCACTATTCATGAACAGGTTGCCATACGTACCATGG
TTGACTTTTATTITGAACAGCCATTCACTATTCATGAACAGGCTTGCCATACGTACCATGG
TTGACTTTTATTITGAACAGCCATTCACTATTCATGAACAGETTGCCATACGTACCATGG

52
60
60
60
60

112
120
120
120
120

172
180
180
180
180

232
240
240
240
240

292
300
300
300
300

338
360
360
360
360

420
420
420
420
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13.2.5. Exon5

FV0307_E=xonb
090000_E=xonb
0970512 _Exonb
Fv0314 Exonb
ESR1 Exonb

FV0307_Exonb
090000_Exonb5
0970512 Exonb
FV0314 Exonb
ESR1_Exonb

FV0307_Exonb
090000 _Exonb
0970512 _Exonb
Fv0314 Exonb
ESR1_Exonb

FV0307_E=xonb
090000_Exonb
0970512 Exonb
FV0314 Exonb
ESR1_Exonb

13.2.6. Exon6

Fv0314 Exoné
ESR1_Exoné

FV0307_Exoné
0970512 _Exoné
090000_Exoné

Fv0314 Exoné
ESR1_Exoné

FV0307 Exoné
0970512_Exoné
090000_Exoné

FV0314 Exoné
ESR1_Exoné

FV0307_Exoné
0970512 _Exoné
090000_Exoné

Fv0314 Exoné
ESR1_Exoné

FV0307_Exoné
0970512_Exoné
090000_Exoné

ATTTGAGTCAGGECACGATTTCTTGTC TCATTTCAGCATTTGCTGCATCTGGCCCTCCATGA
ATTTGAGTCAGGECAGATTTCTTGTC TCATTTCAGGATTTGTGCATCTGGCCCTCCATGA
ATTTGAGTCAGGCCACATTTCTTCTC TCATTTCAGGATTTGTGCGATCTGGCCCTCCATGA
ATTTGAGTCACGGCCACATTTCTTETC TCATTTCAGGATTTGTGCATCTCGGCCCTCCATCGA

= =—CAGGATTTGTGCATCTGGCCCTCCATGA
AhAAARAARR AR AR AR AR AR AA AR

TCAAGTCCACCTITTGGAATCTGCCTGECCTAGAGATCCTCATGATTGECTCTTCTCTGGLG
TCAAGTCCACCTITTGGCAATCTGCCTGECTAGAGATCCTCATCGATTGETCTTCTCTGGCG
TCAAGTCCACCTTITTGCAATCTCCCTGGCTAGAGATCCTCATGATTGCTCTTCTCTGGCG
TCAACTCCACCTITTGGAATGTGCCTGGCTAGAGATCCTCATGATTGCTCTTCTCTGGLG

TCAARGTCCACCTTITTGGAATGTGCCTGGCTAGAGATCCTCATGATTGETC TTCTCTGGCG
L L e e e R s

CTCCATGCAGCATC CAGGGAAGCTCCTATT TCCTCCTAACCTICTCCTGGACAGGTGAGT
CTCCATGCAGCATC CAGGGAAGCTCCTATTTCCTCCTAACCTTCTCCTGGACAGGTGAGT
CTCCATGGAGCATC CAGGGAAGCTCCTATT TCCTCCTAACCTTCTCCTGGACAGGTGAGT
CTCCATGCAGCATCCAGGGAAGCTCCTATT TGCTCCTAACCTTCTCCTGGACAGGTGAGT

CTCCATGCAGCATC CAGGGAAGCTCCTATTTGCTCCTAACCTTCTCCTGGACAGG—————
e R R e S e

GACCTAGCTGTACC TTCEGCAAAGTACATCCCTGAGAATCACCAGTTTTATACTGAATAC
GACCTAGCTGTACC TTCGGCAAACTACATC CCTCGAGAATCACCACGTTTTATACTGAATAC
GACCTAGCTGTACC TTGEGCAAAGTACATCCCTGAGAATCACCAGTTTTATACTGAATAC
GACCTAGCTGTAGCCTTGCGGAAAGTACATCCCTGAGAATCACCAGTTTTATACTGAATAC

TCTITCTGEAATT T T T T TG TGC TTTAATATT TTTC TC TG TGTGTGTT TTCATAGGAACCAG
= —AGGAACCAG
TCTITCTGEAATTT T TT TG TGCTTTAATATT TTTC TCTGTGTG TCTT TTCATAGGARCCAG
TCTITCTGEAATT T T TTTCTGCTTTAATATT TTTC TCTGTGTCTCTT TTCATAGGAACCAG

TCITCTGeEAATT T T TT TG TGCTTTAATATT TTTC TCTGTCTGTCTT TTCATAGGAACCAG
FhEdhkEAAE

GGARAATCTCTGCAACGCATCGTGGAGATC TTTCACATGTTGCTGGCTACTTCGTCTCGG
GCARAATCTGTCCAAGCCATCCTGEAGATC TTTCACATCTTGCTGECTACTTCGTCTCGE
GGARAATCTCTCCAACGCATGCTGCAGATC TTTCACATCTTCCTGGCTACTTCCTCTCGG
GGARARATCTCTGCAAGCGCATGCCTGGAGATC TTTCACATCTITGCTGEGCTACTTCGTCTCGE

GEARAATCTGCTCCAAGGCATGCTGCAGATC TTTCACATGCTTGCTGECTACTTCGTCTCGE
L L L

I CCGTATGCATGAATC TCCAGCCAGAACGAGTTTC TCTGCCTCAARATCCATCATCTTGCTT
T CCGTATCATCAATC TCCAGGCAGAAGAGTTTC TCTGCCTCAAATCCATCATCTTGCTT
I CCCTATGCATCAATC TCCAGGCAGAAGAGTTTC TCTGCCTCAAATCCATCATCTTGCTT
I CCGTATCATGAATC TCCAGCCAGAACGACTTTC TCTCCCTCAAATCCATCATCTTGCTT

TTCCGTATCATCGAATC TCCAGGGAGAAGAGTTTC TCTGCCTCAAATCCATCATCTTGCTT
L R R e S R

AATTCTGETGAGTCAATCACATGECARAATTTAATGCCAAGTTACTGCGAAGAAACATTTA
AATTCTGG—— —
AATTCTGETGAGTCGARTCACATCEGCAARATTTAATGCCAAGTTACTGCGAAGAAACATTTA
AATTCTGETGAGTCAATCACATCEGAARA TTTAATCGCCAAGTTACTGGAAGAAACATTTA

AATTCTGETGAGTCGAATCACATGECARAAA TTTAATCGCCAAGTTACTGCGAAGAAACATTTA
dhdkhdkd

60
60
60
60
28

120
120
120
120
88

180
180
180
180
143

240
240
240
240

60

60
60
60

120
69

120
120
120

180
129
180
180
180

240
137
240
240
240
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13.2.7. Exon7

090000_Exon7
FV0307_Exon7
0970512 _Exon7
Fv0314 _Exon7
ESR1_Exon7

090000 _Exon7
FV0307_Exon7
0970512 Exon7
Fv0314 Exon7
ESR1_Exon7

090000_Exon7
FV0307_Exon7
0970512 _Exon7
Fv0314 Exon7
ESR1_Exon7

090000 _Exon7
FV0307_Exon7
0970512 Exon7
FV0314 Exon7
ESR1_Exon7

090000_Exon7
FV0307_Exon7
0970512 _Exon7
FV0314 Exon7
ESR1_Exon7

GCACTGTCTCAGTATCACCCCTTATCCGCTTTGAGTCTCTCTCTCTTTCTCTGCACATTC
GCACTGTCTCAGTATCACCCCTTATCCGCTTTGACGTCTCTCTCTCTTTCTCTGCACATTC
GCACTGTCTCAGTATCACCCCTTATCCGCTTTGAGTCTCTCTCTCTTTCTCTGCACATTC
GCACTGTCTCAGTATCACCCCTTATCCGCTTTGAGTCTCTCTCTCTTTCTCTGCACATTC

= -=ATTC
*Ah kK

AGGAGTGCTACACATTTCTGTCCAGCACTCTGAGGTCTC TCCAAGAGARAAGGACCACATCCA
AGGAGTGCTACACATTTCTGTCCAGCACTCTGAGGTCTC TCCAAGAGAAGGACCACATCCA
AGGAGTGTACACATTTCTCTCCAGCACTCTCGAGGTCTC TGCCGAAGAGAAGGACCACATCCA
AGGAGTGCTACACATTITCTGTCCAGCACTCTGAGGTCTC TCCAAGAGARAAGGACCACATCCA

TGEAGTGTACACATTITICTGTICCAGCACTCTGAGGTCTC TGCGAAGAGAAGGACCACATCCA
L e e e e L Ry

CCGCCTCCTGCACAACATCACAGACACCTTGATCCATC TGATGECCAAAGCAGGCCTGAC
CCGUGTCCTGCACAAGATCACAGACACCTTGATC CATC TCATGGCCAAAGCAGCCCTGAC
CCGCCTCCTCCACAACGATCACACACACCTTGATCCATC TGATGGCCAARGCAGGCCTGAC
CCGCCTCCTGCACAACGATCACAGACACCTTGATC CATC TCGATGECCAARAGCAGGCCTGAC

CCGUGTCCTGCACAACGATCACAGACACCTTGATC CATC TCATGGCCAAAGCAGCCCTGAC
B R L e

TCTECAGCAGCACCACCEECETCTEGCCCAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCA
TCTECAGCAGCACGCACCEECETCTGEGCCCAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCA
TCTGECAGCAGCAGCACCEGECETCTEEGCCCAACTCCTCCTCATCCTC TCTCACTTCAGGCA
TCTGECAGCAGCAGCACCGEGCEGTCTGGCCCAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCA

TCTECAGCAGCACCACCEECETCTGEGCCCAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCA
L T T R g

CATCAGCTCGAGCCCTCCTTCEGTTTC TCTCGCAGCARAGATGTAAGGCAATCCA 294
CATCAGCTCAGGCCTCCTTGEGTTTC TCTCGCAGCARAGATCTAAGGGAATCCA 294
CATCAGGTGAGCCCTCCTTGECTTTCTCTCGCAGCARAAGATC TAAGGGAATCCA 294
CATGCAGCTCAGCCCTCCTTCEGGTTTC TCTCGCAGCARAGATGTAAGGCAATCCA 294

CATGAG 190
*kkkhd

60
60
60
60

120
120
120
120
64

180
180
180
180
124

240
240
240
240
184
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13.2.8. Exon8

Fv0314_Exon8
ESR1_Exon8

FV0307_Exon8
0970512 Exon8
090000_Exon8

Fv0314 Exond
ESR1_Exzon8

FvV0307_Exon8
0970512 Exond
090000_Exon8

FV0314 Exon8
ESR1_Exon8

FvV0307 Exond
0970512 _Exon8
090000_Exon8

FvV0314_Exon8
ESR]1_Exon8

FV0307_Exon8
0970512 Exon8
090000 Exoni

Fv0314_Exon8
ESR1_Exon8

FV0307_Exon8
0970512 _Exon8
090000_Exon8

FV0314_Exons8
ESR1_Exon8

FvV0307 Exond
0970512 Exon8
090000 Exon8

Fv0314_Exzon8
ESR1_Exon8

FV0307_Exon8
0970512 _E=xon8
090000_Exon8

FV0314_Exon8
ESR1_Exon8

FV0307_Exon8
0970512 _Exon8
090000_Exon8

FV0314_Exons8
ESR1_Exon8

FvV0307 Exon8
0970512 Exon8
090000 Exon8

Fv0314_Exzond
ESR1_Ezon8

Fv0307_Exzond
0970512 _Exon8
090000_Exon8

TGAGGC TGATCTEAGCGETCCTETCTGTGTCTCCCCTCCTGCAGCAACAAAGCCATGGAG
= AGCAACRAAGGCATGGAG
TEAGGC TEETCTEA-CCGECTCCTETCTETEGTCTCCCCTCCTEGCAGCARCAAAGGCATGGAG
TEAGGC TERTCTEAGCGETCCTETCTGTGTCTCCCCTCCTGCAGCAACARAGCCATGGAG

TCAGEC TERTCTGAGCGETCCTETCTECTCTCTCCCCTCCTEGCAGCAACAAAGCCATGGAG
thEAdddE kA A A A A A AL

CATCTATACAGCATGAAGCTGCARGAACCTGETGCCTCTCTACGACCTGCTGUTGGAGATG
CATCTATACAGCATGAACTCCAAGAACCTCETGCCTCTCTACGACCTGCTGCTCGGAGATG
CATCTATACAGCATGAAGCTGCAAGRACGTGGTGCCTCTCTACGACCTGCTGCTGGAGATG
CATCTATACAGCATGAAGTGCAAGARACCTGGTECCTCTCTACCACCTGCTEGCTEGAGATE
CATCTATACAGCATGAAGTCCAAGAACCGTCETCGCCTCTCTACGACCTGCTECTEGAGATE
FhEkbkdidrddt it bbbt Rt d At bbb A At At A At d AR A A A E AR A AL A

CTGGATCGCCCACCECCTGCACGCCCCAGCCAACT
CTEEATGCCCACCECCTCCACGCCCCAGCCAACT
CTGGATGCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACT
CTGGATGCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACT GGAGCGCACCTCCAGAGGACGTG

CTGGATGCCCACCGCCTCCACGCCCCAGCCAACT GGAGCGECACCTCCAGAGGACGTG
B L T e

GCAGCGCACCTCCAGAGGACCTG
GGAGCECACCTCCAGAGGACGTG
GGAGCGCACCTCCAGAGGACGTG

AATCAGAGCCAGCTGGCCCCCACTEECTGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTAC
AATCAGAGCCAGCTGECCCCCACTGECTGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTAC
AATCAGAGCCAGCTGGCCCCCACTEGCTGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTAC
AATCAGACCCAGCTGECCCCCACTGECTEGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTAC

AATCAGAGCCAGCTGECCCCCACTGECTGCACTT CATCGCATTCCTTGCAAACATATTAC
e g e e s

ATCACTGCGCGAGCCAGAGAATTTCCC CAGCACAGTCTCAGAGTTCCCCCGCTCCCCGECCA
ATCACTGGGGAGECAGAGAATTTCCC CAGCACAGTCTGAGAGTTCCCCCGCTCCCCGCCA
ATCACTGGGGAGCCAGAGAATTTCCCCAGCACAGTCTCGAGAGTTCCCCCGCTCCCCGCCA
ATCACTGGGGAGECAGAGAATTTCCCCAGCACAGTCTCGAGAGTTCCCCCGCTCCCCGCCA
ATCACTGGGGAGECAGAGAATTTCCCCAGCACAGTCTCAGAGTTCCCCCGCTCCCCGCCA
*hEhkEAFEA AL A A F R A I A A A A A LA A AR LA TR AR AR A AT A AR A A AL AL

AGCTTCTCAGAATC CCTETTGCACTT TACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTG
AGCTTC TCAGAATC CCTETTECACTT TACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTG
AGCTTC TCAGAATC CCTETTGCACTT TACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTG
AGCTTCTCAGAATC CCTETTGCACTT TACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTG

AGETTCTCAGAATC CCTCTTGCACTTTACCCACATCATCCATCACTCTAGCCGAATTCTG
LRt e A e R s e s e A R e R e R

CCCCTGCACACACTCTTCGCATCGCACCCACCACGGGCTTTCTGATC TGCATGGCCATTCA
CCCCTGCACACACTCTTGCGCATGCACCCACCACGGECTTTCTGATGTGCATGGC CATTCA
CCCCTGCACACACTCTTGGCATGCACCCACCACGGGCTTTCTGATG TGCATGGC CATTCA
CCCCTGCACACACTCTTGGCATGCACCCACCACGGGCTTTCTGATETGCGATGGCCATTCA

CCCCTGCACACACTCTTGGCATGCACCCACCACGGGCTTTCTGATGTGGATGGCCATTCA
L e e

TTCGCTCACTCACTTCTACGTGGCACGCCTTETTTTCGEAACAGCCARAAGGEATTCCAGG
TTCGCTCACTCAGCTTCTACGTGECACGCCTTETT TTCGCAACAGCCAAAGGEATTCCAGG
TTCGCTCACTCACTTCTACGTGECACGCCTTETT TTGCGCAACAGCCARAGGEATTCCAGG
TTCGCTCACTCAGCTTCTACGTGCCACGCCTTETTTTCGGAACAGCCARAGGLATTCCAGG
TTCGCTCACTCACTTCTACGTGECACGLCTTETTTTGCGCAACAGCCARAGGEATTCCAGS
*hAtEAdAdt At At A At A A d A AL AR A A A A A A A A A A A A I LA A A A A LA A A A AL AL AL AL

GCCTCATT I C T T TG T TACCETICTCTC TC TC TC TC TGCC TTTGCTACCTTACTCAGCACGA
GCTC AT T T C T T TG T TACCGTICTCTC TC TC TC TC TGCC TTTGCTACCTTACTCAGCACGA
GCTCATTTC T T TG T TACCGTTICTCTC TCTCTCTC TGCCTTTGCTACCTTACTCAGCACGA
GCTICATTICTITGCT TACCGTTCTCTC TCTCTCTC TGCCTTTGCTACCTTACTCAGCACGA

GCTCATT T C T T TG T TACCGTTCTCTC TCTCTCTC TGCCTTTGCTACCTTACTCAGCACGA
B L L L

GEATTCACCTAGCGCTTCATGACTCGAGCTCGETC TCCCAGCTGGET TCAGATGACTGTC
GGATTCACCTAGCGCTTCATGACTGAGC TCGETC TCCCAGCTGEGTTCAGATGACTGTGC
GGATTCACCTAGCGCTTCATGACTGAGCTCGETC TCCCAGCTGGGTTCAGATGACTETGC
GEATTCACCTAGCGCTTCATGACTGAGCTCGETC TCCCAGCTGGGTTCAGATGACTGTEC

GGATTCACCTAGCGCTTCATGACTGAGCTCGETC TCCCAGCTGGGTTCAGATGACTGTGC
e e R et S

60
18
59
60
&0

120
78

119
120
120

1380
138
179
180
180

240
198
23¢9
240
240

300
258
299
300
300

360
318
359
360
360

420
378
419
420
420

480
438
479
480
480

540
198
B3¢
540
540

600
558
599
600
600



Anhang
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FV0314 Exon8
ESR1_Exoné8

FV0307_Exon8
0970512 Exon8
090000_Exon8

FV0314 Exon8
ESR1_Exon8

FV0307_Exon8
0970512 _Exon8
090000_E=xon8

ACTTTAGCTATTTGTGACCCGEECCTGCAGAGTGGACATTTCACCTCCETGAACGTGARG
ACTTTAGCTATTTGTGACCCGEGCCTCCAGACTGCACATTTCACCTCCCTGAACGTGAAG
ACTTTAGCTATTIGTEACCCGEECCTGCAGAGTCCACATTTCACCTCCETGAACGTGARG
ACTTTAGCTATTTGTGACCCGEECCTGCACGACTECACATTTCACCTCCCTGRAACGTGARAG

ACTTTAGCTATTIGCTGACCCGEECCTCCACGACTGCACATTTCACCTCCCTGAACGTGAAG
L e e e e e e e e

CACTTTTTAATGGATCTCGAGCATCAGCCACAGGARAGAACTGAAAGTGE 709
CAC——- —-—— 621
CACTTTTTAATCCATCTCAGCATCAGCCACAGGARAGAACTGAAAGTCEG 708
CACTTTTTAATGGATCTCGAGCATCAGCCACAGGARAGAACTGAAAGTGE 709

CACTTTTTAATCCEATCTCAGCATCAGCCACAGCAAAGAACTGAAAGTGE 709
hdk

660
618
659
660
660



Anhang
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13.3. Alignment der mRNA des Ostrogenrezeptors

090000_mRNA
0970512_mRNA

NM_001001443.1

FV0307_mRNA
FvV0314 mRNA

090000_mRNA
0970512 _mRNA

NM 001001443.1

FV0307_mRNA
Fv0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.1

FV0307_mRNA
FvV0314 mRNA

090000_mRNA
0970512_mRNA

NM 001001443.1

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.1

FVO307_mRNA
FV0314 mRNA

090000_mRNA
0970512_mRNA

NM_001001443.1

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

0920000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.1

FVO307_mRNA
Fv0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _001001443.1

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _001001443.1

FV0307_mRNA
Fv0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM_001001443.1

FV0307_mRNA
FV0314 mRNA

—=-GGETGGECCGECCEGECTECTGAGC CCTCTEC
—=GGTGGCCGECCEGECTGCTGAGC CCTC TG
CATTTCTGGARACGACGCTCTTGATC CAGCAGGE TEGCCEEC CEEC TECTCGAGC CCTCTEC
—=CETECCLCECCEECTECTGAGC CCTCTCEC

——GETGECCEECCEECTECTGAGCCCTCTGC
e R

CGCEEEEECAGACGETCTGCGEGLCGGCCCELGECCGCTCATCATGACCATGACCCTGCAC
CGCEELEEEAGACGETCTGCEGLCEHECCCECGECCGCTCATCATGACCATGACCCTGECAC
CECEEGCEEEACGACCGETCTECECCCEECCCECGECCECTCATCATGACCATGACCCTECAC
CECEELEGEECAGACGETCTECEGCCEECCCECGECCECTCATCATCGACCATGACCCTGCAC
CGCGEGEEEEAGACGETCTECEGCCEECCCECGECCEGCTCATCATCGACCATGACCCTGCAC
dhdhdddbbbdddtddi bttt bdtd bbb b bA A At b b A b A A A AL A AL LA AL AL

ACCAAAGCGTCCGGCATEGCCCTCGCTEGCACCAGATCCAAGC CAACGAGC TGHAGCCCCTG
ACCAAAGCGTCCGECATEECLCTEGCTEGLACCACGATCCAAGC CAACCGAGC TCGAGCCCCTG
ACCARAGCGTCCCGCATGGCCCTGCTEGCACCAGATCCAAGC CAACGAGC TGGAGCCCCTG
ACCAAAGCGTCCGECATEECCCTGCTECACCAGATCCAAGC CAACCGAGC TGCAGCCCCTG

ACCAAACCETCCGGCATEGCCCTECTECACCAGATCCARGC CAACGAGC TGCAGCCCCTE
hhkkhkkdtkd kbbb dht bk bbbt kA b r kb kb Ak A d kbR kb bkt kA

AACCGCCCGCAGCTCAAGATCCCCCTGEAGCGECCCCTEECCCAGETETACATGGACACC
AACCGCCCGCAGCTCAAGATC CCCCTGEAGCGECCCCTEEECCAGETETACATEGACACC
AACCGCCCECAGCTCAAGATC CCCCTEEAGCGECCCCTEEECCAGETETACATGGACACC
AACCGCCCGCAGCTCAAGATC CCCCTEHEAGCGGCLCCTEEECCAGEGTGTACATGGACAGT

AACCGCCCECAGCTCRACGATC CCCCTECAGCGECCCCTEEGCCAGETCTACATCGACAGT
e R R

AGCAACCCCGCCCTETACAACTACCCCEAGGCC GCCECETACGACTTCAACGCCGCGGCT
AGCAACCCCGCCCTETACAACTACCCCEAGGEC GLCCCETACGACTTCAACGCCGCGECC
AGCAAGCCCGCCCTETACAACTACCCCEAGGCCGLCGCCTACGACTTCAACGCCGCGGCC
AGCAACCCCGCCCTETACAACTACCCCEAGGCC GLCCCETACGACTTCAACGCCGCGGCC

AGCAAGCCCGCCCTETACAACTACCCCGAGGGCGLCCCCTACGACTTCAACGCCGCGGCC
Rt e e L L LR L e e

CCCECCTCCGCGC CCETCTACGECCAGTCGEEC CTCCCCTACGGCCCCEEETCCGAGECE
CCCGCCTCCGCGC CCETCTACGECCAGTCEGGC CTCCCCTACGGC CCCEGGTCCGAGECE
CCCGCCTCCGCEC CCETCTACGGCCAGTCGGGC CTCCCCTACGGC CCCEGETCCEAGECE
CCCECCTCCGLGC CCETCTACGECCAGTCEEGGC CTCCCCTACGGUCCCEEETCCGAGECE

CCCGCCTCCECECCCETCTACGECCAGTCCGECECCTCCCCTACGCCCCCGGETCCRAGECE
e R e e e

GCGECETTCGECGCCAACGEC CTGEGEECCTTC CCGCCECTCAACAGCETGTC TCCGAGC
GCGECETTCGECGCCAACGEC CTEEGEECCTTC CCGCCGCTCAACAGCCETEGTC TCCGAGC
GCGECETTCCECECCAACGEC CTEEGEECCTTC CCGCCECTCAACAGCGTGTC TCCGAGC
GCGECETTCGECGCCAACGECCTGGGEECCTTC CCGCCECTCAACAGCGTEGTC TCCGAGC

GCEECETTCGECECCAACGEC CTEEEGECCTTCCCGCCECTCAACAGCETCGTC TCCGAGT
B L s

CCGCTGETECTGC TACACCCECCTCCEGCAGCCRCTCTCGCCCTTCCTGCACCCGCACGET
CCGCTGGTECTEC TACACCCECCTCCEGCAGCCRICTCTCECCCTTCCTGCACCCGCACEET
CCGCTEETECTEGC TACACCCECCTCCGCAGCCRCTCTCECCCTTCCTECACCCGCACGEC
CCECTEETECTEC TACACCCECCTCCECACGCCRCTCTCECCCTTCCTGCACCCGCACGEC
CCECTCETECTEC TACACCCECCTCCGCAGCCRCTCTCECCCTTCCTGCACCCGCACGEC
EhEAdEdAE AL AL A I AL AR LA A AT A A A I A AL FAFAEAE R A RS A A E A A AR AL AL A AL

CAACAGCTGCCCTATTACCTGGAGAACGACTCCGAGCGGCTATGCGETGC GCGAAGCCGGEC
CAACAGGTGCCCTATTACCTGGAGAACCACTCCAGCGECTATGCGETEGC GCGAAGCCGGET
CAACAGGTGCCCTATTACCTGGAGAACGAGTCGAGCGECTATGCEGETGC GCGAAGCCGEC
CAACAGGTGCCCTATTACCTEGGAGAACGACTCGAGCGECTATGCGETEGC GCGAAGCCEGT

CAACAGCTGCCCTATTACCTEGAGRACCACTCGAGCCECTATCCEETGC GCGARAGCCGET
R e e

CCTCCCGCCTACTACAGGCCAAATTCAGATAATCCACCGCCAAGETGECAGAGAGAGATTC
CCTCCCECCCTACTACAGCCCARATTCAGATAATCCACGCCAAGETGECAGAGACAGATTE
CCTCCCGCCTACTACAGGCCARATTCAGATAATCCACGCCAAGCTGECAGAGAGAGATTG
CCTCCCGCCTACTACAGCCCAAATTCAGATAATCCACGCCAAGETGECAGAGAGAGATTG

CCTCCCGCC TACTACAGECCARATTCAGATAATCCACGCCARGCTGECAGAGAGAGATTG
dhkdhkkdhhhkhddkd bk hkd kbbbt hk kb Rk kb A Akt k kA bk Ak

29
29
&0

29

89
89
120
89
89

149
149
180
149
149

209
209
240
209
209

269
269
300
269
269

329
329
360
329
329

389
389
420
389
389

449
449
480
449
449

509
509
540
509
509

569
569
600
569
569



Anhang

135

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _0010014453.

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM_001001443.

FV0307_mRNA
FvV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM_001001443.

FV0307_mRNA
FvV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _0010014453.

FV0307_mRNA
FV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

GCCAGTACCAGTGACAAGGCRAAGCATCGC CATGEGAATCTGC CAAGGAGACTCGCTACTGET
GCCAGTACCAGTGACAAGGCAACGCATCGC CATGCAATCTGCCAAGGAGACTCGCTACTGT
GCCAGTACCAGTGACAACGCAAGCATCGCC CATGGAATCTGCCAAGGAGACTCGCTACTGT
GCCAGTACCAGTGACAAGGCAAGCATCEC CATGGAATCTGCCAAGGAGACTCGCTACTGET

GCCAGTACCAGTCGACAAGGCAAGCATCGC CATGCAATCTGCCAAGGAGACTCGCTACTGT
L L e s

GCAGTGCTGCAATGCACTATGCC TCAGGCTACCATTACGEAGTTITCETCTTGCGAGEGGC TET
GCAGTCTGCAATCACTATGCC TCAGGCTACCATTACCEAGTTTCE TCTTGCGAGEGGC TGT
GCAGTGTGCAATGACTATGCC TCAGCGCTACCATTACGGAGTTTCG TCTTGCGAGEGGC TGT
GCAGTGCTGCAATGCACTATGCC TCAGGCTACCATTACCGAGTTITGG TCTTGCGAGGGC TGT

GCCAGTGTGCAATCACTATGCC TCAGGCTACCATTACGEAGTTTGCC TCTTGCGAGEGC TET
B R R R

AAGGCCTTCTTCAACAGAACTATTCAAGGACATAATCGACTACATCTGTCCGECCACCAAC
AAGGCCTTCTTCAACGAGAAGTATTCAAGCACATAATCGACTACATCTGTCCGGCCACCAAC
AACGGCCTTCTTCAACAGAACTATTCAAGGACATAATCGACTACATCTGTCCGGECCACCAAC
AAGGCCTTCTTCAACAGAACGTATTCAAGGACATAATGACTACATCTGTCCGECCACCAAC

AAGGCCTTCTTCAACAGAAGTATTCAAGCGACATAATCGACTACATCTGTCCGGCCACCAAC
R R Ry R e R X s

CAGTGCACGATTGCATAARAACAGCAGCAAGACC TETCAGGCCTCCCCEGC TACGCAAGTGC
CAGTCCACGATTCATAARAACACCAGCAAGAGCCTETCAGGCCTCCCGEC TACGCAAGTGC
CAGTGCACGATTGATAARAACAGGAGCGAAGAGC TGTCAGGCCTGCCGGC TACGCAAGTGC
CAGTGCACGATTCATAARAACAGGAGCGAAGAGCTETCAGGCCTGCCGGCTACGCAAGTGC

CAGTCCACGATTCATAARAACACCAGCAAGAGCCTETCAGGCCTCCCGEC TACGCAAGTGC
L R e T e T e e s R

TATGAAGTGGGCATGATCGARAGCGCG
TATGAAGCTCGGECATGATCGARAGGCG
TATGAAGTGGGCATGATCGAAAGGCG

TACGGAAAGACCGAAGAGGAGGGAGRATGTTG
TACGGAARGACCGRAGACGAGGCAGRATETTG
TACGGAAAGACCGAAGACGGAGGGAGAATCTTG
TATGAAGTGGGCATGATCGARAGGCG TACGGAAAGACCGRAAGAGGAGGGAGRATGTTG

TATGAAGTGGGCATCGATCGARAGETG TACGGAAACGACCCAAGACCGAGGCAGAATCTTG
T R e R e R R A e R R IR R Lt

AAGCACAAGCGCCAGAGAGATCATGCGEEAGGCCAGCGAACGAAGCGETGCCCTCCGGAGAC
AAGCACAAGCGCCAGAGAGATCGATGCGCLAGGCCAGGAACGAAGCEETGCCCTCCGGAGAC
AAGCACAAGCGCCAGAGAGATCATCGECAGGCCAGGAACGAAGCGETGCCCTCCEGAGAC
AAGCACAAGCGCCAGAGAGATCGATGCGCLEAGGGCAGCGAACGAAGCECTGCCCTCCGGAGAC

AAGCACAAGCGCCAGAGAGATCATCGCLAGGCCAGGAACGAAGCEETGC CCTCCGGAGAC
L e

ATGAGAGCTGCCAACCTITCGECCAAGCCCCATCATGATTAAACACACTAAGAAGAACAGC
ATGAGAGCTGCCAACCTTITGGECCAAGCCCCATCATGATTARAACACACTAAGAAGAACAGC
ATGAGAGCTGCCAACCTTTCGCCAAGCCCCATCATGATTARACACACTAAGAAGAACAGC
ATGAGAGCTGCCAACCTTITGGECCAAGCCCCATCATGATTAAACACACTAAGAAGAACAGC

ATGAGAGCTGCCAACCTTITGGECCAAGCCCCATCATGATTARACACACTAAGAAGAACAGC
R L A L

CCEETET TG T CCCTCACAGCTGACCACGATCGATCAGTGCCITGCTGGAGGCTGAGCCCCCC
CCEETETTGTCCCTGACAGCTGACCAGATCATCAGTGCCITGCTGGAGGCTGAGCCCCCC
CCEETETTGTCCCTCACAGCTGACCACGATCATCAGTCCCTITGCTEGAGGCTGAGCCCCCC
CCEETETTETCCCTGACAGCTGACCACGATCATCAGTGCCITGCTGGAGGCTGAGCCCCCC

CCEETETTGTCCCTGACAGCTGACCAGATCGATCAGTGCCTTGCTGGAGECTGAGCCCCCC
B e e L

ATAATCTATTCTCAGTATCGACCCTACCAGACCTTTCAGTCGAGCGCTTCAATCGATGGGCTTG
ATAATCTATTCTGAGTATGACCCTACCAGACCTTTCACGTGAGGCTTCAATCGATGGECTTG
ATAATCTATTCTGAGTATGACCCTACCAGACCTTTCAGTGAGCGCTTCAATCGATGGGCTTG
ATAATCTATTCTCAGTATGACCCTACCAGACCTTTCACGTCAGCGCTTCAATCGATGEGCTTG

ATAATCTATTCTGACTATGACCCTACCAGACCTTTCACGTGAGGCTTCAATCGATEGCCTTG
B R R

CTGACCAACCTTGCAGACACGCAGC TCCTACACATGATCAACTCGGCAAACAGGETGCCA
CTGACCAACCTTGCAGACACGCAGC TCETACACATGATCAACTCGGCARACAGGETGCCA
CTGACCAACCTTGCAGACACGCGAGC TCGTACACATGATCAACTCGGCAAACAGGETGCCA
CTGACCAACCTTGCAGACACGCAGC TCCTACACATGATCAACTCGGCAAACAGGETGCCA

CTGACCAACCTTGCAGACACCGCGAGC TCETACACATGATCAACTCGGCARACAGGETGCCA
e e e et e e e e X e R R I R

629
629
660
629
629

689
689
T20
689
689

F49
T49
T80
F49
T49

809
809
840
809
809

869
869
200
869
869

929
929
960
929
929

289
289
102
289
289

104
104
108
104
104

110
110
114
110
110

116
116
120
116
116



Anhang
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090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _0010014453.

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM_001001443.

FV0307_mRNA
FvV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM_001001443.

FV0307_mRNA
FvV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM _0010014453.

FV0307_mRNA
FV031l4_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

GGATTTETGEATCTGGCCCTC CATGATCAAGTC CACCTTITGGAATCTGCCTGGCTAGAG
GGATTTGTGGATCTGGCCCTCCATGATCAAGTC CACCTTITGGAATCTGCCTGGCTAGAG
GGATTTETGCATCTCGGCCCTC CATGATCARGTC CACCTTITGGAATCTGCCTGGCTAGAG
GGATTTETGCATCTGGCCCTCCATGATCAAGTC CACCTTITGCGAATCTGCCTGGCTAGAG

GGATTTETGGATCTGGCCCTCCATGATCAAGTC CACCTTITGCGAATGTGCCTGGCTAGAG
L e R e s

ATCCTCATGATTGGTCTIGTCTGGC GCTCCATGGAGCATCCAGCGGAAGC TCCTATTTGCT
ATCCTCATGATTGGTCTTIGTC TGGCGCTCCATGGAGCATCCAGEGGAAGC TCCTATTTGCT
ATCCTCATGATTGGTCTTGCTC TGGCGCTCCATGGAGCATCCAGCGGAAGC TCCTATTTGCT
ATCCTCATGATTGGTCTIGTC TGGCGCTCCATGGAGCATCCAGGGAAGC TCCTATTTGCT

ATCCTCATGATTGETCTIGTC TGEC GCTCCATGCAGCATCCAGGGAAGC TCCTATTTGCT
B R R R R

CCTAACCTTCTCCTGGACAGGAACCAGCEGARAAATCTCTCCAAGGCATCGGTCGAGATC TTT
CCTAACCTTCTCCTGCACACGAACCACCCAAAATCTCTCCARCGCCATGGTCGAGATC TTT
CCTAACCTTCTCCTGCACACGGAACCACGGAARAATCTCTCCAAGCCATGGTCCAGATC TTT
CCTAACCTTCTCCTGGACAGGAACCAGGGARAATCTCTCCAAGGCATGGTCGAGATC TTT

CCTAACCTTCTCCTGCACACCAACCACCCARAAATCTCTCCARCGCCATGGTCGAGATC TTT
R R R R s R

CACATCTTGCTCCCTACTICC TCTCGETTCCETATGATCAATCTC CAGGGAGAAGAGTTT
CACATCTTGCTGCCTACTICG TCTCGETTCCCTATGATCAATCTCCACGGCGAGAAGAGTTT
GACATGTTGCTGGCTACTTCGTCTC GETTCCEGTATCGATGAATCTC CAGGGAGAAGAGTTT
GACATGTTGCTGGCTACTTICG TCTCGETTCCGTATGATCAATCTC CAGGGAGARGAGTTT

CACATCTTGCTGCCTACTICE TCTCGETTCCCTATGATCAATCTCCAGGGAGAAGAGTTT
L R g e e e s

GTETGCCTCARATCCATCATC TTGC TTAATTCTGCGAGTCGTACACATTTC TGTC CAGCACT
GTGETGCCTCARATCCATCATC TTGC TTAATTCTGGAGTCTACACATTTC TGTC CAGCACT
GTETGCCTCARATCCATCATC TTGCTTAATTCTGGAGTCGTACACATTTC TGTC CAGCACT
GTGETGCCTCARATCCATCATC TTGC TTAATTCTGCGACGTCGTACACATTTC TGTC CAGCACT

GCTETGCCTCARATCCATCATC TTGC TTAATTCTGCAGTGTACACATTTC TCTCCAGCACT
e e L R AR R R e R R IR R E L

CTGAGCETCTCTGCAAGACAAGGACCACATCCACCGCCTCCTGGACAAGATCACAGACACC
CTCAGCTCTCTGCAAGACAAGGACCACATCCACCGCCTCCTGGACAAGATCACAGACACC
CTeAGETCICTGCAAGACAAGGACCACATCCACCGCGTCCTGGACAAGATCACAGACACT
CTGAGCTCTCTGCAAGACAAGCGACCACATCCACCECCTCCTGGACAAGATCACAGACACC

CTeAGCTCTCTGCAAGACAAGCGACCACATCCACCGCCTCCTGGACAAGATCACAGACACC
e L e

TTCATCCATCTGATGGC CAAAGCAGGCCTCACTCTGCAGCAGCAGCACCGGCGTCTGGCC
TTGATCCATCTGATGGCCARAGCAGGCCTGACTCTGCAGCAGCAGCACCGECGTCTGGECC
TTGATCCATCTGATGGEC CARAGCAGGCCTCACTCTGCAGCAGCAGCACCGECGTCTGGCC
TTCATCCATCTGATGGCCARAGCAGGCCTCACTCTGCAGCAGCAGCACCGGCGTCTGGCC

TTGATCCATCTGATGGECCARAGCAGGCCTCACTCTGCAGCAGCAGCACCGECGTCTGGCC
R L A g

CAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCACATGAGCAACARAGGCATCGAGCATCTA
CAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCACATGAGCAACARAGGCATCGAGCATCTA
CAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCACATGAGCAACAAAGGCATCGAGCATCTA
CAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCACATGAGCAACAAAGGCATCGGAGCATCTA

CAACTCCTCCTCATCCTCTCTCACTTCAGGCACATGAGCAACARAGGCATCGGAGCATCTA
B e e

TACAGCATGAAGTGCAAGAACCTGETCCC TCTC TACGACCTGCTGCTGGAGATCGCTGGAT
TACAGCATGAAGTGCAAGAACGTGETCCC TCTC TACGACCTGCTGCTGGAGATGCTCGGAT
TACAGCATGAAGTGCAAGAACCTGETCCC TCTC TACGACCTGCTGCTGGACGATGCTGGAT
TACAGCATGAAGTGCAAGAACCTGETCCC TCTC TACGACCTGCTGCTGGAGATCGCTGGAT

TACAGCATGAAGTGCAACAACCGTGETCCC TCTC TACCGACCTECTGCTGGACGATGCTCGGAT
B R R R

GCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACTTRGECAGCCGCACCTCCAGAGGACCGTGAATCAG
GCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACTTRGCGAGCCCACCTCCAGAGGACGTCGAATCAG
GCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACTTRGCCAGCCCACCTCCAGAGGACGTGAATCAG
GCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACTTRGCCAGCCGCACCTCCAGAGGACCGTGAATCAG

GCCCACCGCCTGCACGCCCCAGCCAACTTEGCCAGCCCACCTCCACGAGGACGTCGAATCAG
R s s R R e A T R e i e s X R S R

122
122
126
122
122

128
128
132
128
128

134
134
138
134
134

140
140
144
140
140

146
146
150
146
l4e

152
152
156
152
152

158
158
le2
158
158

le4
le4
le8
le4
le4

170
170
174
170
170

176
176
180
176
176



Anhang
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090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FvV0307_mRNA
Fv031l4 mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV0314_mRNA

020000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV03l4_ mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FvV0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
Fv031l4 mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
Fv0314_mRNA

090000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

FV0307_mRNA
FV031l4_ mRNA

0920000_mRNA
0970512 mRNA

NM 001001443.

Fv0307_mRNA
FvV0314_mRNA

AGCCAGCTCGLCCCCACTGEC TGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTACATCACT
AGCCAGCTGGCCCCCACTGGC TGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTACATCACT
AGCCAGCTGGLCCCCACTGEC TEGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTACATCACT
AGCCAGCTGGLCCCCACTGGEC TECACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTACATCACT

AGCCAGCTGGCCCCCACTGGEC TEGCACTTCATCGCATTCCTTGCAAACATATTACATCACT
L e e e e e et

GGECAGGCAGAGAATTT CCCCAGCACAGTCTGAGAGTTCCCLCGCTCCCCGCCAAGETTC
GGEGACGGCACAGAATTT CCCCAGCACAGTCTGAGAGTTCCCCCECTCCCCCCCAAGETTC
GCGEGACCCACGACAATTT CCCCAGCCACACGTCTGAGACTTCCCCCECTCCCCCCCAAGETTC
GGEGAGGCAGAGCAATTTCCCCAGCACAGTCTGAGAGTTCCCCCGC TCCCCGCCAAGETTC

GGEGAGGCAGAGAATTTCCCCAGCACAGTCTGAGAGTTCCCCCGC TCCCCGCCAAGGETTC
L s T R e

TGAGAATCCCTCTTGCACTTTACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTGCCCCTG
TCAGAATCCCTGCTTCCACTITACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTGCCCCTG
TGAGAATCCCTCTTCCACTITACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTGCCCCTG
TGAGAATCCCTCTTGCACTTTACCCACATCATGCATCACTCTAGCCCGAATTCTGCCCCTG

TCAGAATCCCTCTTGCACTTTACCCACATCATGCATCACTCTAGCCGAATTCTGCCCCTG
L s e e e e e e R e

CACACACTCTTGECATGCACCCACCACGGECTTTCTCATGTCCATGGCCATTCATTCGCT
CACACACTC TTGECATGCACC CACCACGEECTTTCTCATCT GCATCGCCATTCATTCGCT
CACACACTC TTGGECATGCACCCACCACGEECTTTCTCATGTGCATCCGCCATTCATTC GCT
CACACACTCTTGCECATGCACCCACCACGGECTTTCTGATGTGGATGGCCATTCATTCGCT

CACACACTCTTGCECATGCACCCACCACGGECTTTCTGATGTGCGATGGCCATTCATTCGCT
L L e e e R

CACTCAGTTCTACCTGGCACGCCTTGTITTGGCGAACAGCCARAGGCGATTCCAGGGCTCAT
CACTCAGTTCTACCTGGCACGCCTTGTITTGCGAACAGCCARAGGGATTCCAGGGCTCAT
CACTCAGTTCTACGTGGCACGCCTTGTITTGCGAACAGCCARAGGGATTCCAGGGCTCAT
CACTCAGTTCTACGTGGCACGCCTTGTITTIGGGAACAGCCARAGGCGATTCCAGGGCTCAT

CACTCAGTTCTACGTGGCACGCCTTGTITTGCGAACAGCCARAGGGATTCCAGGGCTCAT
KA F AR I A AR AR R A AR R A AR AN A AN AR A A A dd A hh b A A b Ak hd b ddh b hd b hddddddd

T T T T GTTACCETTCTCTCTCTCTCTCTGCCTTTGC TACC TTACTCAGCACGAGGATTC
T CT T IGTTACCCETTCTCTCTCTCTCTCTGCCTTTGC TACCTTACTCAGCACGAGGATTC
T CTT TG TTACCETTC T CTC T CTCTCTCTGCCTTTGC TACC TTACTCAGCACGAGGATTC
I T T TG T TACCETTC T CTC T CTC TCTCTGCCTTTCC TACC TTACTCAGCACCGAGGATTC

TTCTTTGTTACCCTTCTCTCTCTCTCTCTGCCTTTGC TACCTTACTCAGCACGAGGATTC
L R L e e R

ACCTAGCGCTTCATGACTGAGCTCGGTCTCCCAGCTEGETTCAGATGACTGTGCACTTTA
ACCTAGCGCTTCATCGACTGAGCTCGGTCTCCCAGCTGGETTCAGATGACTGTGCACTTTA
ACCTAGCGCTTCATGACTGAGCTCGGTCTCCCAGCTGGETTCAGATGACTGTGCACTTTA
ACCTAGCGCCTTCATGACTGAGCTCGGTCTCCCAGCTEGGETTCAGATGACTGTGCACTTTA

ACCTAGCGCTTCATCGACTGAGCTCGGTCTCCCAGCTGGETT CAGATGACTGTGCACTTTA
B

182
182
186
182
182

188
188
192
188
188

194
194
198
194
194

200
200
204
200
200

206
206
210
206
206

212
212
216
212
212

218
218
222
218
218

GCTATTTCTCACCCEEECCTECAGAGTCGACATTTCACCTCCGTCGAACGTGAAGCAC 2246
GCTATTTCTCACCCCCECCTCGACGAGTCCACATTTCACCTCCCTCGAACGTCGAAGCAC 2246
GCTATTTGTGACCCCCECCTECAGAGTCCACATTTCACCTCCGTGAACCTGAAGCAC 2277
GCCTATTTGTCACCCGGECCTCCACGACTCCGACATTTCACCTCCGTCAACGTGAAGCAC 2246
GCTATTTGTGACCCEEECCTECGAGACTEGACATTTCACCTCCGTGAACGTGAAGCAC 2246

LA A St d At A A sdd il Rt gt st st gt tst it ittt st st s d s
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13.4. Alignment der

Proteinsequenz des

Ostrogenrezeptors

FV0307
Fv031l4

NP_001001443.

Fv0307
Fv031l4

NP_001001443.

FV0307
Fv0314

NP_001001443.

FV0307
Fv0314

NP_001001443.

Fv0307
FvV0314

NP_001001443.

FV0307
Fv0314

NP_001001443.

FV0307
Fv0314

NP_001001443.

FV0307
Fv0314

NP_001001443.

FV0307
Fv0314

NP_001001443.

Fv0307
Fv0314

NP_001001443.

MIMTLETKASCMALLHQ IQANELEPLNRPOQLK IPLERPLCEVYMDSSKPAVYNYPE GARY
MIMTLETKASCMALLHQ IQANELEPLNRPQLK IPLERPLCEVYMDSSKPAVYNYPE GARY

MIMTLETKASCMALLHQ IOANELEPLNRPOQLK IPLERFPLCEVYMDSSKPAVYNYPE GAAY
L R e e s et R

DFNAARAPASAPVYGOSGLPYGPGSEAAAF GANGLGAFFPPLNSVSPSPLVLLHPPPQPLSE
DFNAAAPASAPVYCGOSGCLPYGPGSEAAAF CANGCLCAFPPLNSVSPSPFLVLLHFFPQFLSE

DEFNAAAPASAPVYGOSCGLPYGPGSEAAAF CANGLGAFPPLNSVSESPLVLLHFFPQFELSE
AAARRARERERR G R A RAA S AR I A AR AR A AR R A A AR AR TR ARG AR AR RAA A AR A A A A

FLHP HGORVEYYLENE SSGYAVREAGPPAYYRPNSDNRRQGCRERLASTSDK GSMAMESA
FLHP HGORVPY Y LENE SSGYAVREACGPPAYYRPNSDNRRQGGRERLASTSDE GSMAMESA

FLHEPHGORVEPYYLENE SSGYAVREACGPPAYYRPNSDNRRQGCCRERLASTSDK GSMAMESA
B e e s e e e s

KETRYCAVCNDYASCYHYGVWSCEGCKAFFKRS IQGHNDYMCPATNQCT IDKNRRESCQA
KETRYCAVCNDYASCYHYGVWSCEGCKAFFKRS IQCGHNDYMCPATNQCTIDENRRKSCOQA

KETRYCAVCNDYASCYHYGVWSCECCKAFFKRS IQCHNDYMCPATNOQCT IDKNRREKSCQA
L e e e e s

CRLRKCYEVCMMKGGEIRKDRRGGRMLEKHKROQRDDGE CRNEAVE SCDMRAANLWE SP IMIK
CRLREKCYEVGMMKGGIRKDRRGGRMLEHKRORDDGE GRNEAVE SCDMRAANLWEP SF ITMIK

CRLRKCYEVGMMKGGIRKDRR GCGRMLEKHKRORDDGE CRNEAVE SCDMRAANLWE SE IMIK
e L R R e e e

HTKKNSPVLSLTADOMISALLEAEPPITYSEYDPTREPF SEASMMGLLTNLADRELV HMIN
HTKKNSPVLSLTADOMISALLEAEPF ITYSEYDPTREF SEASMMGLLTN LADRELV HMIN

HTKKNSPVLSLTADOMISALLEAEPF ITYSEYDPTRPFSEASMMGLLTN LADRELV HMIN
AhFAAAREA ARG RA AN AR AR AR A A A AR RS AR R A A AR AR R A AR AT AR AN AR AF AR A A A A

WAKRVPGFVDLALHDOVHLLECAWLE ILMIGLVWRSMEHE GKLLF APN LLLDRNQGKCVE
WAKRVPGFVDLALHDOVHLLECAWLEILMIGLVWRSMEHRP GKLLF APN LLLDRNQGKCVE

WAKRVPCGFVDLALHDOVHLLECAWLETLMIGLVWRSMEHRP GKLLF APNLLLDRNQGKCVE
kkkhdkrdhdddhddhdddihddddbdhdddddddiddddthddhddhdiddhdhdhtrs

GMVE IFDMLLATS SRF RMMNLOGEEFVC LKSITLINSGVYTFLSSTLRSLEEKDHIHRVL
GMVE IFDMLLATS SRF RMMNLOCEEFVCLKSITLINSGVYTFLSSTLRSLEEKDHIHRVL

GMVE IFDMLLATS SRF RMMNLOQGEEFVC LKSITLINSGVYTFLSSTLRSLEEKDHIHRVL
L e e s Rt R R

DEKITDTLIHRLMAKACLTLOOOHRR LAQLLLILSHFRHMSNKCEME HLY SMKCKNVVELYDL
DKITDTLIHLMAKACLTLOOOHRRLAQLLLILSHFRHEMSNKCGME HLY SMKCKNVVEPLYDL

DEKITDTLIHLMAKACGLTLOOOHRR LAQLLLILSHFREMSNKGEME HLYSMKCKNVVELYDL
B e e

LLEMLDAHRLHAP ANF GSAPPEDVNQSQLAPTGCTSSHSLOTYY ITCEAENFF STV 526
LLEMLDAHRLHAPANF GSAPPEDVNQSQLAPTGCTSSHSLOTYY ITGCEAENFP STV 526

LLEMLDAHRLHAPANF GSAPPEDVNQSQLAPTCCTSSHSLOTYY ITGEAENFP STV 596
L R s T e A s s R T

&0
&0
&0

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540



Anhang

13.5. Alignment

der Promotor B  Region

Ostrogenrezeptors

0970512 PromB
AYe641988.1

FV0307_PromB
FV031l4_PromB

0970512 PromBE
AYe41988.1

Fv0307_PromB
Fv0314_PromB

0970512 _PromB
AY641988.1
Fv0307 PromB
Fv0314 PromE

0970512 _PromB
AY641988.1
FvV0307_PromB
FV0314_PromB

0970512 PromB
AY641988.1

Fv0307_PromB
FV0314_PromB

0970512 PromB
AY641988.1
Fv0307 PromB
Fv0314_PromB

0970512_PromB
AY641988.1
FV0307_PromB
Fv0314_PromB

0970512 _PromB
AYe41988.1
FV0307_PromB
Fv0314_PromB

0970512 PromB
AYe41988.1

FV0307_PromB
Fv0314_PromB

0970512 PromB
AY641988.1
FV0307_PromB
Fv0314 PromBE

0970512 _PromB
AY641988.1

FV0307_PromB
Fv0314_PromB

GTCAGGTATTCCET CAGGTCTTTGCCATAGCAATTARAA GCCAACTAGCGEGTTGTATCAGA

GTCAGGTATTCCGTCAGETGTT TCEGATAGCAATTARAGCCAACTAGCGGTTCTATCAGA
GTCAGGTATTCCGTCAGETGTT TGCCATAGCARATTAAAGCCAAGCTAGCGGTTCTATCAGA

GTITATTAGACTGGGCACAAGCAACGT TTATTARARACTATARACTCTCCATGATTATAGG

GTTTATTAGACTGEGCACAAGCAAGTTTATTARARAACGTATARACTCGTCCATCGATTATAGE
GTTTATTAGACTCECCACAAGCAACGTTTATTAARRACTATAAACTCGTCCATCGATTATACGE

TCCACAATGCTATTTACCATAATTTTTAAA TATATATTTATACACATACATTATATATATA

TGCACAATGCTATTTACCATAATTTTTARA TATATATTTATACACATACATTATATATATA
TGCACAATGCTATTTACCATAATTTTTAAATATATATTTATACACATACATTATATATATA

CACACATTATATATTATATAATTTATTCTAATATATTATATATACATATATAATGTACTT

CACACATTATATATTATATAATTTATTCTAATATATTATATATACATATATAATGTACTT
CACACATTATATATTATATAATTTATTCTAATATATTATATATACATATATAATGTACTT

GAGCAGGTTTAACTTTTAATGCAGTACCARACTTTTTCCTGTTTCTTTTTCAATCTGGAT

GAGCAGGTTTAACT TTTAATGCAGTACCAAACTTTTTCCTGTTTCTTTTTCAATCTGGAT
GAGCAGGTTTAACT TTTAATGCAGTACCARACTTTTTCCTGTTTCTTTTTCAATCTGGAT

ATTTGAATCTCCATATCCTAGT CCARACGAACAGARAGGCATCACTGACTTTCAARATTT

ATTTGAATCTGCATATCCTAGT CCAAAGCGAACAGAAAGGCATCACTGACTTTCAARATTT
ATTTGAATCTGCATATCCTAGT CCAAAGGAACAGAAAGGCATCACTGACTTTCAAAATTT

GTTGECTGAGATCATCAGTACAACATAATTGCTAAAGATCGTCGETTAATGACCTCGAGGTTCT

GCTIGCTGAGATCATCACTACAACATAATTCCTAAAGATCTGCTTAATCGACCTCGAGETTCT
G IGCTGAGATCATCAGTACAACATAATTG CTAAAGATCTGETTAATGACCTGAGGETTCT

GTTTTTTTTTATGCAAGGCTCACATTTCATATTCAGTTTTCTCGAAGTTCTGGTTGCATAG

GTTTTTTTTTATGGAAGCGGTCACATTTCATATTCAGTTTTCTGAAGTTCTEGTTGCATAG
G I T T I T T TATGCCAAGCGTCACATT TCATATTCAGTTTTCTGAAGTTICTGCTTGCATAG

TCCETCGARAGCATGAAGACCCATCTCCTC CTAACGEARAGGTTTTGGTAAATC GTCATT
———————————— ATGAACGACCCATGTCCTC CTAACGEAAACGTTTTGCTAAATC GTCATT
TCCETGGAAAGCATGAAGACCCATCTCCTC CTAACGEAAAGGTTTT GGTAAATC GTCATT

TCCCTGGARAGCATCAR CACCCATCGTCCTC CTAACGGARAGGTTTT GCTAAATC GTCATT
R L e

CACATTAGAATTCCTAATGCACACAAGTACACTACTETCGTCCGACACAGACARAGUGEE
CACATTAGAATTCC TAATGCACACAAGTACACTACTCETGETCCCACACAGACARAGCGGEE
CACATTAGAATTCCTAATGCGACACAAGCTACACGTACTCTGCTCCCGACACAGACARAGCCGEG

CACATTAGAATTCCTAATGCACACAAGTACAGTACTETCGTCCCACACAGACARAGUCGEG
T e 2

CCCEGAGARTCTCEGAAGATCECEECTEEAGGCGACCACTTC GECAGAATTTTTTAGACE
CCCEGAGARATCTCEGAACATCCCEECTEEAGGCCACCACTTC CGECAGAATTTTTTAGACE
CCEGCAGAATCTCGGAAGATCGCGEC TECAGECCGACCACTTCGECGAGAATTTITTAGACG

CCCEEAGAR TCTCECAACATCECECC TECAGCCCACCACTTICCECAGAATTTTITTAGACG
L R e e s s

des

60

60

60

120

120

120

180

180

180

240

240

240

300

300

300

360

360

360

420

420

420

480

480

480

540
48

540
540

00
108
600
€00

660
168
660
660
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0970512 PromPB
AY641988.1
FV0307_PromR
FV0314 PromR

0970512 PromB
AY641988.1
FV0307_PromB
FV0314 PromB

0970512 _PromP
AY641988.1
FV0307_PromB
Fv0314 PromB

0970512 PromP
AY641988.1
FV0307_PromR
Fv0314_ PromR

0970512 _PromB
AY641988.1
FV0307_PromB
Fv0314 PromB

AGGCAAACTGAGETCAGETAGCACTC TCCTGAAGECAARACTCGGC TCTTCCTATACGTA
AGGGAAACTGAGCETCAGCTAGCACTCTCCTGAAGGCAAAACTCCGC TCTTCCTATACGTA
AGCCARACTGAGCTCAGE TAGCACTC TCCTGAAGECAAAACTCCGCTCTTCCTATACGTA
AGGGARACTGAGCETCAGCTAGCACTC TCCTGAAGGCAAARACTCGGCTCTTCCTATACGTA
L R L e I iRt

CACCTTGAATCTCCGCCCTCTTTCCCCGEATCCC TEGCGATCAGTCTCTGCAGCTGCTARA
CACCTTGAATCTCCGCCCTCTTICCCCGEATGCC TEGCGATCAGTC TCTGCAGCTGCTARA
CACCTTGAATCTCCGCCCTCTTTICCCCGEATGCC TECCGATCAGTCTCTECAGCTGCTARA

CACCTTGAATCTCCGCCCTCTTTCCCCGEATCCC TECGATCAGTCTCTEGCAGCTGCTARA
s g e R s R LS

TATAGCTGTC TGCACCGGECAACCGCACACCCTACTCTATCTCGCCATATCTCAGTTACAGA
TATAGCTGTCTGCACGGGCAACCGCACACCCTACTCTATCTCGCCATATCTCAGTTACAGA
TATAGCTCTC TCCACGGECAACCGCACACCCTACTCTATCTGCCATATCTCACGTTACAGA

TATAGCTGTC TGCACGECECAACCGCACACCCTACTCTATCTGCCATATCTCAGTTACAGA
FAFAAAFFAR AR AR AR R R A AR A AR A A AR AN A RN S RARA AR AR KA d A ddddd i ddddds

GIGETCCTCCCCAGGETCATTC TATGTACACACTACGTATTTCCAGCCAACGAGGAGCGT
CTGETCCTCCCC—— —
GCIGETCCTCCCCAGGETCATTC TATGTACACACTACGTATTTCCAGCCAACCAGGAGCGT

GTGETCCTCCCCAGGGTCATTC TATGTACACACTACGTATTTCCAGCCAACGAGGAGCGT
dEEhhh kb ARk k

GAATCAAACAGCACGGCGAGACAARCAGAGATAG 933

CAATCAAACAGCACGGGAGACAAACAGAGATAG 933
CAATCAAACAGCACGGCAGACARACAGAGATAG 933

720
228
720
720

780
288
780
780

840
348
840
840

200
360
900
900
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