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Glossar 
CentiRad: 

Kartierungseinheit bei Genkarten, die aus RH-Panelen erstellt sind. Die Einheit ist 
abhängig von der eingesetzten Bestrahlungsintensität. Eine Distanz von 1cR5000 
repräsentiert 1% Bruchfrequenz zwischen zwei Markern, nachdem diese einer 
Energiedosis von 5000 Rad ausgesetzt waren. 
Im Vergleich dazu sind CentiMorgan Kartierungseinheiten bei Kopplungskarten. Ein 
cM entspricht einer Rekombination von 1% als Ergebnis eines Cross-Overs zwischen 
zwei Markern auf homologen Chromosomen. 

 
Kandidatengen: 

Als Kandidatengen kann jedes Gen bezeichnet werden, welches aus bestimmten 
Gründen (z.B.: Funktion, Expressionsmuster, chromosomale Lokalisation, 
strukturelles Motiv) einen Einfluss auf eine bekannte Erkrankung haben kann und so 
als Locus für die Erkrankung in Erwägung gezogen werden kann. 
 

Kopplung: 
Als Kopplung wird die gemeinsame Vererbung von Genen oder Markern an einem 
Locus aufgrund ihrer physikalischen Nachbarschaft auf dem Chromosom bezeichnet. 
 

Locus: 
Eine bestimmte Chromosomenposition, die den Ort eines Gens oder Markers definiert, 
wird als Locus bezeichnet. 
 

Lodscore: 

Ein Maß für die Wahrscheinlichkeit einer genetischen Kopplung zwischen zwei Loci. 
Ist der Wert größer als +3, wird das oft als Kopplung interpretiert. Ein Wert unter –2 
gilt meist als Beleg dafür, daß die beiden Loci nicht gekoppelt sind. 

 
Marker: 

Die heute verwendeten Marker sind vorwiegend Micro-, Minisatelliten (VNTR) und 
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen (RFLP) und weisen meist sehr viele 
Allele auf, man bezeichnet sie dann als polymorph. Liegen sie im nicht codierenden 
Bereich, werden sie Typ-II-Marker, liegen sie im codierenden Bereich, werden sie 
Typ-I-Marker genannt. Anhand von polymorphen Markern lässt sich die Mendel'sche 
Weitergabe (Segregation) von Genen besonders gut beobachten, die Markergene eines 
Nachkommen lassen sich dann meist zweifelsfrei den jeweiligen Eltern zuordnen. 

 

QTL: 
Quantitative Trait Locus. Ein QTL bezeichnet einen Ort (Locus) auf der DNA, der 
einen messbaren Einfluss auf die Ausprägung eines Merkmals ausübt. Weil 
grundlegendes Wissen zum Erbgang fehlt, wird die Vererbung der Merkmale 
summarisch (quantitativ) zu erfassen versucht. Man nimmt dafür eine unendliche 
Anzahl unabhängiger Loci an, die für das betreffende Merkmal segregieren. Jeder 
dieser Loci hat einen unendlich kleinen Effekt auf die Ausprägung des Merkmals. 
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RH-Panel: 

Radiation Hybrid Panel. Durch radioaktive Strahlung werden Chromosomen-
fragmente einer Zelllinie einer Spezies erzeugt, die von einer Zelllinie einer anderen 
Spezies in ihr Genom integriert werden. Die Anordnung von mit PCR 
amplifizierbaren DNA-Sequenzen kann mit Hilfe der RH-Panels bestimmt werden. 

 

SCH-Panel: 
Somatic Cell Hybrid Panel. Eine Zelllinie einer Spezies, die größere Chromosomen-
anteile einer anderen Spezies stabil aufgenommen hat. Mit Hilfe der SCH-Panele 
lassen sich mit PCR amplifizierbare DNA-Sequenze einem Chromosom zuordnen. 

 

STS-Marker: 
Sequence Tagged Site. Sequenzmarkierende Stellen, die mit einer PCR-Reaktion 
amplifizierbar sind. STS-Marker sind in der Regel nicht polymorph. 

 

Syntänie: 
Der Begriff Syntänie bezieht sich auf das gemeinsame Auftreten von Genen auf 
gleichen Chromosomen, unabhängig davon, ob die Gene miteinander gekoppelt sind. 
Konservierte Syntänie beschreibt die gemeinsame Lage von Segmenten, bestehend aus 
zwei oder mehr homologen Genen, die bei zwei oder mehr Spezies jeweils auf einem 
Chromosom lokalisiert sind. Die Reihenfolge der Gene ist auch für die konservierten 
Syntänie ohne Bedeutung. 
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1 Einleitung 

Die Anwendung moderner Verfahren der genetischen Analyse sind bei der Zucht von 
Nutztieren von erheblicher Bedeutung (Bovenhuis, 1997; Schwerin und Kühn, 1999). 

Ein Gen, von dem angenommen wird, dass es funktionell mit einem Merkmal im Zusammen-
hang steht, wird als Kandidatengen bezeichnet (Kinghorn, 2000). Sequenzvarianten des 
Kandidatengens zeigen dann direkte Auswirkungen auf den Phänotyp (Baumung, 2001). Ein 
Beispiel ist das „Doppellender-Gen“, das beim Rind zu Muskelhypertrophie führt, wenn eine 
bestimmte Genvariante vorliegt (Dickmann, 1997). Bisher sind jedoch nur wenige solcher 
direkten Marker für wirtschaftlich bedeutende Merkmale bekannt. 

Demgegenüber dient der Markergenansatz dazu, Markerloci, d.h. indirekte Marker, zu 
identifizieren, die innerhalb einer Population an merkmalsbeeinflussende Loci, sogenannte 
quantitativ trait loci (QTL), gekoppelt sind. Mit Hilfe von Markergenen können dann anhand 
der Kosegregation des Phänotypes mit den Markern QTL-Regionen identifiziert werden. 
Ohne dass die QTL-Allele bekannt sein müssen, können sie durch die mit ihnen gekoppelten 
Marker in einer Population durch gezielte Zucht angereichert oder herausgekreuzt werden 
(Georges et al., 1995). Eine Vielzahl von QTL, die für die Nutztierzucht interessant sind, wie 
die Leistungsmerkmale Milch-, Fett- und Eiweissmenge, aber auch Wachstum und Zwillings-
geburten (Andersson et al., 1994; Coppieters et al., 1998; Georges et al., 1995; Lien et al., 
2000; Malek et al., 2001; Baumung, 2001) wurden bereits identifiziert, ohne dass alle 
beteiligten merkmalsbeeinflussenden Gene bekannt sind. 

Die hier vorliegenden Arbeit basiert auf einer vorangegangenen QTL-Analyse von Hanotte 
und Korol (nicht publiziert) zur Lokalisierung von Genen, die die Empfänglichkeit afrika-
nischer Rinder für die Nagana-Krankheit (Trypanosomiasis) beeinflussen. Rinder einiger 
Rassen, wie z.B. die N'Dama (Bos taurus), verhalten sich der Infektion mit Trypanosomen 
gegenüber tolerant, d.h. sie können die das Krankheitsbild bestimmenden Merkmale  
Parasitämie, Anämie und Gewichtsverlust kontrollieren (Murray et al., 1990; Kemp und 
Teale, 1998; Teale, ILRAD-Report, 1991). Dieser Phänotyp wird als Trypanotoleranz 
bezeichnet. Die QTL-Analyse von Hanotte und Korol wurde an einer F2-Rinderpopulation 
durchgeführt, in der das Merkmal Trypanotoleranz segregiert, und ergab Hinweise für 
Kopplung auf Chromosom 5 (BTA5). Diese QTL-Region besteht aus zwei benachbarten 
Bereichen, die zusammen etwa 70cM groß sind (Hanotte, pers. Mitteilung). 

Im Vergleich zu den Genomen von Mensch und Maus befindet sich die Kartierung des 
Rindergenoms erst in den Anfängen. Da aber Abschnitte von Chromosomen zwischen 
Säugetieren verschiedener Gattungen konserviert sein können, lassen sich ausgehend von den 
Genkarten von Mensch und Maus oft Rückschlüsse auf Lage und Anordnung der Gene bei 
anderen, weniger gut untersuchten Spezies ziehen (Wienberg und Stanyon, 1997; Womack 
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und Kata, 1995). Das Chromosom BTA5 scheint weitgehend konserviert zum menschlichen 
Chromosom HSA12, sowie zu Bereichen der murinen Chromosomen MMU6, MMU10 und 
MMU15 (Chowdhary et al., 1996; Solinas-Toldo et al., 1995, Band et al., 2000). Daher ist 
vergleichendes Kartieren mit den detaillierteren Genkarten von Mensch und Maus möglich 
und führt zu einer feiner strukturierten Genkarte beim Rind. 

Um die bekannte QTL-Region einzuengen, werden DNA-Sequenzvarianten in Genen, 
sogenannte Typ-I-Marker, und Typ-II-Marker, d.h. Mikrosatelliten oder andere anonyme 
Marker, benötigt. 

Das Ziel der hier vorgestellten Arbeit ist die Erstellung einer detaillierten Genkarte der QTL-
Region für Trypanotoleranz auf BTA5. Die Entwicklung neuer Typ-I-Marker erfolgte dabei 
über die vergleichende Genomanalyse. Die Kartierung ermöglichte das Auffinden neuer 
Kandidatengene für Trypanotoleranz. Typ-II-Marker wurden aus DNA-Bibliotheken isoliert, 
die durch Mikrosektion von Chromosom BTA5 hergestellt wurden und daher spezifisch für 
BTA5 sind. 

Segregationsanalysen der neuen Marker in der oben genannten F2-Rinderpopulation sollten 
das Ergebnis der ersten QTL-Analyse bestätigen und zur weiteren Eingrenzung der QTL-
Region führen. 
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1.1 Literaturübersicht 

1.1.1 Trypanosomiasis 

In vielen tropischen und subtropischen Teilen der Welt sind die Trypanosomiasen eine weit 

verbreitete Bedrohung für Haus- und Nutztiere (Touratier, 2000). Die Trypanosomiasen 

lassen sich in die südamerikanischen Formen (Chagas-Krankheit) und die afrikanischen 

Formen (Schlafkrankheit) unterscheiden. 

Allen Formen gemein ist die Infektion durch parasitische Protozoen, den Trypanosomen. Die 

einzelligen Trypanosomen werden typischerweise auf Haus- und Nutztiere, auf Wildtiere, 

aber auch auf Menschen übertragen. 

Im tropischen Afrika ist die Trypanosomiasis die bedeutendste Viehkrankheit und wird beim 

Rind Nagana-Krankheit genannt. Sie tritt auf einer Fläche von 10 Millionen km2 auf und 

betrifft 36 Länder des Kontinents (ILRAD, Annual Report 1991). Die Tsetse-Fliege (Gattung 

Glossina) ist in Afrika der Vektor der dort häufigsten Trypanosomenspezies. Sie überträgt 

vier Spezies (Trypanosoma brucei, T. congolense, T. simiae und T. vivax), die eine ernsthafte 

Erkrankung bei Rindern, Schafen, Ziegen, Schweinen, Pferden und anderen Nutztieren her-

vorrufen. T. brucei umfasst neben der tierpathogenen Form T.brucei brucei zwei menschen-

pathogene Trypanosomenformen: Trypanosoma b. rhodesiense und T. b. gambiense. 

Außerhalb Afrikas sind andere Trypanosomenspezies bedeutend. Diese werden über Fliegen 

der Gattung Tabanidae und Wanzen der Gattung Triatominae übertragen (non-tsetse-

transmitted Trypanosomiasis). In Tabelle 1.1 sind die medizinisch wichtigsten Trypano-

somenarten von Mensch und Nutztier, ihre Vektoren und Verbreitungsgebiete aufgeführt. 

Tabelle 1-1:  
Darstellung der wichtigsten Trypanosomenarten, ihre Vektoren und ihre Verbreitungsgebiete  

Trypanosomenart  Vektor Verbreitungsgebiete 

Trypanosoma brucei Gruppe Glossina sp. Afrika 

T. congolense, T. simiae, T. vivax Glossina sp. Afrika 

T. cruzi Tabanidae sp. 
Triatominae sp. 

Mittel- und Südamerika 

T. evansi Tabanidae sp. Afrika, Asien, sowie Mittel- 
und Südamerika 
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Die Trypanosomenspezies, die die Erkrankung bei Mensch und Nutztier hervorrufen, 

infizieren auch Wildtiere. Viele der Wildtiere tolerieren die Infektion mit Trypanosomen ohne 

erkennbare Krankheitszeichen (Murray et al., 1982; Grootenhuis et al., 1990). Bei Mensch 

und Haus- bzw. Nutztier sind dagegen die pathogenen Effekte der Infektion schwer 

(Grootenhuis et al., 1990). Zur Zeit sind dem letzten WHO-Bericht zufolge allein in Afrika 60 

Millionen Menschen der Gefahr der Erkrankung an der humanpathogenen Form ausgesetzt 

(Ferriman, 2001; Gastellu Etchegorry et al., 2001). Etwa 80% des Nutzviehbestandes Afrikas 

ist infiziert. 160 Millionen Rinder werden von der Krankheit bedroht (ILRAD, Annual Report 

1991). In den letzten Jahren wurden neue Ausbrüche der Krankheit beobachtet (Fevre et al., 

2001). 

Große Gebiete Afrikas sind durch das Vorkommen von Trypanosomen und der Tsetse-Fliege 

von der Viehhaltung und dem Ackerbau ausgeschlossen. Die Bedeutung der Trypanosomiasis 

nimmt zu, da es die agrarwirtschaftlich bedeutenden Gebiete sind, die durch die Gefahr der 

Infektion mit Trypanosomen nicht nutzbar sind (d'Ieteren et al., 1998). 

1.1.1.1 Trypanosomen 

Stamm: Sarcomastigophora, Klasse: Zoomastigophora, Ordnung: Kinetoplastida (Wehner und 

Gehring, 1995) 

Abbildung 1-1 

Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Trypanosoma sp., sowie photografische 
Aufnahme des afrikanischen Vektors, Glossina sp. (Quelle: ILRI) 

 

Der Lebenszyklus der afrikanischen Trypanosomen ist komplex (Barry und Vickermann, 

1979) und beinhaltet einen obligaten Wirtswechsel, der hier am Beispiel von T. brucei 

dargestellt wird: 
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Der Kreislauf beginnt, wenn Trypanosomen bei der Blutmahlzeit der Tsetse-Fliege in den 

Wirt gelangen. Im Wirt vermehren sich die schlanken Formen (slender forms) des Parasiten 

durch Längsteilung. Aus den schlanken Formen entwickeln sich über eine intermediäre 

Zwischenform die stumpfartigen Formen (stumpy forms), die in der Lage sind, Tsetse-Fliegen 

zu infizieren. 

Aus der stumpfartigen Form entwickelt sich im Darm der Tsetse-Fliege die prozyklische 

Form. Wiederum teilen sich die Parasiten mehrfach, wandern dann in den Proventrikulus und 

weiter in die Speicheldrüse der Tsetse-Fliege. Dort wechseln die Parasiten von der stumpf-

artigen in die epimastigote Form und teilen sich weiter. Aus der epimastigoten Form entsteht 

in der Speicheldrüse schließlich die metazyklische Form, die bei einer Blutmahlzeit der 

Tsetse-Fliege an einen Säuger weitergegeben werden kann. Die metazyklische Form ist die 

infektiöse Form für Säugetiere. Aus ihr entwickelt sich dann im Säugerblut wieder die 

schlanke Form.  

 

 

 

 

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von T. brucei. (Quelle: ILRI)  
Trypanosomen werden bei der Blutmahlzeit der Tsetse-Fliege auf den Wirt übertragen. Nach 
Vermehrung und Differenzierung der im Blut lebenden Form kann diese Tsetse-Fliegen bei 
Blutmahlzeiten infizieren. Weitere Differenzierungsschritte der Trypanosomen erfolgen im 
Darm, dem Proventrikulus und der Speicheldrüse der Tsetse-Fliege. In der Speicheldrüse ent-
steht die metazyklische, für den Säuger infektiöse Form. 
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In Tabelle 1-2 werden die häufigsten afrikanischen Trypanosomenarten und einige ihrer Wirte 

dargestellt. 

Tabelle 1-2:  
Darstellung der häufigsten afrikanischen Trypanosomenarten, ihre wichtigsten Wirte und ihre 
Wirtspathogenität 

Trypanosomenart Wirt Humanpathogen Tierpathogen

T. b. gambiense Anthropoidae ja nein 

T. b. rhodiense Anthropoidae, Bovidae, Suidae, 
Equidae 

ja nein 

T. b. brucei Bovidae, Suidae, Equidae nein ja 

T. congolense Bovidae, Suidae, Equidae nein ja 

T. vivax Bovidae, Suidae, Equidae nein ja 

T. simiae Bovidae, Suidae, Equidae nein ja 
 

1.1.1.2 Krankheitsbild 

Die verschiedenen Trypanosomenspezies rufen im Wirt unterschiedliche Reaktionen hervor. 

Da simultan auftretende Infektionen mit mehr als einer Trypanosomenspezies, aber auch mit 

anderen Blutparasiten üblich sind (Nyeko et al., 1990), ist es schwierig, ein „typisches” 

Krankheitsbild zu definieren (Losos und Chouinard, 1979): 

Das Hauptanzeichen der Nagana-Krankheit beim Rind ist die Anämie. Diese wird von den im 

Blut lebenden Parasiten, z.B. T. congolense, T. vivax und T. b. brucei, verursacht und geht im 

Frühstadium der Krankheit mit Leuko- und Thrombopenie einher: Innerhalb einer Woche 

nach der Infektion findet ein deutlicher Abfall der Anzahl der roten und weissen Blutkörper-

chen, des Hämatokrits (PCV) und des Hämoglobingehaltes statt. Diese Werte sinken inner-

halb von etwa 2 Monaten auf unter 50% ihrer Normalwerte. Weitere immer mit der Krankheit 

einhergehende Anzeichen sind periodisches Fieber, Ödeme und Verschlechterung der 

Konstitution. Fehlgeburten und Unfruchtbarkeit bei beiden Geschlechtern sind die Folge. Im 

Endstadium verursachen die Erreger fokale Enzephalomalazie, verursacht wahrscheinlich 

durch Akkumulation von Parasiten in den Gehirngefäßen. Die erkrankten Tiere sind stark 

geschwächt, nicht mehr in der Lage, Bewegungen zu koordinieren, und sterben schließlich. 

T. vivax ist in Rindern weniger virulent als T. congolense, verursacht aber eine Mortalitäsrate 

von über 50%. 
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Die Schädigungen des Wirtes durch T. b. brucei oder T. b. rhodiense unterscheiden sich stark 

von denen anderer Trypanosomen. T. b. brucei z.B. hat eine sehr kurze Inkubationszeit und 

verursacht bei Rindern, Ziegen, Schafen (Bovidae) und Schweinen (Suidae) zunächst ein mild 

bis chronisch verlaufendes Krankheitsbild. Die Anämie ist zwar auch hier ein wichtiges 

Symptom, aber die entstehenden Entzündungen, Degenerationen und Nekrosen, verursacht 

durch die Invasion des Erregers in Organe, sind weitaus gefährlicher für den Wirt. Infizierte 

Tiere sterben innerhalb weniger Wochen bis mehrerer Monate, abhängig von der Virulenz des 

Erregerstammes. 

Die Schwächung der Abwehrreaktion durch den Trypanosomeninfekt bewirkt, dass die Tiere 

auch anfälliger für andere, sonst nicht lebensbedrohende Erkrankungen sind. Sekundärinfekte 

führen zu einer Beschleunigung des Krankheitsverlaufes. 

Der Schweregrad der klinischen Anzeichen ist abhängig von der Spezies des betroffenen 

Tieres sowie von Anzahl und Typ des Erregers. Stress durch z.B. Unterernährung und andere 

Krankheiten spielen ebenfalls eine wichtige Rolle im Krankheitsverlauf. 

1.1.1.3 Kontrollmethoden der Trypanosomiasis 

Verschiedene Methoden werden angewandt, um die afrikanische Trypanosomiasis zu 

bekämpfen oder einzudämmen: 

� Medikamente zur Infektionsprophylaxe und zur Therapie erkrankter Menschen und Tiere 

sind im Einsatz (Gastellu Etchegorry et al., 2001). 

� Die Reduktion der Tsetse-Fliegenpopulationen, die die Trypanosomen in Afrika 

verbreitet, ist eine wichtige Kontrollmöglichkeit (Ferriman, 2001). 

1.1.1.3.1 Medikamente 

Die Infektionsprophylaxe, bzw. die Therapie erkrankter Individuen dient auch der Reduktion 

der Anzahl an Erregerreservoirs. Sie ist die am häufigsten eingesetzte Methode, um die 

Verbreitung der Trypanosomiasis gering zu halten. Therapie und Prophylaxe basieren immer 

noch auf Medikamenten, die zum Teil schon vor 50 Jahren entwickelt wurden. Der Einsatz ist 

aufgrund hoher Reinfektionsraten, die wiederholte oder ununterbrochene Behandlung 

erfordern, wenig praktikabel. Der weitverbreitete Einsatz führte bei vielen Medikamenten zu 

Resistenzbildungen bei den Trypanosomen. Neue, verbesserte Medikamente kommen in 

absehbarer Zeit nicht auf den Markt (Anene et al., 2001; Keiser et al., 2001), da die großen 

Pharmafirmen die Forschung und Produktion trypanozider Medikamente aus Kostengründen 
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einstellen, bzw. wegen gesetzlicher Einschränkungen die Verarbeitung der stark arsenhaltigen 

Rohstoffe reduzieren müssen (Gastellu Etchegorry et al., 2001). 

1.1.1.3.2 Vektorkontrolle 

Trypanosomenverseuchte Gebiete wurden in den 80er Jahren massiv mit DDT-Pestiziden 

besprüht, um die Ausbreitung der Tsetse-Fliegen einzudämmen (Ferriman, 2001). 

Anwendungen dieser Art sind ökologisch für Mensch und Umwelt nicht vertretbar und 

kommen heute nur noch in kleinen Arealen zum Einsatz, obwohl Tsetse-Fliegen suszeptibel 

gegenüber gängigen Insektiziden sind. Neben den ökologischen Nachteilen konnten 

Insektizide Reinvasionen der Tsetse-Fliege in den betroffenen Regionen nicht verhindern 

(Allsopp, 2001). 

Ein verbreiteter Ansatz zur Vektorkontrolle ist der Einsatz von Fallen für Tsetse-Fliegen, die 

in deren Habitaten plaziert werden (Ferriman, 2001; Joja und Okoli, 2001). Da sich in den 

letzten Jahren die Konstruktionen der Fallen und deren Handhabung verbessert haben, 

konnten mit ihrer Hilfe die Fliegenpopulationen bereits verkleinert werden (Leygues und 

Gouteux, 1989). 

Keine dieser beiden Methoden hat sich, ob einzeln oder kombiniert, als ideal erwiesen. Eine 

hohe Effektivität ist bisher immer mit hohen Kosten verbunden und für den einzelnen Farmer 

oft nicht tragbar. 

Parallel zu den Kontrollmethoden wurde angefangen, vermehrt einheimische, die Krankheit 

tolerierende Tiere als Haus- und Nutztiere zu halten. Ziel ist es, Nutzvieh zu züchten, das 

wirtschaftlich produktiv und gleichzeitig widerstandsfähig gegen die Krankheit ist 

(McDermott und Coleman, 2001). 

1.1.2 Trypanotoleranz 

Die Fähigkeit, den pathogenen Effekten der Trypanosomeninfektion zu widerstehen, wird als 

Trypanotoleranz bezeichnet. Der Toleranzmechanismus einiger Säugetierordnungen 

gegenüber Trypanosomeninfektionen hat sich über einen langen Zeitraum entwickelt: Wilde 

Bovidae, die eine hohe Toleranz gegenüber der Infektion mit Trypanosomen zeigen (Murray 

et al., 1982), traten in Afrika schon vor 20 - 40 Millionen Jahren auf (Leakey und Lewin, 

1977). 

Die Trypanotoleranz ist nicht absolut und wird durch mehrere Faktoren beeinflusst: Neben 

der Rassenzugehörigkeit und dem Zuchtreinheitsgrad des Viehs, dem Ernährungszustand, der 
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Arbeitslast und dem Geschlecht, spielen auch der Grad der Belastung durch Trypanosomen 

und Umweltfaktoren eine große Rolle (Teale, 1999). 

Der Einsatz und die Zucht von einheimischem Viehrassen, die die auf genetischer Basis 

beruhende Fähigkeit haben, eine Infektion mit Trypanosomen zu tolerieren und gleichzeitig 

wirtschaftlich produktiv sind, dürften die auf Dauer effektivste Methode der Bekämpfung der 

Krankheit beim Nutzvieh sein (Teale, 1999). 

1.1.2.1 Trypanotoleranz bei Wildtieren 

Wildtiere leben relativ unbeschadet in stark mit Tsetse-Fliegen und Trypanosomen belasteten 

Regionen. Frühe Studien zeigten, dass mit Trypanosomen befallene Tiere – unabhängig von 

der Erregerart T. brucei, T. vivax oder T. congolense – häufig Ruminantia und unter ihnen die 

Stirnwaffenträger (Pecora) sind. Dreissig bis 50% der Tiere sind mit einer Erregerart oder 

mehreren Erregerarten infiziert. Die Rappenantilope [Hippotragus niger], die Thomson-

Gazelle [Gazella thomsoni] und das Weissbartgnu [Connochaetes t. albojubatus] gelten als 

weitgehend erregerfreie Artiodactyla. Beim Zebra [Equus burchelli] und dem Rhinozeros 

[Diceros bicornis] als Vertreter der Perissodactyla sind sehr wenige Parasiten gefunden 

worden (Ashcroft, 1958; Drager und Mehlitz, 1978; Dillmann und Townsend, 1979; Mattioli 

et al., 1990). 

Bemerkenswert ist die Resistenz gegen die pathogenen Effekte der Trypanosomen bei 

Kaffernbüffeln [Syncerus caffer] (Ashcroft, 1959, Ashcroft et al., 1959; Geigy et al., 1971; 

Rurangirwa et al., 1986; Mulla und Rickman, 1988; Reduth et al., 1994). Kaffernbüffel, die in 

Gefangenschaft aus trypanosomenfreien Eltern gezüchtet wurden, zeigten keinerlei Anzeichen 

einer Erkrankung, nachdem sie mit T. brucei (Reduth et al., 1994), mit T. vivax (Dwinger et 

al., 1986), T. congolense (Grootenhuis et al., 1990; Olubayo et al., 1990) oder mit Gemischen 

aus allen drei Erregern (Wang et al., 1999) infiziert wurden. 

Trypanosomeninfektionen und die Erkrankung daran sind bei Säugetieren nicht nur in den 

Ordnungen Artio- und Perissodactyla bekannt. Auch z.B. Landraubtiere (Fissipedia) wie 

Löwen [Panthera leo], Leoparden [Panthera pardus] und Schakale [Canis sp.] etc. können 

infiziert sein (Baker, 1968; Dillmann und Townsend, 1979). Bei diversen Primaten wie 

Pavianen [Papio sp.] und einigen Meerkatzen [Cercopithecus sp.] sind Infektionen bekannt 

(Murray et al., 1982). Nur in wenigen Fällen zeigten infizierte Wildtiere die typischen 

Symptome einer Trypanosomiasis (Baker, 1968). 
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1.1.2.2 Trypanotoleranz bei Rindern 

Vor 5000 bis 7000 Jahren zogen die taurinen Buckel-losen Hamitic Langhornrinder [Bos 

taurus] nach Afrika ein. Nach und nach wurden die Buckel-tragenden Rinder [Bos indicus] 

eingeführt, die heute in Ostafrika dominieren (Epstein, 1971). Generell lassen sich die 

Rinderpopulationen Afrikas in vier große Kategorien einordnen (Rege et al., 1999): 

� Buckel-lose Bos taurus mit der angeborenen Fähigkeit, die Infektion mit Trypanosomen 

zu tolerieren, 

� Buckel-tragende Bos indicus (Zebus), weit in Afrika verbreitet und stark anfällig für die 

Trypanosomiasis, 

� Abkömmlinge von B. taurus und B. indicus Kreuzungen, sogenannte Sangas, die 

überwiegend in Ost- und Südafrika zu finden sind, sowie 

� Abkömmlinge von Sanga und Zebu Kreuzungen, die auf Regionen in Äthiopien und 

Uganda beschränkt sind. 

Die beiden letzteren Gruppen zeigen graduelle Toleranz gegenüber Trypanosomeninfektionen 

entsprechend ihres Bos taurus-Anteils. 

Der taurine Rindertyp besteht aus zwei Untergruppen, den Langhorn-Rindern [B. taurus 

longiformes] und den Kurzhorn-Rindern [B. t. brachyceros]. Beide Rassen sind in West- und 

Zentralafrika zu finden. Die Langhorn-Rinder werden von den beiden Arten N'Dama und 

Kuri vertreten, während die Kurzhorn-Rinder aus diversen Arten bestehen (Rege et al., 1999). 

In Regionen mit wenig oder keiner Trypanosomenbelastung, insbesondere in Ostafrika, 

kommen überwiegend Rinder vom Zebu-Typ, generell den B. indicus zugehörig, vor. In 

Zentral- und Westafrika, einer Region mit hohem Infektionsdruck durch Trypanosomen, 

findet man dagegen Rinder, die dem trypanotoleranten B. taurus-Typ angehören (Murray et 

al., 1990; Kemp und Teale, 1998). 

Die kleinwüchsigen N'Dama (Langhorn-Rinderrasse) und Baoulé (Kurzhorn-Rinderrasse) 

sind die am besten beschriebenen trypanotoleranten Arten unter den Nutztieren (z.B. Trail et 

al., 1989; Murray et al., 1982; Murray und Black, 1985; Teale, ILRAD-Report 1991; Ali und 

deCastro, 1993). Sie zeigen die Toleranz besonders deutlich. Bei den trypanotoleranten 

westafrikanischen Kurzhornrindern variiert der Grad der Trypanotoleranz, insbesondere unter 

hohem Infektionsdruck (Roelants, 1986). 
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Obwohl trypanotolerante Rinderrassen in West- und Zentralafrika bekannt sind, sind sie nur 

zu einem äusserst geringen Anteil in der Gesamtpopulation und Zucht vertreten. Nur ca 5% 

der gesamten Rinderpopulation in Tsetse-belasteten Gebieten gehören diesen toleranten 

Rassen an. Einheimische Viehzüchter, Kleinbauern und Familien, die den hauptsächlichen 

Anteil der Tierhalter Afrikas ausmachen, sind aufgrund der geringen Größe und Produktivität 

wie Milch- und Fleischleistung der Tiere nicht an deren Haltung und Zucht interessiert 

(ILCA-Report, 1979; ILCA/ILRAD Kenia, 1986; ILCA/ILRAD Ethiopien, 1986). 

Die ersten Stadien der Trypanosomeninfektion gleichen sich bei den toleranten und 

suszeptiblen Tieren in Bezug auf den Grad der Parasitämie (Black et al., 2001). Infizierte 

trypanotolerante Rinder entwickeln jedoch eine erheblich schwächere Anämie (Murray und 

Dexter, 1988), und die Intensität, Ausbreitung und Dauer der Parasitämie im Krankheits-

verlauf ist geringer als bei den suszeptiblen Rindern (Dargie et al., 1979; Murray et al., 1982). 

Die Fähigkeit, die Parasitämie niedrig zu halten und der Anämie zu widerstehen, gelten als 

die wichtigsten Indikatoren für das Merkmal Trypanotoleranz. 

1.1.2.2.1 Untersuchungen zur Trypanotoleranz bei Rindern 

Es gibt nur wenige Studien über die Vererbung der Trypanotoleranz bei Rindern (Letenneur, 

1978; Stewart, 1951; Chandler, 1952). Anfang der 90er Jahre wurden im ILRAD 

(International Laboratory for Reseach on Animal Diseases, jetzt ILRI) bei Rindern gezielt 

Untersuchungen zur Trypanotoleranz an Zwillingstieren und an N'Dama-Boran-Chimären 

durchgeführt, die zu der Hypothese führten, dass Trypanotoleranz ein genetisch bedingtes 

Merkmal ist (Teale, 1993). Kreuzungsstudien mit N'Dama- (Bos taurus) und Zebu-Rindern 

(Bos indicus), sowie Kreuzungen zwischen den jeweils relativ reinrassigen N'Dama- und 

Jersey-Rindern ergaben hinsichtlich der Trypanotoleranz Ergebnisse, die auf einen inter-

mediären, additiven Erbgang schließen ließen. Die großen Differenzen im Grad der Toleranz 

bei Kreuzungen der unterschiedlichen Rinderrassen zeigt deren Durchmischungsgrad von Bos 

taurus- und Bos indicus- Anteilen an. 

1.1.3 Trypanotoleranzstudien mit Hilfe statistischer Analysen 

Für die Züchtung auf maximale Trypanotoleranz werden Gruppen von Zuchttieren benötigt, 

deren Trypanotoleranzstatus – und somit der Bos taurus-Anteil - genauer bekannt ist (Murray 

et al., 1982). Der Phänotyp Trypanotoleranz muss anhand von messbaren Parametern in 

Zuchtpopulationen definiert und für die einzelnen Tiere bestimmt werden. Innerhalb der 

Zuchtpopulationen kann anhand der Betrachtung der Kosegregation von Phänotypen und 
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DNA-Markern die Vererbung der Trypanotoleranz verfolgt werden, ohne dabei die für die 

Toleranz verantwortlichen Gene kennen zu müssen. Voraussetzung für eine solche Analyse 

ist, dass die DNA-Marker erkennen lassen, welches ihrer Allele von welchem Elternteil ererbt 

wurde. Ein Verfahren dieser Art auf statistischer Basis wird QTL (quantitativ trait loci)-

Analyse genannt. QTL-Analysen befassen sich mit der Vererbung von Merkmalen, von denen 

der exakte Erbgang, wie z.B. die Anzahl und Wirkung der beteiligten Loci und Allele, nicht 

genauer bekannt ist. Die betrachteten Merkmale können dabei kontinuierlich (quantitativ, z.B. 

Tageszunahmen, Größe) oder diskret (qualitative, z.B. Krankheiten) verteilt sein. Die 

Vererbung der Merkmale wird summarisch – quantitativ – in einem Merkmalkomplex zu 

erfassen versucht. In QTL-Analysen werden einem solchen Merkmalkomplex bestimmte 

Regionen im Genom zugeordnet, wobei die Genotypen der DNA-Marker der untersuchten 

Individuen einer Zuchtpopulation mit den Phänotypen der Individuen verglichen wird. 

Segregiert z.B. ein Genotyp eines DNA-Markers immer mit einem bestimmten Phänotyp, 

kann vermutet werden, dass die Region, in der dieser DNA-Marker liegt, auch das für den 

Phänotyp verantwortliche Gen, bzw. dessen Variante, enthält. 

Eine Analyse auf diese Weise wurde 1988 von Soller und Beckmann für die Annäherung des 

Merkmalkomplexes Trypanotoleranz im Rindergenom vorgeschlagen: Eine sogenannte 

Genomanalyse mit DNA-Markern sollte dazu führen, die Regionen zu erkennen bzw. zu 

analysieren, in denen die für die Trypanotoleranz bzw. Trypanosuszeptibilität 

verantwortlichen Gene, bzw. deren Varianten, liegen. 

1.1.3.1 Voraussetzungen zur Durchführung einer QTL-Analyse 

Der erste Schritt einer solchen Analyse besteht darin, dass zwei Populationen gefunden 

werden müssen, die sich in dem zu untersuchenden Phänotyp deutlich unterscheiden. Je 

größer die Differenz im Phänotyp, desto größer wird die Wahrscheinlichkeit, einen oder 

mehrere QTL ermitteln zu können (Moore und Nagle, 2000). Die aus den beiden 

Populationen gezüchtete zweite Generation (F1-Generation) kann auf unterschiedliche Weise 

für die Zucht der F2-Generation herangezogen werden: Üblicherweise wird innerhalb der F1-

Generation gekreuzt, um die F2-Population zu erhalten. Dieses Verfahren bietet sich an, wenn 

die Gründerpopulationen (F0-Generationen) den Phänotyp in unterschiedlich starker 

Ausprägung zeigen. Die F1-Generation sollte idealerweise einen intermediären Phänotyp 

zeigen, während der Phänotyp in der F2-Generation alle Abstufungen – eventuell sogar noch 

extremere Phänotypen als die F0-Generation – zeigt. 
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Handelt es sich bei dem zu untersuchenden Phänotyp um einen rezessiven Erbgang und ist 

eine der beiden Ausgangspopulationen negativ für diesen Phänotyp (z.B. bei Maus-

Inzuchtstämmen), sind Rückkreuzungen der F1- mit der F0-Generation sinnvoll. Dadurch wird 

in der Rückkreuzungsgeneration BC (backcross) die Negativausprägung des gewünschten 

Merkmals gefestigt. 

Die erforderliche Größe der F2-Population ist von mehreren Faktoren abhängig, die oft erst im 

Laufe der Analyse deutlich werden. Die phänotypische Varianz der F2-Generation (oder der 

BC-Generation), die Anzahl der gefundenen QTL, aber auch die Anzahl der eingesetzten 

DNA-Marker (Markerdichte) und deren Informativität in der Population, sowie Rekom-

binationshäufigkeiten haben deutlichen Einfluss auf das Ergebnis der QTL-Analyse. Darvasi 

und Soller (1997) stellten genaue Kalkulationsmöglichkeiten vor, um die erforderliche Größe 

einer Population für eine solche Analyse zu bestimmen. 

Für die Analyse muss zunächst der Phänotyp von allen Tieren bestimmt werden. Von den 

Tieren der F2-Generation, die deutlich einen der beiden Phänotypen der F0-Generation zeigen, 

müssen die genetischen Marker untersucht werden, um eine Assoziation zwischen Phäno- und 

Genotyp herstellen zu können. 

1.1.3.1.1 Identifizierung merkmalsassoziierter genetischer Varianten  

Im Zusammenhang mit der Identifizierung der an der Merkmalsausprägung beteiligten 

genetischen Varianten kommen zwei Ansätze der genetischen Analyse zur Anwendung: der 

Marker- und der Kandidatengenansatz. 

1.1.3.1.1.1 DNA-Marker und der Markeransatz 
Als DNA-Marker werden Polymorphismen der Erbanlagen mit bisher unbekannter Funktion, 

aber bekannter Position auf den Chromosomen bezeichnet, die an Nachkommen weitervererbt 

werden und dabei ihre Position im Genom beibehalten. Durch ihre stabile Position markieren 

sie unbekannte merkmalsbeeinflussenden Genorte in ihrem Bereich indirekt mit und lassen 

deren Mitverfolgung beim Erbgang zu (Nicholas, 1996). 

„Repetitive DNA” stellt eine wesentliche Quelle genetischer Variation dar und eignet sich 

dadurch als genetischer Marker. Bestimmte Sequenzmotive, die „tandem repeats”, sind 

Wiederholungen einer Abfolge von zwei oder mehr Basen in der DNA. Unterschiede sowohl 

in der Länge der Sequenzmotive als auch in der Anzahl der Wiederholungen führten zu einer 

Einteilung in Makro-, Midi-, Mini- und Mikrosatelliten (Georges und Massey, 1991). Die 

Zahl der Wiederholungssequenzen innerhalb der Satellitenloci variiert so stark, dass diese als 

hochinformative genetische Marker in der Nutztierzucht dienen (Schwerin, 1992). 
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Minisatelliten umfassen eine Motivlänge von 10-60 Basenpaaren (Jeffreys et al., 1985), 

während sich das Motiv der Mikrosatelliten über 1-5 Basenpaare erstreckt (Tautz, 1989). 

Richardson et al. (1986) stellten fest, dass ungefähr 30 % des bovinen Genoms aus repetitiven 

Elementen besteht. 

Bei einem Markeransatz werden DNA-Marker zur QTL-Lokalisierung genutzt. Dazu sind 

neben dichten Markerkarten, d.h. verfügbaren genetischen Markern, die möglichst dicht das 

gesamte Genom abdecken (Barendse et al., 1997; Bishop et al., 1994; Ferretti et al., 1997), 

entsprechende informative Familien einer Population notwendig. In solchen Familien werden 

dann die Vererbung von Markern und Phänotyp analysiert. Kosegregation zweier Loci zeigt 

deren Kopplung an, und über die Weitergabe der Markerallele mit einem bestimmten Phäno-

typ werden Informationen über die Vererbung von QTL-Allelen erworben. 

In der Tierzucht wird die Information, die über die Kopplung von genetischen Markern mit 

einem oder mehreren Merkmalen besteht, gezielt für Selektionsentscheidungen eingesetzt. 

Tiere mit dem gewünschten Marker-Genotyp können für die Zucht herangezogen werden, 

ohne dass auf die Ausprägung ihrer Leistungsmerkmale oder Phänotypen – oder der der 

Nachkommen – in dem Adultstadium gewartet werden muss (Dentine, 1999; Beck et al., 

2000). Diese markergestützte Selektion (marker assisted selection, MAS) ist allerdings nur 

innerhalb von Familien möglich, und setzt Heterozygotie für die gekoppelten Marker- und 

QTL-Allele voraus (Weller et al.,1990). Nur so ist sichergestellt, dass Nachkommen mit 

einem bestimmtem Marker-Allel immer auch das damit gekoppelte QTL-Allel des Gründer-

tieres tragen. Die alternativen Allele des QTL-Locus führen zur Ausprägung alternativer 

Phänotypen und somit zur Unterscheidung in der Nachkommenschaft. 

1.1.3.1.1.2 Genkartierung 
Seit DNA-Marker zur Verfügung stehen, die sich über das ganze Genom verteilen, sind 

Genkartierungen möglich geworden. Die Dichte der Marker ist mitentscheidend, will man 

Marker auf ihre Kopplung hin untersuchen. Eine Kopplung zwischen zwei Loci liegt vor, 

wenn die Rekombinationsrate zwischen den Loci kleiner als 0,5 (=50%) ist. Bei gekoppelten 

Loci werden sich bei der Bildung der Haplotypen während der Meiose ein höherer Anteil 

nicht-rekombinanter Haplotypen befinden. Kopplung zweier Loci bedeutet Kosegregation, 

d.h. die Allele an den betreffenden Loci werden nicht unabhängig voneinander an die nächste 

Generation vererbt. Die relative Distanz zwischen zwei Markern oder Loci auf dem Chromo-

som wird in centiMorgan angegeben. Ein centiMorgan (cM) entspricht 1% Rekombination 

zwischen zwei Markern oder Loci. Treten keine Rekombinationen zwischen zwei Loci auf, 

reichen zehn Meiosen (Strachan und Read, 1996), um eine Kopplung nachzuweisen. Bei einer 
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Rekombinationsrate von 0,3 benötigt man jedoch schon 85 Meiosen. Im Tiermodell erhält 

man die hohe Anzahl von Meiosen durch gezielte Zucht. Bei Mäusen, die eine kurze 

Reproduktionszeit haben, lassen sich leicht hunderte von F2-Tieren aus einer geringen Anzahl 

von F0- und F1-Tieren züchten (z.B.: Uimari et al., 1996). Bei Zuchttieren mit weitaus 

längeren Tragezeiten wird auf Verfahren wie z.B. Embryonentransfer (Multiple Ovulation 

and Embryo Transfer, MOET) zurückgegriffen (Visscher et al., 2000; van Wagtendonk-de 

Leeuw et al., 2000; Gearheart et al., 1989).  

Die ständig zunehmende Zahl an bekannten genetischen Markern bei den wichtigsten Zucht-

tierspezies erlaubt Kopplungsanalysen mit 200 bis 300 gut über das Genom verteilten 

informativen Markern in Familien. Trotzdem ist diese Markerdichte nicht als hoch anzusehen. 

Noch immer bestehen in einigen Genomregionen Intervalllängen von 20 bis 30cM ohne 

informative Marker (Coppieters et al., 1999). Je nach Spezies können diese Intervalle auch 

weitaus größer sein (Gibson, pers. Mitteilung. 1999). 

1.1.3.1.1.3 Kandidatengenansatz 
Kandidatengene sind Gene, die für wichtige Proteine der Merkmalsausprägung kodieren. Bei 

diesem Ansatz werden Prozesse analysiert, von denen man vermutet, dass sie in die Merk-

malsausprägung involviert sind. Gene, die als mögliche Kandidatengene herangezogen 

werden, werden auf merkmalsassoziierte Varianten überprüft (Schwerin et al., 1995; 

Bovenhuis, 1999). Die Identifizierung der Genvarianten erfolgt in den meisten Fällen 

zunächst mittels einer spezifischen Vervielfältigung der Basensequenz (polymerase chain 

reaction, PCR) und des Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (restriction fragment 

length polymorphism, RFLP; Kehrli et al., 1990; Dennis et al., 1989; Schwenger et al., 1993; 

Zhang et al., 1990; Ricketts et al., 1987; Inaba et al., 1996; Chen et al., 1995; Grobet et al., 

1997; Joerg et al., 1996; Medrano, 1990). Wird nur noch ein Gen als Kandidat in Betracht 

gezogen, dient die Sequenzierung zur Identifikation der Genvarianten. 

Man kann zwischen funktionellen und positionellen Kandidatengenen unterscheiden. 

Während es sich bei den positionellen Kandidatengenen um Gene handelt, die sich im  

Bereich kartierter QTL befinden, stellen funktionelle Kandidatengene solche Gene dar, von 

denen angenommen wird, dass ihre Produkte an der Merkmalsausprägung beteiligt sind. 
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Funktionelle Kandidatengene 

Funktionelle Kandidatengene sind Gene, deren Genprodukte mit Prozessen z.B. einer 

Krankheitsresistenz in Zusammenhang gebracht werden können. 

Die erfolgreiche Bestätigung eines Kandidatengens ist leichter, wenn neben der funktionellen 

Bedeutung eine positionelle hinzukommt (Strachan und Read, 1996). Dryja et al. (1990) 

nahmen Rhodopsin sowohl aus funktionellen, als auch aus positionellen Gründen als 

Kandidatengen für die Erkrankung Retinitis Pigmentosa an und konnten innerhalb eines 

Jahres patienten-spezifische Mutationen in diesem Gen finden. Dietz et al. (1991) und Putnam 

et al. (1995) zeigten, dass in der Familie der Fibrillin-Gene Mutationen in den verschiedenen 

Genen ähnliche Krankheitsbilder hervorrufen (Marfan Syndrom und Beals-Hecht-Syndrom). 

Putnam et al. (1995) schlossen durch Vergleichen der Krankheitsbilder auf die an der 

Krankheit beteiligte Genfamilie. 

Positionelle Kandidatengene 

Voraussetzung für die Identifizierung eines positionellen Kandidatengens ist dessen Lage im 

Genom. Im Bereich errechneter QTL-Regionen beim Nutztier können durch die Erstellung 

integrierter Genkarten (kombinierte Genkarten aus genetischen und physikalischen Gen-

karten) Gene identifiziert werden, die in diesem QTL-Bereich lokalisiert sind und aufgrund 

ihrer Position Kandidatengene für das mit dem entsprechenden QTL beschriebene Merkmal 

sind. Der positionelle Kandidatengenansatz führte u.a. zur Entdeckung des „Muskel-

hypertrophie-Gens” (Myostatin) als Ursache für das Merkmal „Doppellender” bei Rindern der 

Rassen 'Weissblaue Belgier' sowie 'Piemontese' (Grobet et al., 1997). 1995 wurde von 

Georges et al. der entsprechende QTL auf BTA2 (Bos taurus Chromosom 2) kartiert. 

Informationen aus der physikalischen Genkarte des Menschen halfen, Kandidatengene im 

zum BTA2 homologen Chromosomenbereich HSA2 (Homo sapiens Chromosom 2) zu 

identifizieren. Die Position des Myostatingens der humanen Genkarte stimmte mit dem 

„Muskelhypertrophie-Gen” der bovinen Genkarte überein. Es konnte nachgewiesen werden, 

dass eine inaktivierende Mutation im Gen dazu führt, dass das Protein das normale 

Muskelwachstum nicht mehr einschränken kann (Dickmann, 1997). 

Positionsklonierungen von Genen (positional candidate cloning) sind erst durch die fort-

schreitenden Genomanalysen bei Mensch, Maus und Nutztier möglich geworden. Das 

vergleichende Positionsklonieren erfordert möglichst genaue Informationen zur Genanordung 
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bei der Nutztierspezies selbst, aber auch genaue Angaben zu Regionen konservierter Syntänie 

zwischen den besser untersuchten Spezies Mensch und Maus zu den entsprechenden 

Regionen bei den Nutztierspezies. Als konservierte Syntänie wird die gemeinsame Lage von 

mindestens zwei homologen Genen, die bei zwei oder mehr Spezies ebenfalls gemeinsam auf 

einem Chromosom lokalisiert sind, bezeichnet. Die homologen Gene werden dann, wenn sie 

bei mehreren Spezies betrachtet werden, orthologe Gene genannt. Die Reihenfolge der Gene 

ist bei der konservierten Syntänie ohne Bedeutung. Hochauflösende physikalische und 

genetische Genkarten der einzelnen Tierspezies sowie vergleichende Genkarten sind 

Voraussetzung der Positionsklonierung. 

1.1.3.1.2 Genetische und physikalische Genkarten 

1.1.3.1.2.1 Genetische Karte 
Die genetische Genkarte ist eine Kopplungskarte, die sich aus einer Auflistung gekoppelter 

Gene und DNA-Sequenzen (Kopplungsgruppen) in linearer Ordnung entsprechend ihrer 

Rekombinationsfrequenz aufbaut. Die Rekombinationsrate spiegelt die Häufigkeit des 

Auftretens einer ungeraden Anzahl von „Crossing-over”-Ereignissen zwischen zwei Genorten 

wieder. Da die Möglichkeit für ein „Crossing-over” proportional zum Abstand beider Genorte 

ist, kann die Rekombinationsrate als Einheit der Chromosomenlänge verwendet werden. Die 

Längeneinheit ist ein Morgan [M]; ein centiMorgan [cM] entspricht einer Distanz zweier 

Genorte, die mit einer Rekombinationsrate von 1% übereinstimmt. Mikrosatelliten sind für 

das Erstellen dichter Kopplungskarten gut geeignet, da anhand ihrer Polymorphismen ihre 

Segregation leicht verfolgt werden kann. Einige Mikrosatelliten sind für die vergleichende 

Kartierung bei verschiedenen Spezies anwendbar, wenn diese eng verwandt sind. Das ist auf 

die Mikrosatelliten-flankierenden Sequenzen, mit denen sie nachgewiesen werden, zurück-

zuführen. Diese sind bei eng verwandten Spezies oft konserviert. So kann die Kartenposition 

eines Markers der einen Spezies für die einer eng verwandten Spezies vorhergesagt werden 

(Moore et al., 1994). Genetische Genkarten des Rindes sind von Barendse et al. (1997), 

Bishop et al. (1994), Ferretti et al. (1997) sowie Thomson et al. (2001) publiziert worden. 

1.1.3.1.2.2 Physikalische Karte 
Die physikalische Karte zeigt die Lokalisation eines Gens oder einer DNA-Sequenz auf 

seinem Chromosom an (Nicholas, 1996). Die physikalische Kartierung erfolgt auf verschie-

denen Wegen. Als Orientierungskoordinaten dienen zytogenetische Strukturen. Die kartierten 

DNA-Sequenzen können Chromosomen, Chromosomenregionen oder auch Chromosomen-

banden bzw.-fragmenten zugeordnet werden. Man nutzt dafür die In-situ-Hybridisierung, 

somatische Hybridzelllinienkonstrukte (somatic cell hybrid panels, SCH-Panel) oder 
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Radiationhybrid (RH)-Zelllinienkonstrukte. Die In-situ-Hybridisierung ermöglicht die 

Sichtbarmachung einer DNA-Sonde auf einem Zielgewebe, einer Zielzelle, auf Kernen und 

Chromosomen, so dass die Lage der DNA-Sequenz festgelegt werden kann. Eine Form dieser 

Methode ist die Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH), die Fluorochrome zur Sonden-

markierung und –detektierung nutzt. 

Somatische Hybridzelllinien werden aus Ovarzellen des Chinesischen Hamsters [Cricetulus 

griseus] gewonnen, die verschiedene Chromosomen einer anderen Art enthalten. Das 

Arbeiten mit diesen Zelllinien ermöglicht nur die Zuordnung von DNA-Sequenzen zu einem 

Chromosom (Schuler et al., 1996; Kwok et al., 1996). Radiationhybrid (RH)-Zelllinien-

konstrukte enthalten neben den Wirtschromosomen (z.B. vom Hamster) einzelne 

Chromosomenfragmente einer anderen Spezies. Diese Chromosomenfragmente werden durch 

gezielte radioaktive Strahlung, gemessen in Energiemengen ionisierender Strahlung 

(=Energiedosis, radiation absorbed dose, Rad), erzeugt. Die Chromosomenfragmente der zu 

untersuchenden Spezies werden dabei in das Genom des Wirtes integriert. Die RH-Kartierung 

ist eine statistische Methode, die die Distanz zwischen DNA-Sequenzen in centiRad (cR) 

misst und deren Anordnung auf dem Chromosom festlegt (Cox et al., 1990). Das bovine RH-

Zelllinienkonstrukt „BovRH5-Panel” wurde mit Hilfe von 5000 Rad Gamma Strahlung 

erstellt (Womack et al., 1997) und ermöglichte die Durchführung der physikalischen Fein-

kartierung beim Rind. Von Rexroad et al. (2000) sind die Kartierungsmöglichkeiten durch die 

Erstellung eines „BovRH12-Panels”, erstellt mit Hilfe von 12000 Rad Gamma Strahlung, 

verbessert worden. Eggen und Fries (1995) sowie Band et al. (2000) publizierten physika-

lische Chromosomenkarten des Rindes. Eine wichtige Basis der molekularen Genomanalyse 

ist die Möglichkeit, die Information zu Struktur und Funktion von Genen auf verschiedene 

Tierarten anzuwenden. Die vergleichende Genomkartierung macht sich diese Möglichkeit 

zunutze (Collins et al., 1998). 

Alternative Methoden zur physikalischen Kartierung sind neben den oben genannten Karten 

aus chromosomalen Bruchstücken (RH-Karten) z.B. Restriktionskarten, die unter Verwen-

dung selten schneidener Restriktionsenzyme erstellt werden, Klon-Contig-Karten aus sich 

überlappendenYAC-, Cosmid- oder BAC-Klonen, STS- und EST-Karten sowie die DNA-

Sequenzierung (Strachan und Read, 1996). 

1.1.3.1.3 Vergleichende Genomkartierung 

Der Vergleich von Genomen und Chromosomenmorphologien verschiedener Spezies hat 

einen großen Teil zu dem Wissen über die Phylogenie von Spezies beigetragen (Wienberg 
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und Stanyon, 1995). Nicht nur zwischen Säugetierspezies, sondern auch zwischen 

Vertebraten entfernterer Verwandtschaft konnten konservierte Syntänien bestimmt werden 

(Wienberg und Stanyon, 1997). Die vergleichende Kartierung basiert auf der Erkenntnis, dass 

Chromosomenfragmente während der Evolution konserviert wurden. 

Vergleicht man eng verwandte Genome, so erhält man Einsicht in Einzelheiten der Gen-

struktur und -funktion (Collins et al., 1998). Li et al. (1990) zeigten, dass die phylogenetische 

Trennung von Primaten und Rodentia (Nagetiere) lange vor der der Primaten von den 

Artiodactyla (Paarzeher) stattfand. Gene und Gengruppen sind daher zwischen Mensch und 

Rind wahrscheinlich stärker konserviert als zwischen Mensch und Maus oder Rind und Maus. 

Soller und Beckmann (1990) stellten einen um etwa 50% höheren Grad der Konservierung 

zwischen Mensch und Rind im Vergleich zu Mensch und Maus fest. Unter den Säugetieren 

haben Rinder die am besten entwickelten Syntänie- und Kopplungskarten (Eggen und Fries, 

1995; Womack und Kata, 1995). Bis jetzt gibt es beim Rind annähernd 500 Gene mit 

Chromosomenzuweisung (U.S. Bovine Arkansas Database: http://bos.cvm.tamu.edu/bovgbase.html). 

Gene, die bereits bei einer Spezies kartiert sind, liefern Informationen über die mögliche Lage 

des entsprechenden Gens bei einer weiteren Spezies, sofern konservierte syntänische 

Chromosomenabschnitte bekannt sind. O'Brien et al. (1993) erleichterten die vergleichende 

Kartierung mit der Veröffentlichung von Karten ausgewählter Gene für die Spezies Mensch, 

Maus, Rind und Hauskatze. Band et al. (2000) sowie Rebeiz und Lewin (2000) stellten einen 

Ansatz zur vergleichenden Kartierung vor, mit dem Chromosomenlokalisationen von ESTs 

(expressed sequence tags, kurze cDNA-Sequenzen) und anderen auf Sequenzen basierenden 

Markern vorhergesagt werden können (COMPASS-Ansatz, Comparative Mapping by 

Annotation and Sequence Similarity). Damit konnten die Kartenpositionen von zirka 45.000 

Rinder-ESTs von Rebeiz und Lewin (2000) identifiziert werden. Band et al. (2000) erstellten 

mit Hilfe der RH-Kartierung in Verbindung mit der EST-Sequenzierung, der Datenbanksuche 

für unkartierte Rindergene und dem COMPASS-Ansatz eine das gesamte Genom von Rind 

und Mensch umfassende Vergleichskarte. 

1.1.3.1.3.1 Syntänien zwischen Mensch und Maus zu Rinderchromosom (BTA) 5 
Wie bereits in dem Kapitel „Trypanotoleranzstudien bei Rindern” erwähnt, wurde von Soller 

und Beckmann 1988 eine QTL-Analyse für die Annäherung des Merkmalkomplexes 

Trypanotoleranz im Rindergenom vorgeschlagen. Dieser Vorschlag wurde vom ILRI/CGIAR 

(International Livestock Research Institute/Consultative Group on International Agricultural 

Research) in Kenia aufgenommen und durchgeführt. 
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Erste Analysen zeigten unter anderem Genomregionen auf dem Rinderchromosom BTA5 auf, 

weshalb die Syntänien zwischen Mensch und Maus zu diesem Chromosom im Folgenden 

genauer beschrieben werden. 

Die große Vielfalt an Karyotypen unter den Säugetieren führte ursprünglich zu der 

Vermutung, dass die Chromosomen der einzelnen Ordnungen der Säugetiere jeweils neu 

durchmischt waren (O'Brien et al., 1988). Dies konnte u.a. durch den Vergleich boviner und 

humaner Kopplungskarten (Womack und Kata, 1995), der Analyse somatischer Hybrid-

zelllinien des Katzengenoms (O'Brien et al., 1988) und durch Zoo-FISH-Studien (Solinas-

Toldo et al., 1995) widerlegt werden. Das Kartieren von Genen bei den verschiedenen 

Vertebraten-Ordnungen führte zu der Erkenntnis, dass zirka 50 große Genblöcke im Laufe der 

Evolution erhalten geblieben sind und dass diese Blöcke innerhalb der Ordnungen auf unter-

schiedlichen Chromosomen zusammengestellt sind (Andersson, et al., 1996). Insgesamt 

konnte gezeigt werden, dass der Hauptanteil in den Chromosomenumordnungen bei den 

Säugetier-Ordnungen reziproke Translokationen sind und dass Rearrangements innerhalb von 

Autosomen, abgesehen von Zentromerneubildungen und dem Abbau von Zentromeren, 

relativ selten stattfinden (Andersson, et al., 1996). 

FISH-Analysen zwischen Rind und Mensch zeigten zwei große konservierte Genblöcke 

zwischen den Chromosomen HSA12 und BTA5, die auf BTA5 durch kleine konservierte 

Blöcke von HSA14 und HSA22 getrennt sind (Chowdhary et al., 1996; Hayes, 1993; Solinas-

Toldo et al., 1995; Band et al., 2000). In etwa entsprechen die beiden großen Blöcke von 

HSA12 auf BTA5 dem jeweils langen und kurzen Arm von HSA12. Weitere auf BTA5 

kartierte Gene, die entlang des langen und kurzen Arms von HSA12 zu finden sind, 

bestätigten diese Annahme (Janel et al., 1996; Aleyasin und Barendse, 1999; Band et al., 

2000). 

Nagetierchromosomen haben im Vergleich zu den Chromosomen der anderen Säugetier-

Ordnungen eine ungewöhnlich hohe Anzahl an genomischen Rearrangements in der 

Evolution durchgemacht (Graves, 1996; Carver und Stubbs, 1997). Beim Vergleich der 

Genome von Maus und Mensch und anderen Spezies sind sowohl erstaunlich große Überein-

stimmungen, als auch große Unterschiede in der Anordnung und Gruppierung von Genen auf 

Chromosomen zu finden (Carver und Stubbs, 1997; Copeland et al., 1993). Diese Unter-

schiede werden auf eine speziesspezifische Evolution des Karyotyps zurückgeführt 

(Rettenberger et al., 1995). 
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Abbildung 1-3 zeigt im Überblick die bekannten konservierten syntänischen Gruppen von 

Maus und Mensch zum Rinderchromosom BTA5 (abgewandelte Darstellung der Abbildung 

aus dem Internet der Bovine Genome Database of the National Animal Genome Research 

Programm (NAGRP) [http://bos.cvm.tamu.edu/htmls/Bov5.html]). Dargestellt sind die 

zytogenetische Karte und die Kopplungskarte von BTA5. Einige der bisher kartierten Gene 

sind hier in den gängigen Genabkürzungen aufgeführt. Die entsprechenden Chromosomen-

umordnungen der aufgeführten kartierten Gene von Maus und Mensch sind rechts davon 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 1-3:  
Darstellung der zytogenetischen Karte von BTA5 mit den dazu konservierten syntänischen 
Gruppen von Mensch und Maus. Die Zahl an der jeweiligen Gruppe entspricht der 
Chromosomennummer, auf dem die konservierte syntänische Gruppe in der entsprechenden 
Spezies zu finden ist. Mikrosatelliten in kursiver, Gene in normaler Schrift 
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1.1.4 Beschreibung des Rinderprojektes 
„Entwicklung von krankheitsresistentem Nutzvieh” 

Das ILRI in Kenia begann 1990 mit der Bearbeitung eines Projektes, das auf die von Soller 

und Beckmann (1988) empfohlene Methode aufbaut, einen Genomscan mit informativen 

Markern in einer die Trypanotoleranz-Merkmale segregierenden Rinderpopulation 

durchzuführen. Das Ziel war, Regionen im Genom zu finden, in denen die Gene liegen, die 

Trypanotoleranz bzw. die Trypanosuszeptibilität beeinflussen. Die genetischen Informationen 

über die Marker und die QTL sollen gemeinsam markergestützte Selektion (MAS) für die 

Zucht trypanotoleranter und wirtschaftlich produktiver Rinder ermöglichen, aber auch zur 

Identifikation wichtiger Schlüsselgene für die Trypanotoleranz führen. 

Für die Untersuchung standen mit einigen gambischen N'Dama-Bullen Tiere aus einer der 

beiden großen trypanotoleranten Rindergruppen (Langhorn- und Kurzhorn-Rinder, Bos 

taurus) Afrikas zur Verfügung. N'Damas aus Gambia sind keine reinen Bos taurus-

Abkömmlinge mehr, es ist bereits Einfluss von Bos indicus vorhanden. Die Kenyan Borans 

als suszeptible Test-Gruppe des Projekts sind reiner Bos indicus-Abstammung. Die ausge-

wählten N'Damas und Borans waren zuvor noch nicht mit Trypanosomen in Kontakt 

gekommen, also naiv in Bezug auf diese Infektion. 

Im ersten Teil des Projektes wurden Boran-Kühe mit N'Dama-Bullen gekreuzt. Dabei wurde 

das MOET-Verfahren in Anspruch genommen, um mit einer begrenzten Anzahl von Kühen 

eine hohe Vollgeschwister-Anzahl züchten zu können (Kemp und Teale, 1991; Kennedy, 

1992; Teale, 1993). 

Zwei Vollgeschwisterfamilien (F1-Generation) wurden so 1991 aus den N'Dama- und Boran-

Elterntieren (F0-Generation) gezüchtet. Jede Familie bestand aus mehr als 30 Kälbern. In 

einem Vorversuch wurden 38 Tiere aus dieser F1-Generation und 10 Boran-Rinder als 

Kontrolltiere mit T. congolense mittels Tsetse-Fliegen der Art Glossina morsitans centralis 

kontrolliert infiziert. Drei der 38 Tiere aus der F1-Generation benötigten anschließend 

therapeutische Maßnahmen, während im Vergleich dazu sechs der zehn Borans behandelt 

werden mussten. 

Aus der F0-Generation wurden anschließend vier N'Dama-Bullen und vier Boran-Kühe 

ausgewählt. 14 ihrer direkten Nachkommen (F1-Generation) wurden untereinander gekreuzt 

und so für die Zucht der F2-Generation herangezogen. In sieben Familien wurden 183 Tiere 
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gezüchtet. Als Kontrolltiere wurden zusätzliche N'Dama- und Boran-Rinder mit in das 

Experiment einbezogen. 

Da es keine systematisch erprobten Maßeinheiten gibt, die den Phänotyp Trypanotoleranz 

umfassend beschreiben oder genau definieren, sind 16 Phänotypen (siehe Kapitel 7.4) 

zusammengestellt worden, die versuchen, ein Spektrum an Merkmalen bei den Rindern vor, 

während und nach einer Infektion mit Trypanosomen zu erfassen. Diese Merkmale sind in 

zwei Kategorien aufgeteilt: 

I. Parameter, die den Zustand nicht-infizierter Tiere hinsichtlich der Konstitution und 

Anämie beschreiben wie Gewicht (BW) und Hämatokrit (PCV) jeweils zum 

Ausgangszeitpunkt der Studie (initial BW, initial PCV). 

II. Parameter, die den mehr oder minder schweren Krankheitsverlauf durch die Infektion 

bei suszeptiblen und trypanotoleranten Tieren, sowie den Tieren, die verschiedene 

Abstufungen der Toleranz zeigen, beschreiben. Diese Parameter werden über den 

gesamten Verlauf der Erkrankung gemessen. 

Der Genotyp von bekannten DNA-Markern wurde bei den Tieren ermittelt und zusammen mit 

den Phänotypen zu QTL-Analysen herangezogen. Zunächst wurde versucht, die N'Dama- und 

Boran-Populationen mit Inzuchtpopulationen gleichzusetzen (Soller, 1991), also davon 

auszugehen, dass die Allele der Marker zwischen den beiden Populationen unterschiedlich 

sind. Es musste jedoch vereinzelt festgestellt werden, dass die unterschiedlichen Allele der 

Marker und Loci in beiden F0-Populationen und Folgepopulationen auftraten (Beckmann und 

Soller, 1988). Das QTL-Analyse-Modell wurde an diese Problematik angepasst (Beckmann 

und Soller, 1988), indem diese Fälle statistisch berücksichtigt wurden. Es zeigte sich, dass 

man die Analyse somit zwar auf dem Prinzip von Inzuchtpopulationen durchführen konnte, 

jedoch in den F2-Familien individuell jeden Marker einzeln in Bezug auf die Informativität 

der F0- und F1-Generation betrachten muss. Die statistische Aussagekraft der diallelischen 

Marker war gering, stieg aber bei polyallelischen Markern stark an. Nicht nur alle Marker, 

sondern auch Intervalle zwischen zwei Markern wurden so auf einen Phänotyp-Parameter 

bezogen. Mit kombinierten Parametern wurde genauso verfahren. 

1998 wurden die ersten Ergebnisse auf der Animal Genetics Konferenz, Auckland, 

Neuseeland innerhalb der kooperierenden Arbeitsgruppen dargestellt und diskutiert: Drei mit 

Anämie gekoppelte N'Dama Trypanotoleranz-QTL wurden identifiziert. Diese drei QTL 

liegen auf den Chromosomen BTA2, BTA5 und BTA7. Ein zusätzlicher, mit dem Merkmal 
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Parasitämie gekoppelter QTL wurde auf BTA7, und ein an das kombinierte Merkmal aus 

Körpergewicht und Hämatokrit gekoppelter QTL wurde auf BTA5 gefunden. 

Die folgenden Abbildungen 1-4 und 1-5 zeigen die auf BTA5 gefundenen QTL in Form von 

zwei Graphen: Die X-Achse beschreibt das Chromosom der Länge nach in cM. Eine zweite 

X-Achse zeigt die Positionen der Marker (und die Intervalle, die sie bilden), mit denen die 

QTL-Analyse durchgeführt wurde (Quelle: Hanotte, Internationales Symposium: „Candidate 

Genes for Animal Health”, in Rostock-Warnemünde, 1999). 

Die Y-Achse skaliert den Lodscore, eine statistische Einheit der QTL-Analysen. Die Einheit 

Lodscore (Lod = Logarithm of the odds) ist der Logarithmus der Wahrscheinlichkeit für 

Kopplung zwischen Genotyp und Phänotyp (Lander und Schork, 1994). Ein Lodscore von 3.0 

sagt aus, dass die Wahrscheinlichkeit, dass der Phänotyp mit dem Genotyp gekoppelt ist, 

1000 mal höher ist als die Wahrscheinlickeit, dass der Phänotyp nicht mit dem Genotyp 

gekoppelt ist. Er gilt bei einer QTL-Lokalisierung als hinreichendes Kriterium für das Vor-

liegen von Kopplung zwischen Genotyp und Phänotyp. 
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Trypanotoleranz-QTL auf BTA5 

 

Abbildung 1-4:  QTL auf BTA5 für den Phänotyp PCV V-PCV IF (Varianz des durchschnitt-
lichen PCV-Wertes minus den Hämatokritwert vor und am letzten Tag der Infektion),  
r = -0.743; maximaler Lodscore: 4.250 (Position: MAF48), Standardabweichung: 21.37 
 

 

 
Abbildung 1-5:  QTL auf BTA5 für den Phänotyp BWD150 – PCV V (prozentualer Abfall 
des Körpergewichtes über den Zeitraum der Infektion minus der Varianz des durchschnitt-
lichen Hämatokrit-Wertes), r = 0.666; maximaler Lodscore 3.228 (Position: BR2936), 
Standardabweichung: 26.16. 

 

Abbildung 1-4 und Abbildung 1-5: Die X1-Achsen beschreiben das Chromosom BTA5 der 
Länge nach in cM. Die X2-Achsen zeigen die Positionen der Intervalle (I). Die Intervalle 
werden von folgenden Markern gebildet: I 1: BP01 – BM321, I 2: BM321 - LYZ (Lysozym), 
I 3: LYZ – BL37, I 4: BL37 – BR2936, I 5: BR2936 – ETH10, I 6: ETH10 – ETH2, I 7: 
ETH2– BM2830, I 8: BM2830 – MAF48, I 9: MAF48 –ETH152. Die Y-Achse skaliert den 
Lodscore. 
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1999 wurden diese Ergebnisse durch abschließende QTL-Berechnungen der F2-Generation 

von Hanotte und Korol bestätigt, wobei auch Hinweise auf weitere QTL gefunden wurden. 

Diese Daten wurden 1999 auf dem internationalen Symposium: „Candidate Genes for Animal 

Health”, in Rostock-Warnemünde vorgestellt. 

In der in Abbildung 1-5 dargestellten QTL-Region nahm der Mikrosatellit BR2936 als 

Intervallgrenze zwischen Intervall 4 und 5 eine zentrale Lage ein. Um mehr Marker für die 

QTL-Region zu erhalten, wurde aus ihr weiträumig um den Mikrosatelliten herum eine 

chromosomensegmentspezifische Bibliothek erstellt (Goldammer et al.1998, unpubliziert).  

Zur Herstellung dieser spezifischen Bibliothek von Chromosom BTA5q21-24 wurden 

Chromosomen im Metaphasestadium auf Objektträgern fixiert. Eine spezielle Anfärbung der 

Metaphasechromosomen stellt deren q-Bänderung dar, an der sich orientiert wurde: BR2936 

liegt in publizierten Kopplungskarten auf Chromosom BTA5 bei 63cM, neben dem zusätzlich 

zytogenetisch kartierten Mikrosatelliten BL37 (50cM, BTA5q22). Die zwei zytogenetisch 

kartierten Gene Lysozym (LYZ, BTA5q23) und Interferon γ (BTA5q22-24) in der QTL-

Region gaben die Größe des Chromosomensegments an, das ausgeschnitten werden musste. 

Das gewünschte Segment wurde mit einer feinen Glasnadel herausgeschnitten (Abb. 1-6) und 

mit Hilfe von Zufallsprimern in einer Polymeraseketten-Reaktion (PCR) vervielfältigt.  

 

Abbildung 1-6     

(A)  Identifikation des Metaphasechromosoms BTA5 anhand der q-Bänderung 

(B)  Herausgeschnittene Chromosomenregion q22-24. 

Quelle: Goldammer, FBN, Dummerstorf. 

 

Die Spezifität des Amplifikats wurde anschließend mit Hilfe von FISH überprüft und stand 

für diese Arbeit zur weiteren Bearbeitung zur Verfügung.
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1.1.5 Beschreibung des Mausmodells zur Trypanotoleranz 

Ein Vergleichsmodelltier für Kopplungsanalysen über Trypanotoleranz ist die Maus (Kemp  

et al., 1996). Die kurze Fortpflanzungsdauer von Mäusen und die Verfügbarkeit von Inzucht-

linien erleichtern neben der weit vorangeschrittenen Entwicklung von hoch auflösenden 

Maus-Genkarten das Aufbauen und Analysieren von Modellpopulationen (Dietrich et al., 

1994). 

Bei Mäusen sind Suszeptibilität und Toleranz gegenüber Trypanosomen in diversen 

Inzuchtlinien unterschiedlich stark ausgeprägt (Murray et al., 1982; Morrison et al., 1978; 

Whitelaw et al., 1980): Während der Inzuchtstamm C57Bl/6 eine hohe Toleranz gegenüber T. 

congolense zeigt, sind die Mäuse des Balb/c-Inzuchtstammes sehr anfällig für die Infektion. 

Trotzdem sich der Krankheitsverlauf und die Immunantwort bei Maus und Rind unterschei-

den, könnten Kenntnisse über die genetischen Mechanismen, die die Resistenz bei dem 

C57Bl/6-Inzuchtstamm bewirken, hilfreich für das Verständnis der Resistenzmechanismen 

beim Rind sein (Kemp et al., 1996). 

200 männliche und 200 weibliche Tiere einer F2-Generation von Balb/c x C57Bl/6 Mäusen 

wurden mit T. congolense infiziert. Bei allen Tieren, inklusive den Kontrollgruppen (10 

männliche Balb/c -, 10 weibliche Balb/c-, 10 männliche C57Bl/6 - und 10 weibliche C57Bl/6 

- Mäuse) wurden die Auswirkungen der Infektion dokumentiert und analysiert, indem je 16% 

der Tiere mit der kürzesten und mit der längsten Überlebensdauer mit 90 Mikrosatelliten 

genotypisiert wurden. Die statistische Aussagekraft dieses selektiven Genotypisierens 

entspricht der Aussagekraft einer genotypisierten Population von 320 Tieren (Darvasi und 

Soller, 1992). Mit einem QTL-Analyse-Programm [MAPMAKER/QTL (Lincoln et al., 

1992)] ergaben sich folgende Ergebnisse (Kemp et al., 1996): 

 

F2-Generation aus Kreuzungen von Balb/c- und C57Bl/6-Tieren 

� Auf Chromosom MMU (Mus musculus) 17 fand sich ein QTL für den Phänotyp Über-

lebensdauer bei Infektion. Der breite QTL und die hohe Varianz in der F2-Population 

ließen mehr als einen Locus innerhalb der Region vermuten. Die beteiligten Allele 

zeigten einen additiven Effekt in der Ausprägung. 
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� Die Chromosomen MMU1 und MMU5 zeigten ebenfalls eine signifikante Assoziation 

mit dem Phänotyp Überlebensdauer bei Infektion, wobei in dem Fall von Chromosom 

MMU1 der Alleleffekt additiv, der von Chromosom MMU5 jedoch dominant ist. 

Die Einkreuzung eines weiteren suszeptiblen Inzuchtstammes (A/J-Stamm) und die 

anschließende Analyse bestätigten diese Ergebnisse nur zum Teil (Kemp et al., 1997): 

 

F2-Generation aus Kreuzungen von A/J- und C57Bl/6-Tieren 

� Die QTL auf MMU17 und MMU5 bestätigten sich, jedoch waren die Alleleffekte bei 

beiden rezessiv. 

� MMU1 zeigte keine Assoziation zum Phänotyp Überlebensdauer bei Infektion. 

Der Unterschied in den Alleleffekten bei den beiden Kreuzungen wird auf den unterschied-

lichen genetischen Hintergrund der beiden suszeptiblen Inzuchtstämme Balb/c und A/J 

zurückgeführt, der Einfluss auf die Expression und Dominanz nimmt (Kemp et al., 1997). 

Die Vertrauensintervalle der drei QTL in der F2-Generation aus Kreuzungen von Balb/c- und 

C57Bl/6-Tieren zeigen auf den Chromosomen Größen von 10cM bis 40cM. Diese hohen 

Werte entstehen in erster Linie durch die limitierte Anzahl von Rekombinationsereignissen in 

den Chromosomenregionen der QTL der F2-Generationen (Darvasi und Soller, 1995). Um die 

Anzahl der Rekombinationsereignisse zu erhöhen, wurden aus den beiden verschiedenen F2-

Generationen zwei unabhängige F6-Generationen (advanced intercross lines, AILs; Darvasi 

und Soller, 1995; Darvasi, 1998) gezüchtet und analysiert (Iraqi, 2000). Die Werte (in cM) 

der Vertrauensintervalle der QTL-Regionen wurden in den F6-Generationen stark eingeengt 

(Iraqi et al., 2000). Die Zucht von intervallspezifischen kongenen Tieren (interval specific 

congenic strains, ISCSs) und eine anschließende QTL-Analyse führten für den QTL auf 

MMU17 zur weiteren Einengung. Von dieser Region wurde eine Kandidatengenliste erstellt. 

Ein wichtiger Kandidat für diese Region auf Chromosom MMU17 ist z.B. der Tumornekrose-

faktor alpha (Iraqi et al., 2001). 

Diese fortgeschrittenen Analysen bei dem Mausmodell helfen indirekt bei der Einengung der 

QTL-Regionen für Trypanotoleranz beim Rind: Je genauer die QTL-Regionen bei der Maus 

bekannt sind, desto leichter lassen sich durch vergleichende Kartierung konservierte 

syntänische Gruppen zwischen den QTL-Regionen der Maus und dem Rind ermitteln. Die 

Erhöhung der Auflösung der Genkarten lässt wiederum eine gezieltere Auswahl von 

Kandidatengenen zu. 
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1.2 Zielsetzung der Arbeit 
In dieser Arbeit soll eine physikalische Karte für Chromosom BTA5 aus neu identifizierten 

und bereits bekannten Typ-I- und Typ-II-Marker erstellt werden. Ziel ist es, die Markerdichte 

für BTA5 zu erhöhen, um eine neue QTL-Analyse hinsichtlich des Merkmalkomplexes 

Trypanotoleranz durchzuführen. 

Die neu kartierten Typ-I-Marker (Gene) sollen einerseits helfen, Kandidatengene für den 

Trypanotoleranz-QTL zu identifizieren und andererseits dazu dienen, allgemeinere 

Informationen über die Genzusammensetzung des Chromosoms BTA5 zu erhalten. Dazu 

werden konservierte syntänische Gruppen zwischen Rind, Menschen und Maus analysiert. 

Um Typ-II-Marker aus der QTL-Region zu erhalten, die in der vorangegangenen QTL-

Analyse ermittelt wurde (Hanotte und Korol, nicht publiziert), wurde von Goldammer et al. 

(nicht publiziert) eine chromosomensegmentspezifische Bibliothek der Region q21-24 des 

Chromosoms BTA5 angefertigt und für die hier beschriebene Arbeit zur Verfügung gestellt. 

Eine neue QTL-Analyse, die auf den neu ermittelten Typ-I- und Typ-II-Markern basiert, soll 

zur Bestätigung und gegebenenfalls zu einer Einengung der an der Trypanotoleranz 

beteiligten chromosomalen Region auf BTA5 führen. 

 

Zusammenfassend lässt sich die Zielsetzung der Arbeit in folgende Aufgabenbereiche 

gliedern: 

� Identifizierung neuer Typ-I- und Typ-II-Marker auf Chromosom BTA5 

� Lokalisierung der neuen Typ-I- und Typ-II-Marker auf BTA5 

� Erneute QTL-Analyse mit Hilfe der neuen Marker hinsichtlich des Merkmalkomplexes 

Trypanotoleranz 
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2 Material & Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 DNA verschiedener Säugetiere 

DNA vom Rind (Bos taurus) 

Die untersuchte Rinderpopulation wurde aus Kreuzungen zwischen trypanotoleranten 

N'Dama-Bullen (Bos taurus) und für die Trypanosomiasis anfälligen Boran-Kühen (Bos 

indicus) aufgebaut. Durch Kreuzungen innerhalb der F1-Generation wurden sieben Voll-

geschwister-Familien gezüchtet. Insgesamt 8 Tiere bilden die F0-Generation, 14 Tiere die F1- 

und 183 Tiere die F2-Generation. 

Von den Tieren der gesamten Population stand genomische DNA aus Vollblut zur Verfügung. 

DNA von der Maus (Mus musculus) 

Maus-DNA (Firma Novagen) wurde als Kontroll-DNA benutzt, wenn Oligonukleotidprimer 

für die Amplifikation von Genfragmenten aus bekannten Gensequenzen der Maus abgeleitet 

wurden. Ferner wurde mit Maus-DNA geprüft, ob Primer, die von Rind oder Mensch 

abgeleitet sind, mit Nagetier-DNA kreuzhybridisieren. 

DNA vom Menschen (Homo sapiens) 

Aus einer Vollblutspende isolierte menschliche DNA wurde als Kontroll-DNA verwendet, 

wenn Oligonukleotidprimer für die Amplifikation von Genfragmenten aus humanen 

Sequenzen abgeleitet wurden. 

DNA von Hamstern (Cricetulus griseus) 

Hamster-DNA aus dem Labor von Womack (Texas A&M University, USA) wurde benötigt, 

um Kreuzhybridisierungen von Oligonukleotidprimern mit Hamster-DNA ausschließen zu 

können. Hamster-DNA diente als Matrize für Polymerasekettenreaktionen (polymerase chain 

reaction, PCR). 

2.1.2 Chromosomensegmentspezifische DNA-Bibliothek 

Um neue Marker für das Rinderchromosom BTA5 zu finden, wurde von Goldammer (1999, 

nicht publiziert) eine chromosomensegmentspezifische DNA-Bibliothek der QTL-Region 

BTA5 q21-24 angefertigt. Dazu wurden Chromosomen im Metaphasestadium auf Objekt-
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trägern fixiert und das gewünschte Segment von BTA5 mit einer feinen Glasnadel heraus-

geschnitten. Dieses Fragment wurde anschließend durch PCR mit degenerierten Oligo-

nukleotiden 5'-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3' amplifiziert. Das PCR-Amplifikat 

wurde in einen Vektor (PCR-Script AMP Cloning KIT, Stratagene) ligiert. 9µl Ligations-

ansatz standen in einer Konzentration von 6ng/µl zur Verfügung. 

2.1.3 Somatische-Hybridzelllinien-DNA 
(somatic cell hybrid panel / SCH-Panel) 

31 verschiedene DNA-Proben somatischer Hybridzelllinien aus chinesischen Hamster-

Ovarzellen (Cricetulus griseus) mit Rinderchromosomenanteilen (Bos taurus), entwickelt von 

Womack und Moll (1986), wurden aus dem Labor von Womack (Texas A&M University, 

USA) bezogen. Von jeder Hybridzelllinie stand DNA in einer Konzentration von 200ng/µl 

zur Verfügung, die mit doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) auf je 50ng/µl eingestellt wurde. 

Die DNA wurde als Matrize für PCR-Analysen eingesetzt. Laboreigene Rinder- und Maus-

DNA stand für Positiv- und Negativkontrollen zur Verfügung. 

2.1.4 Hybrid-Zelllinien mit radioaktiv bestrahlter Rinder-DNA 
(radiation hybrid panels / BovRH5- und BovRH12-Panels) 

Für die Konstruktion dieser Hybrid-Zelllinien wurde eine Aberdeen-Angusbullen-Fibro-

blastenzelllinie mit (60Cobalt) letal radioaktiv bestrahlt. Je nach Strahlendosierung entstehen 

zwischen 0,5 - 30 Millionen Basenpaare große Chromosomenfragmente (Knippers, 2001), die 

von einer Empfängerzelllinie (chinesischer Hamster) in das Genom integriert werden. 

Isolierte DNA dieser so veränderten Empfängerzelllinien wurde für PCRs eingesetzt. Mit 

chromosomenspezifischen Markern können die in die Nagetierzelllinien integrierten Rinder-

chromosomenfragmente bestimmten Rinderchromosomen zugeordnet werden. 

Für die PCR-Untersuchungen standen DNA-Proben von zwei Hybrid-Zelllinienkonstrukten 

zur Verfügung: 

I. Das Hybrid-Zelllinienkonstrukt aus mit einer Energiedosis von 5000 Rad Gamma-

Strahlung (radiation absorbed dose, Rad) behandelter Rinder-DNA (BovRH5-Panel) 

besteht aus 90 Hybrid-Zelllinien und zusätzlichen Positiv- und Negativ-Kontrollen. 

Dieses Hybrid-Zelllinienkonstrukt wurde von Womack et al. (Texas A&M University, 

USA; 1997) entwickelt. 
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II. Das Hybrid-Zelllinienkonstrukt aus mit 12000 Rad behandelter Rinder-DNA (BovRH12 

Panel, konstruiert von Rexroad et al., 2000) besteht aus 182 Hybridzelllinien, sowie den 

für PCR-Untersuchungen üblichen Positiv- und Negativ-Kontrollen. 

Radiationhybrid-Panels ermöglichen die Analyse der räumlichen Nähe zweier Loci zu-

einander auf einem Chromosom. Das Hybrid-Zelllinienkonstrukt aus einer 5000 Rad Gamma-

Strahlung behandelter Rinder-DNA (BovRH5-Panel) soll Marker, die weniger als 10cM 

auseinanderliegen, als gekoppelt erscheinen lassen (Womack, pers. Mitteilung). Das Hybrid-

Zelllinienkonstrukt aus mit 12000 Rad behandelter Rinder-DNA zeigt eine höhere Bruch-

frequenz zwischen benachbarten Markern als das BovRH5-Panel (Rexroad et al., 2000) und 

dient so der feineren Kartierung von Markern. 

Von jeder der einzelnen Hybridzelllinien der beiden unterschiedlich stark bestrahlten Zell-

linienkonstrukte stand DNA in einer Konzentration von 200ng/µl zur Verfügung, die mit 

ddH2O auf je 50ng/µl eingestellt und für PCR-Untersuchungen eingesetzt wurde. 

2.1.5 Klone künstlicher Bakterien-Chromosomen 
(bacteria artificial chromosome, BAC) 

Bovine BAC-Klone wurden vom Deutschen Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH 

(http://www.rzpd.de) aus der Rinder-BAC-Bibliothek Nr. 750, hergestellt von Miller und 

Williams (BOREALIS-Projekt) sowie Zhu et al. (1999), bezogen. Die BAC-Klone bestanden 

aus mit EcoRI teilverdauter Lymphozyten-DNA von Jersey-Bullen (Bos taurus), die in den 

Vektor pBACe3.6 kloniert wurde. Das eingefügte Rinder-DNA-Fragment hatte eine durch-

schnittliche Größe von105kb mit einer Mindestgröße von 60kb und einer maximalen Größe 

von 200kb. Transformierte E.coli DH10B Zellen bilden die aus zirka 138240 Klonen 

bestehende bovine BAC-Bank und repräsentieren 5 bis 6 Genomäquivalente. 

2.1.6 DNA-Längenstandard 

100bp-DNA-Leiter pME-80 DNA (peqlab), vollständig verdaut mit Eco147 I und 

   Pvu I Konz.: 0,5mg DNA/ml 

2.1.7 Oligonukleotide 

Die als Primer verwendeten Oligonukleotide wurden mit dem Primer3Input-Programm (siehe 

Kapitel 7.1.8) erstellt. Primer für bekannte Typ-II-Marker (Mikrosatelliten) wurden mehreren 

Datenbanken im Internet entnommen (siehe Kapitel 7.1.8). 



Material & Methoden  33 

 

Die Synthese erfolgte entweder im Bernhard-Nocht-Institut für Tropenmedizin (BNI), 

Hamburg, mit Hilfe eines DNA-Syntheseautomaten (Gene Assembler® Plus, DNA-

Synthesizier, Pharmacia LKB) oder durch die Firmen MWG und Gibco/life technologies. 

Primer zum Sequenzieren von Vektorinserts wurden von dem Vektor pPCR-Script AMP 

SK(+) Plasmid (Stratagene) abgeleitet. Die von Stratagene zur PCR-Amplifikation 

empfohlenen M13(-20)- und M13reverse Primer wurden in verlängerter Form eingesetzt, um 

eine höhere Spezifität zu erreichen (Gelhaus, pers. Mitteilung). Laborintern wurden sie 

M24forward und M24reverse genannt:  

M24forward (5' � 3') ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 

M24reverse (5' � 3') CATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGT 

Der Vektor besteht aus 3001bp. Die Primer flankieren die Vielfachklonierungsstelle. Sie 

amplifizieren zusätzlich zum Insert 228bp Vektorsequenz. 

2.1.7.1 Eingesetzte Oligonukleotidprimer 

Die verwendeten Primer und ihre PCR-Bedingungen ergeben mit Rinder-DNA PCR-

Produkte, die sowohl in der Sequenz als auch in der Fragmentlänge spezifisch für Rinder sind. 

Ihre Bezeichnungen, Abkürzungen, Sequenzen und PCR-Bedingungen sind im Anhang 

aufgelistet (siehe Kapitel 7.2). 

2.1.8 Computerprogramme für die statistische Datenanalyse 

2.1.8.1 RHMAP Version 3.0 

Statistical Package for Multipoint Radiation Hybrid Mapping 

Für die statistische Datenanalyse der Zelllinienhybridkonstrukte BovRH5 und BovRH12 

wurde das Softwareprogramm RHMAP Version 3.0 (Lange et al., 1995; Lunetta et al., 1996) 

verwendet. Die RHMAP-Analyse basiert auf der Annahme, dass die Brüche der Chromo-

somen eines Zelllinienhybridkonstruktes durch die radioaktive Strahlung zufällig entlang des 

Chromosoms und somit unabhängig von der Chromosomenstruktur entstanden sind. 

Da das Standardprogramm für 99 PCR-Signale ausgerichtet ist, wurde es für die Daten des 

BovRH12-Panels nach Angaben von K'anga (ILRI/Kenia, pers. Mitteilung) erweitert. 
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2.1.8.2 GeneHunter Version 2.0 beta 

GeneHunter Version 2.0 beta (http://linkage.rockefeller.edu/soft/gh/) wird neben anderen 

Programmen für Kopplungsanalysen auf parametrischer oder nichtparametrischer Ebene 

eingesetzt. 

GeneHunter wurde für kleine Stammbäume entwickelt, da eine limitierte Analysekapazität für 

große und komplizierte Stammbäume besteht. Stammbäume mit bis zu 30 Individuen können 

jedoch mit dieser Software gut analysiert werden. Um dieses Programm auf die zu unter-

suchende Rinderfamilie anwenden zu können, wurden die Familien der F1-Generation mit 

Hilfe eines Zusatzprogrammes (Müller-Myhsok, nicht publiziert) in Subfamilien zu je 6 

Tieren aufgeteilt (2 Großeltern, 2 Elterntiere, 2 Jungtiere). Dabei bildet jedes Jungtier jeweils 

einmal mit jedem seiner Geschwister, den Eltern und Großeltern eine solche Subfamilie. Die 

Genotypen der Subfamilien wurden gemeinsam auf Kopplung mit den Merkmalen hin 

analysiert. 
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2.1.9 Reaktionssysteme (Analysekits) 

� High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) 

� DNA Sequencing Kit (BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied 

Biosystems) 

� NucleoBond BAC 100 (Macherey-Nagel) 

� PCR-Script™ Amp Cloning Kit (Stratagene) 

2.1.10 Lösungen und Puffer 

Ethidiumbromid-Stammlösung: 10mg Ethidiumbromid/ml ddH2O 
 

0,1% Bromphenolblau DNA-Auftragspuffer 

6fach konzentriert: 0,1% Xylen Cynol 

 40% Saccharose (w/v) in ddH2O 

 Lagerung bei 4°C 
 

242g Tris-Base TAE-Puffer (Tris/Acetat/EDTA) 

50fach konzentriert: 57ml Eisessig 

 100ml 0,5M EDTA pH8,0 

 ad 1000ml H2O, autoklavieren 

 Lagerung bei Raumtemperatur 
 

108g Tris-Base TBE-Puffer (Tris/Borat/EDTA)  

10fach konzentriert: 55g Borsäure 

 40ml 0,5M EDTA pH8,0 

 ad 1000ml H2O, autoklavieren 

 Lagerung bei Raumtemperatur 
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2.1.11 Nährmedien für Bakterienkulturen 

Luria Bertani (LB)-Medium: 10g NaCl 

 10g Bacto-Tryptone 

 5g Hefeextrakt 

 pH7,2 mit 10M NaOH einstellen 

 ad 1000ml H2O 

 am gleichen Tag autoklavieren, Lagerung bei 4°C 
 
LB-Ampicillin-Agar: 1000ml LB-Medium 

 15g Agar 

 autoklavieren und abkühlen lassen auf ca. 50°C 

 50µg/ml Ampicillin  
(=0,5ml aus Stock 100mg/ml) 

 Platten gießen, fest werden lassen, Lagerung bei 4°C 

 

LB-Chloramphenicol-Agar: 1000ml LB-Medium 

 15g Agar 

 autoklavieren und abkühlen lassen auf ca. 50°C 

 30µg/ml Chloramphenicol  
(=0,3ml aus Stock 100mg/ml) 

 Platten gießen, fest werden lassen, Lagerung bei 4°C 

 

10g NZ Amin (Kasein-Hydrolysat) 

5g Hefeextrakt 

10g NaCl 

Kasein-Hydrolysat (casein hydrolysate 
+ yeast, NZY+)-Medium mit 
Hefeextrakt: 

autoklavieren 

 12,5ml 1M MgCl2 und 12,5ml 1M MgSO4 sowie 
20ml 20%(w/v) Glukose dazugeben und 
sterilfiltrieren 
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2.1.12 Enzyme 

Taq DNA-Polymerase: aus Thermus aquaticus 

 Konz.: 5 U/µl (Pharmacia) 
 

aus Pseudomonas fluorescens, * mit stark eingeschränkter  
Exonukleaseaktivität (spezielles Produkt der Fa. Stratagene) 

Pfu DNA-Polymerase*:  
 

Konz.: 0,5 U/µl (Stratagene) 
 
T4 DNA-Ligase: aus E.coli Lambda Lysogen NM 989 

 Konz.: 4 U/µl (Pharmacia) 
 
Srf I-Restriktionsenzym: aus Streptomyces-Spezies (pat. T.G. Simcox) 

 Konz.: 5 U/µl (Stratagene) 
 
Sty I-Restriktionsenzym: aus E. coli WA921/pST27 hsd+ 

 Konz.: 10 U/µl (New England Biolabs) 
 
Fnu 4HI-Restriktionsenzym: aus E. coli, welches das Fnu 4HI-Gen von Flavobacterium 

okeanokoites trägt 
 Konz.: 5 U/µl (New England Biolabs) 
 
Pst I-Restriktionsenzym: aus E. coli, welches das Pst I-Gen trägt von Providencia 

stuartii 
 Konz.: 20 U/µl (New England Biolabs) 
 
Nco I-Restriktionsenzym: aus Nocardia corallina 

 Konz.: 10 U/µl (Amersham/Pharmacia) 
 
Rsa I-Restriktionsenzym: aus Rhodopseudomonas sphaeroides 

 Konz.: 4 U/µl (Amersham/Pharmacia) 
 
Bsr I-Restriktionsenzym: aus Bacillus stearothermophilus 

 Konz.: 5 U/µl (New England Biolabs) 
 
Xho I-Restriktionsenzym: aus Xanthomonas holicicola 

 Konz.: 15 U/µl (Amersham/Pharmacia) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Vergleichendes Kartieren von Genen 

Als Basis für die vergleichende Kartierung diente die bekannte Syntänie zwischen dem 

bovinen Chromosom BTA5 und dem humanen Chromosom HSA12. Gene, deren Lage auf 

HSA12 bekannt war, wurden mit Hilfe der somatischen Hybridzelllinien DNA auf BTA5 

kartiert. Wurde die Chromosomenzugehörigkeit geklärt, wurde die genauere Lage der Gene 

auf dem Chromosom mit Hilfe der BovRH5- und BovRH12-Panels bestimmt. Es wurden 

Gruppierungen und bestimmte Reihenfolgen von Genen auf BTA5 gefunden, die mit denen 

von Mensch und Maus verglichen wurden. Vermutungen über mögliche Nachbargene der 

bereits auf BTA5 kartierten Gene wurden durch dieses Vergleichen angestellt und deren 

Positionen mit Hilfe der somatischen Hybridzelllinien-DNA bestätigt oder verworfen. 

 

2.2.1.1 Auswahl von Genen (Typ-I-Marker) und anonymen Markern (Typ-II-Marker) 

zur Kartierung 

Die Auswahl aller Marker erfolgte aufgrund ihrer Position auf Chromosom BTA5.  

Zusätzlich zu Genen, deren Lage auf Chromosom BTA5 bekannt war, wurden weitere ausge-

wählt, von denen angenommen werden konnte, dass sie auf BTA5 liegen. Diese Annahme 

basierte auf der Analyse konservierter syntänischer Gruppen zwischen Rind, Mensch und 

Maus. Einige Gene wurden allein aufgrund ihrer möglichen Lage in der QTL-Region ausge-

wählt, andere wurden ausgewählt, da ihre Funktion möglicherweise Einfluss auf das Krank-

heitsbild Trypanotoleranz zeigen könnte. 

Für die Auswahl von anonymen Markern standen verschiedene bovine physikalische 

Kopplungskarten zur Verfügung, die die Positionen der Marker in centiMorgan (cM) 

angeben. Über das ganze Chromosom verteilte Typ-II-Marker wurden ausgewählt. Dabei 

wurde versucht, Abstände von zirka 10cM einzuhalten. 

2.2.1.2 Kurzdarstellung der ausgewählten Kandidatengene 

CD9-Antigen (CD9 antigen, CD9) 

CD9 ist ein transmembranes Glykoprotein, dessen Funktion im Bereich der Zellmigration und 

–adhäsion liegt. Es interagiert mit Mitgliedern der Integrin-Genfamilie sowie anderen 
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Membranproteinen. Es wird auf einer großen Anzahl hämatopoetischer Zellen und Gewebe 

exprimiert (Boucheix et al., 1991). 

Decorin (decorin, DCN) 

Decorin ist ein Proteoglykan, das in vielen Bindegeweben vorhanden ist (Danielson et al., 

1993). In-Situ-Hybridisierungen mit einer decorinspezifischen Sonde in verschiedenen 

Embryonalstadien lassen bei Mäusen eine Rolle des Decorins bei epithelialen und 

mesenchymalen Interaktionen während der Organentwicklung vermuten (Scholzen et al., 

1994). 

Divalentes Eisentransportprotein 1 (divalent metal transporter 1, DMT1) 

DMT1 ist der erste identifizierte Eisen-Transmembrantransporter. Er wird in nahezu allen 

Geweben exprimiert. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, das DMT1 eine besondere 

Bedeutung bei der intestinalen Eisenabsorption und der Nutzbarmachung von Eisen für 

erythroide Zellen zukommt (Fleming et al., 1998; Fleming und Andrews, 1998). 

Beta-1,4-Azetylgalaktosaminyltransferase (beta-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase, 

GALGT) 

GALGT gehört zu den Gangliosiden, sialinsäurehaltigen Glykosphingolipiden, die in 

Signaltransduktion und Zell-Zellerkennung involviert sind. 

Glyzerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (glycerol-3-phosphate dehydrogenase, GPD1) 

GPD1 ist ein Enzym der Glykolyse. 

Interferon γ (interferon γ, IFNγ) 

Die antivirale Eigenschaft von Interferon wurde schon 1957 von Isaacs et al. erkannt. Das γ- 

oder immun-Interferon wird von T-Lymphozyten als Antwort auf Mitogene und Antigene 

produziert. Binder und Griffin (2001) beobachteten im Tiermodell, das IFNγ die nichtzyto-

lytische Vernichtung von Viren im Rückenmark und Hirnstamm vermittelt.  

Somatomedin C (insulin growth factor 1 or somatomedin C, IGF1) 

Woods et al. (1996) beschrieben, dass fötales Gewebe IGF1 sehr früh exprimiert und die 

Konzentration an IGF1 im fötalen Serum mit der Fetusgröße korreliert, auch wenn kein 

starker Einfluss von IGF1 auf das fötale Wachstum zu erkennen ist. Im Tiermodell zeigen 

IGF1-defiziente Mäuse eine gestörte Neuralentwicklung. Dies impliziert eine besondere Rolle 
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von IGF1 im Axonwachstum und bei dem Myelinisierungsprozess von Nerven. Semsarian et 

al. (1999) und Musaro et al. (1999) zeigten unabhängig voneinander, dass IGF1 eine Skelett-

muskelhypertrophie verstärken kann. 

Integrin beta 7 (intergrin beta 7, ITGB7) 

Die Integrine sind Teil einer großen Familie der Zelloberflächenglykoproteine, die eine 

Schlüsselrolle bei der Zelladhäsion und bei den extrazellulären Matrixproteinen einnehmen. 

Leukozyten exprimieren eine Reihe von Integrinen, die entscheidend an Entzündungs-

prozessen und Immunantworten mitwirken. Erle et al. (1991) postulierte für das Integrin beta 

7 eine wichtige Rolle bei Adhäsionsinteraktionen von Leukozyten. 

Laktalbumin alpha (lactalbumin alpha, LALBA) 

Die starke strukturelle Ähnlichkeit von LALBA zu Lysozym lässt einen hohen Verwandt-

schaftsgrad dieser beiden Proteine vermuten. Laktalbumin zeigt jedoch keine bekannte 

enzymatische Tätigkeit. Es hat stattdessen Einfluss auf andere Enzyme in der Laktosesynthese 

(Dayhoff, 1972; Hall et al., 1987). Hakansson et al. (1995) fanden heraus, dass multi-

merisches alpha-Laktalbumin den Kalzium-Gehalt in der Milch anhebt und ein Apoptose-

induzierendes Agens mit zytotoxischer Aktivität ist. 

Lysozym (lysozyme, LYZ) 

Lysozym katalysiert die Hydrolyse bestimmter Mukopolysaccharide (beta 1-4 glykosidische 

Bindung zwischen N-Azetylmuraminsäure und N-Azetylglukosamin) in bakteriellen Zell-

wänden. Eine starke Herabsetzung des normalen Lysozymlevels im Körper geht mit einer 

erhöhten Infektionsgefahr einher (Spitznagel et al., 1972). Camara et al. (1990) identifizierten 

beim Kaninchen zwei Isoformen des Lysozyms und zeigten deren gewebeabhängige Ver-

teilung im Körper. Es konnten leukozytäre und gastro-intestinale Isozyme unterschieden 

werden, ein lymphozytäres Isozym wird angenommen. 

Mastzell- (oder Stammzell-) faktor 1 (mastcell (or stemcell) growth factor 1, MGF1 (SCF1)) 

Der Stammzellfaktor ist beim Menschen als hämatopoetischer Wachstumsfaktor bekannt. Er 

spielt im Mausmodell zusätzlich eine entscheidene Rolle in der Entwicklung einiger Zell-

linien während des embryonalen Entwicklungsstadiums. MGF1 verstärkt die Proliferation 

myeloischer und lymphoider Vorläuferzellen in Knochenmarkszellkulturen (Martin et al., 

1990). 
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Hauptintrinsisches Protein (major intrinsic protein, MIP) 

Das MIP der Okularlinsenfasern wird während der Zelldifferenzierung in der Okularlinse 

gebildet. 

Kernfaktor 2 erythroider Genese, (nuclear factor, erythroid derived, NF-E2) 

NF-E2 ist einer von drei essentiellen Regulatoren bei der Differenzierung von Megakaryo-

zyten (Shivdasani, 2001). Unabhängig davon wird NF-E2 von Interleukin 4, einem Zytokin, 

das B-Lymphozyten stimuliert, beeinflusst (Catani et al., 2001). 

Transkriptionsfaktor Y, B-Untereinheit (nuclear transcription factor Y, B subunit, NF-YB) 

NF-Y ist ein Transkriptionsfaktor, von dem angenommen wird, essentiell für die Expression 

der MHC-Klasse-II-Gene beim Menschen zu sein. Der Transkriptionsfaktor NF-Y kann 

verschiedene Formen bilden, NF-YA und NF-YB. Beide sind notwendig für DNA-Bindung. 

Neurotensin (neurotensin, NTS) 

Neurotensin ist im zentralen Nervensystem weit verbreitet (Mai et al., 1987), Gerhard et al. 

(1989) konnten zeigen, dass sich dies auf die Katecholamin-haltigen Neurone beschränkt. 

DNA-Polymerase, ε Untereinheit (polymerase DNA, ε subunit, POLE) 

Die DNA-Polymerase-Untereinheit ε ist eine von mehreren DNA-Polymerasen in eukaryo-

tischen Zellen. Es ist bei allen Säugern an Reparaturprozessen der DNA und bei der 

Replikation chromosomaler DNA beteiligt. Syvaoja (1990) zeigte u.a. das unterschiedliche 

Vorkommen der DNA-Polymerase-ε-Untereinheit gegenüber anderen DNA-Polymerase-

Untereinheiten auf. 

katalytische Untereinheit der Proteinphosphatase 1, γ Isoform (protein phosphatase1, 

catalytic subunit, γ isoform, PPP1CC) 

Northern-Blot-Analysen zeigten, dass PPP1CC-spezifische mRNA im menschlichen Herz, im 

Gehirn, in der Plazenta, in der Lunge, in der Leber, in der Skelettmuskulatur, in der Niere und 

im Pankreas vorhanden ist (Norman und Mott, 1994). PPP1CC ist im Tiermodell bei 

parthenogenetisch erzeugten Embryonen signifikant geringer exprimiert im Vergleich zu 

durch Fertilisation gezeugten Embryonen (Mann, 1995). 
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Primase 1 (primase polypeptid 1, PRIM) 

Die Primase katalysiert die Synthese von Oligoribonukleotidprimern an der zu replizierenden 

DNA. Sie liefert der DNA-Polymerase α damit die Voraussetzung zur Synthese von DNA 

(Prussak et al., 1989). 

nichtkatalytische, Adenin-Mono-Phosphat aktivierte Proteinkinase, Typ γ 1 (protein kinase, 

Adenin-Mono-Phosphat (AMP) activated, noncatalytic, γ 1, PRKAG1) 

Diese AMP-aktivierte Proteinkinase besteht aus einer katalytischen α und den nicht-

katalytischen β- und γ-Untereinheiten. Die Proteinkinase arbeitet als metabolischer Sensor für 

den AMP-Spiegel in den Zellen (Stapleton et al., 1997). 

Protein-Tyrosinphosphatase, Rezeptortyp beta (protein-tyrosin phosphatase, receptor type 

beta, PTPRB) 

PTPRB dephosphorylisiert O-Phosphotyrosingruppen in Phosphoproteinen. 

Hemmprotein 2 der Zytokinsignalkette (suppressor of cytokine signaling 2, SOCS2) 

SOCS2 interagiert mit der zytoplasmatischen Domäne des IGF1 Rezeptors. Dey et al. (1998) 

schlossen daraus, dass die SOCS2 Proteine eine regulatorische Funktion in der IGF1-Kaskade 

innehaben. Metcalf et al. (2000) zeigten im Tiermodell, dass ein Mangel an SOCS2 nach Ab-

schluss der Entwöhnung vom Muttertier im Jungtier ein verstärktes Wachstum bewirkt. Bei 

SOCS2-defizienten Tieren sind neben der Zunahme der Knochenlänge, der Muskel- und 

Knochenanteil signifikant höher als beim Wildtyp. 

Synaptobrevin 1 (synaptobrevin 1, SYB1) 

Synaptobrevin1 ist ein kleines integrales Membranprotein, das spezifisch auf synaptischen 

Vesikeln in Neuronen exprimiert ist. 

Uracil-DNA-Glykosilase (uracil DNA glycosylase, UNG) 

Die Uracil-DNA-Glykosilase ist ein DNA-Reparaturenzym, welches Uracil aus der DNA 

entfernt. Nilsen et al. (2000) zeigten jedoch im UNG-knockout-Tiermodell, dass die UNG-

defizienten Tiere keine höhere Mutationsfrequenz haben. Die Autoren vermuten, dass das 

Enzym speziell beim Austausch von Uracil gegen Thymin aus Uracil-Adenin-Basenpaaren 

während der DNA-Synthese eingesetzt wird. 
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Vitamin-D-Rezeptor (vitamin D receptor, VDR) 

VDR gehört in die Familie der transaktiven transkriptionalen Regulationsfaktoren, in die auch 

die Steroid- und Thyroidhormonrezeptoren gehören. Yoshizawa et al. (1997) zeigte im 

Tiermodell, dass VDR-defiziente Tiere während ihrer Entwicklung bis zu dem Zeitpunkt der 

Entwöhnung vom Muttertier keine Defekte zeigten, unabhängig vom Ausmaß des Mangels an 

VDR. Nach der Entwöhnung jedoch zeigten sich Unterschiede: Tiere ohne ausreichende 

Menge an VDR entwickelten eine Alopezie, eine Kalziumunterversorgung und Sterilität, z.T. 

einhergehend mit Knochendeformationen. 

Von-Willebrand-Faktor (von Willebrand factor, VWF) 

Der von-Willebrand-Faktor zirkuliert im Blutplasma und ist an Gefäßwänden sowie in 

Thrombozyten zu finden. Er führt zur Adhäsion von Thrombozyten untereinander sowie mit 

der Gefäßwand und dient als Stabilisator des Blutgerinnungsfaktors VIII, der ohne den von-

Willebrand-Faktor schnell wieder abgebaut wird. 

Zyklin-T (cyclin T, CCNT1) 

Wei et al. (1998) isolierten dieses dem Zyklin-C verwandte Protein, das spezifisch mit der 

Transaktivierungsdomäne von Tat (ein zur viralen Transkription notwendiges Protein) inter-

agiert. Northern-Blot-Analysen zeigten, dass CCNT1 im humanen Geweben weit verbreitet 

ist. 

Zyklin-abhängige Kinase 2 (cyclin dependent kinase 2, CDK2) 

Zykline sind regulatorische Untereinheiten, die als Komplexe mit Kinasen wichtige Schritte 

im Zellzyklus kontrollieren (Tsai et al., 1991). In humanen Endothelzellen ist der Apoptose-

vorgang nach Entzug von Wachstumsfaktoren mit der Hochregulation von Zyklin-A-

abhängiger CDK2-Aktivität assoziiert (Jeffrey et al., 1995). 

2.2.2 Erstellen rinderspezifischer Oligonukleotidprimer 

Oligonukleotidprimer zur Amplifikation einiger Genfragmente wurden direkt von bekannten 

Rindersequenzen abgeleitet. Bei anderen Genfragmenten wurden die Primer zunächst von den 

Exonsequenzen, die beim Menschen, der Maus oder anderer Säugetieren bekannt sind, abge-

leitet. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer möglichst an zwei aufeinander folgenden 

Exons binden, um eine Mindestfragmentgröße von 150 Basenpaaren zu erhalten. Diese 

Fragmentgröße ermöglicht Standard-PCR-Bedingungen. 
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2.2.2.1 Quantifizierung der Oligonukleotidprimer 

Oligonukleotide, die mit Hilfe des DNA-Syntheseautomaten des Bernhard-Nocht-Institutes 

synthetisiert wurden, lagen in destilliertem Wasser gelöst vor. Zur Quantifizierung der Oligo-

nukleotide wurde die optische Dichte der Oligonukleotidlösungen bei einer Wellenlänge von 

260nm (OD260) spektralphotometrisch gemessen und aus dem Messwert deren Konzentration 

errechnet. Anschließend wurden 10mM Gebrauchslösungen der Oligonukleotide für den 

Einsatz als Primer in PCRs hergestellt. 

Oligonukleotidprimer der Firmen MWG und Gibco/life technologies waren bereits bei 

Lieferung quantifiziert und lyophilisiert. Nach Herstellerangaben wurde nach Zugabe von 

ddH2O eine 100mM Stammlösung der Oligonukleotide erstellt und diese zum Gebrauch auf 

eine Konzentration von10pmol/µl verdünnt. 

2.2.2.2 Überprüfung der Spezifität der Oligonukleotidprimer 

Die PCR-Produkte, die nach Amplifikation boviner DNA mit den entsprechenden Primer-

paaren erhalten wurden, wurden durch Sequenzierung und anschließenden Vergleich durch 

das Internetprogramm Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) Algorithmus (Altschul et 

al., 1990) mit bekannten und veröffentlichen DNA-Sequenzen in den Datenbanken NCBI und 

EMBL analysiert. Stimmten die Exonbereiche mit den Ausgangssequenzen von Mensch o.a. 

bekannten Säugern überein, wurde angenommen, dass das richtige Genprodukt mit den 

Primern amplifiziert wurde. Zur Spezifizierung der Primer wurden erneut Oligonukleotide 

von den nun vorliegenden bovinen Sequenzen abgeleitet. 

2.2.3 Standard-Polymeraseketten-Reaktion  

In der Polymeraseketten-Reaktion (PCR) wird ein definierter Abschnitt auf der DNA in vitro 

enzymatisch vervielfältigt. Zwei sequenzspezifische Oligonukleotidprimer flankieren den zu 

vervielfältigenden DNA-Abschnitt und dienen als Ansatzort für die Polymerase, die die 

Primer verlängert und so ein Amplifikat dieses DNA-Abschnittes liefert. 

Ein Zyklus besteht aus drei Teilschritten: 

Der DNA-Doppelstrang wird bei 94°C aufgetrennt (Denaturierung). Primer lagern sich bei für 

sie spezifische Temperaturen an die komplementären Regionen der beiden Einzelsträngen an 

(Annealing). Die anschließende Kettenverlängerung findet bei 72°C statt, wobei sich 

Nukleotide mit Hilfe der DNA-Polymerase vom 3'-Ende der Primer ausgehend an die Einzel-
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stränge anlagern und miteinander verknüpft werden (Extension). Die neu gebildeten Doppel-

stränge dienen nach erneuter Denaturierung als Matrize für die nächsten Zyklen. 

Das Gesamtvolumen des Standard-PCR-Ansatzes betrug 10 bis 50µl, abhängig von der Ziel-

setzung des Ansatzes. 

Ein 10µl Reaktionsansatz enthielt: 

� 10ng genomische Matrizen-DNA 

� je 75ng der einzusetzenden Primer 

� 10mM Tris-HCl, pH 8,3; 50mM Kaliumchlorid; 1,5 mM Magnesiumchlorid; 0,001% 

Gelatine 

� jeweils 200µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (HYBAID-AGS) 

� 0,1 unit Taq-Polymerase (Pharmacia) 

Um Kontaminationen bei den eingesetzten Reagenzien mit Fremd-DNA auszuschließen, 

enthielten Ansätze für die Negativkontrolle keine Matrizen-DNA. 

Die PCRs wurden in automatischen Thermocyclern durchgeführt (MWG, Biometra, 

Omnigene). Die Reaktionsansätze wurden zunächst für 4 min bei 94°C denaturiert. Die 

Annealing- und Extensionsbedingungen wurden entsprechend der Basenzusammensetzung 

und Länge der Primer sowie der Länge der zu amplifizierenden DNA-Fragmente eingestellt 

(Bedingungen der Primerkombinationen: siehe Kapitel 7.2). Die Amplifikation erfolgte in 35 

Zyklen. 

2.2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Produkten 

Zur Kontrolle und Analyse von PCRs wurden die PCR-Produkte auf ein mit Ethidiumbromid 

versetztes Agarosegel aufgetragen, um die Länge der amplifizierten Produkte zu bestimmen. 

Nukleinsäuremoleküle wandern aufgrund ihres negativ geladenen Zucker-Phosphat-

Rückgrates im elektrischen Feld und lassen sich deshalb ihrer Länge nach im Agarosegel 

auftrennen. 

Je nach Größe des zu gießenden Gels und des gewünschten Trennbereiches wurden zwischen 

50 und 250ml TBE-Puffer (einfach konzentriert) zusammen mit der entsprechenden Menge 

Agarose aufgekocht, um zwischen 1 und 2%ige Agaroselösungen zu erhalten. Hohe Agarose-

konzentrationen in einem Gel bewirken eine Verkleinerung der Porengröße, was kleinen 

PCR-Fragmenten ein schnelleres Wandern im Gel ermöglicht als großen Fragmenten. 
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Die Agaroselösungen wurden auf 60°C abgekühlt, mit Ethidiumbromid (0,5µg/ml) versetzt 

und in den Gelträger für horizontale Elektrophoresekammern gegossen. Die PCR-Produkte 

wurden mit Ladepuffer versetzt und vollständig auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der 

PCR-Produkte erfolgte in einfach konzentriertem TBE-Puffer in Flachbrett-Elektrophorese-

kammern bei einer Spannung von 5Volt/cm Gellänge. Zur Längenbestimmung der PCR-

Fragmente wurden DNA-Längenstandards eingesetzt. Durch anschließende UV-Bestrahlung 

des Gels wurden die PCR-Fragmente aufgrund des interkalierenden Ethidiumbromids sichtbar 

gemacht und fotographisch dokumentiert. 

Von größeren Reaktionsansätzen wurden 5µl PCR-Produkt abgenommen, mit Ladepuffer auf 

einem Kontroll-Agarosegel aufgetragen und die Ergebnisse dokumentiert. Der verbleibende 

Restansatz wurde für weitere Analysen wie Klonierungen oder Sequenzierungen verwendet. 

 

2.2.3.2 Aufreinigung des PCR-Produktes 

Die PCR-Produkte wurden auf spezielle Sammelsäulen der Firma Roche aufgetragen, deren 

Glasfibermembranen nur DNA-Fragmente mit einer Mindestlänge von 100bp binden (High 

Pure PCR Product Purifikation Kit, Roche). Die Aufreinigung erfolgte nach Herstelleran-

gaben. Während der Waschvorgänge wurde das PCR-Produkt von Primern, Nukleotiden und 

anderen Pufferkomponenten gereinigt. Danach wurde das PCR-Produkt mit einem wenig 

Salze enthaltenden Puffer eluiert und stand für weitere Untersuchungen wie Sequenzierungen 

direkt zur Verfügung. 

Zur Kontrolle des DNA-Gehalts des PCR-Produktes wurden 3µl des aufgereinigten PCR-

Produktes auf ein mit Ethidiumbromid versetztes Agarosegel aufgetragen. Anhand der 

Intensität der Fluoreszenz des PCR-Produktes im Vergleich zum Längenstandard wurde der 

DNA-Gehalt grob abgeschätzt und dokumentiert. 

2.2.4 Sequenzierung von aufgereinigten PCR-Produkten 

Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem „BigDye� Terminator Cycle Sequencing Kit“ 

(Applied Biosystems, ABI) durchgeführt. Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der 

Didesoxy-Kettenabbruch Methode (Sanger et al., 1977). Die Methode basiert auf der 

Neusynthese von DNA an einer einzelsträngigen Matrize. Basenspezifische Didesoxy-

nukleotide werden bei der Neusynthese zufällig eingebaut, wodurch es zu einem Abbruch der 

Synthese kommt. Die Didesoxynukleotide sind mit fluoreszierenden chemischen Gruppen 

versehen, den Fluorophoren. Die Verwendung der vier verschiedenen Fluoropohore 
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dichloro[R110] BigDye, dichloro[ROX] BigDye, dichloro[R6G] BigDye und 

dichloro[TAMRA] BigDye zum Markieren der Nukleotide ermöglicht, dass die Sequenzier-

reaktion in einem Reaktionsansatz ablaufen kann. Das anschließend aufgereinigte Produkt 

dieses Ansatzes wird auf einer Gelspur im Polyacrylamidgel aufgetragen. 

Die Aufreinigung der Proben nach der Sequenzierreaktion erfolgte nach Angaben von 

Applied Biosystems. 

Amplifikate von Primerkombinationen, bzw. Produkte von Primern, deren Sequenzen nicht 

aus Publikationen entnommen wurden, wurden zur Kontrolle sequenziert. Sofern diese Über-

prüfung das gewünschte PCR-Produkt bestätigte, und die Primer spezifisch für Rinder-

sequenzen waren, wurden die Primer für weitere Analysen eingesetzt. 

Primer, die von Gensequenzen des Menschen, der Maus oder anderen Säugern abgeleitet 

wurden, liegen in konservierten Exonbereichen und kreuzhybridisieren deshalb oft mit der 

DNA verschiedener Spezies. Mit Hilfe von Sequenzierreaktionen wurden die Amplifikate 

solcher Primerkombinationen und der DNA verschiedener Spezies überprüft: Der Vergleich 

der Sequenzen ermöglichte es, rinderspezifische Primer herzustellen. 

Sofern die rinderspezifischen Primerkombinationen für PCR-Analysen in den verschiedenen 

Zelllinienhybriden zum Einsatz kamen, bzw. wenn es sich um neue, bisher unbekannte 

Sequenzen handelte, wurde zusätzlich die Rinder-DNA der Großelterngeneration des Zucht-

programms im ILRI / Kenia mit diesen Primern amplifiziert und sequenziert. 

2.2.4.1 Sequenzierreaktionen 

Die Kontrolle auf den DNA-Gehalt des Ausgangsproduktes im Agarosegel gab nach Auf-

reinigung des PCR-Produktes Aufschluß darüber, welche Menge als Matritze für die 

Sequenzierreaktion eingesetzt werden mußte. Je nach Länge des zu sequenzierenden PCR-

Produktes wurde die Einsatzmenge des BigDye™Mixes variiert. Bei einer Fragmentlänge von 

ca 100 bis 400bp wurden 4µl BigDye™Mix eingesetzt, bei längeren PCR-Produkten 

entsprechend mehr. Der von Applied Biosystems empfohlene Einsatz von 8µl wurde nur bei 

Fragmentlängen von über 800bp eingesetzt. 

Beim Sequenzieren erfolgen die PCRs mit den fluoreszierenden Nukleotiden für die an den 

unterschiedlichen Strängen der DNA anlagernden Primer in getrennten Ansätzen. 
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Reaktionsansatz: 

� 100ng PCR-Produkt 
� 10pmol Primer 
� 4 – 8µl BigDye™Mix 
� ad 20µl H2O 

 
Reaktionsbedingungen: 

96°C 2 min Denaturierung   

96°C 30 sec Denaturierung 

50°C 15 sec Primeranlagerung 

60°C 4 min Amplifikation 

25 Zyklen 

  4°C Programmende, Lagerungstempertatur 

  

2.2.4.2 Aufreinigung der Sequenzierreaktion 

1. 20µl Sequenzierreaktion mit 80µl aqua dest, 10 µl 3M Natriumazetat-Lösung (pH 5,2) 
und 25µl absoluten Ethanol versetzen 

2. 15 min bei 14000 rpm zentrifugieren und den Überstand verwerfen 

3. 250µl 70%igen Ethanol dazugeben 

4. 5 min bei 14000 rpm zentrifugieren und den Überstand verwerfen 

5. Sediment bei 37°C trocknen 

6. Sediment in 4µl Formamid/EDTA-Ladepuffer lösen 

Je 1,5µl Sequenzierreaktion/Ladepuffergemisch wurden auf ein Polyacrylamidgel (bestehend 

aus Acrylamis und Bis-Acrylamid, die durch die Zugabe von 10%igem Ammoniumpersulfat 

(APS) und TEMED polymerisieren und dadurch ein Netzwerk bilden) aufgetragen. Die 

anschließende Elektrophorese lief je nach der Gesamtfragmentlänge des sequenzierten PCR-

Produkts 8 bis 10 Stunden. 

Die Sequenzanalyse erfolgte mit einem automatisiertem Nachweissystem in einem 

Sequenziergerät (377 DNA-Sequencer© Applied Biosystems). 

2.2.4.3 Sequenzvergleich und Homolgieanalysen 

Bei dem Sequenzvergleich wurden zwei oder mehr Sequenzen im SequenceEditor-Programm 

(SeqEd V 1.0.3© Applied Biosystems) gegenübergestellt und deren Basensequenz verglichen. 

Das Ziel dieser Analyse war, die Ähnlichkeit der Sequenzen zu ermitteln. Durch die 

Gegenüberstellung ließen sich homologe und nicht-homologe Sequenzabschnitte 

unterscheiden. 
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2.2.4.4 Datenbanksuche 

Sequenzhomologieanalysen gegen alle bisher analysierten DNA-Sequenzen in Datenbanken 

ließen Rückschlüsse über das sequenzierte Fragment zu. Sequenzhomologien zwischen einer 

bisher unbekannten Sequenz einer Spezies und einer bekannten Sequenz einer anderer Spezies 

ermöglichten die Zuordnung der neuen Sequenz in Bezug auf eine mögliche Funktion der 

Sequenz. 

2.2.4.5 Sequenzstruktur- und Motivanalyse 

Befanden sich in einer Sequenz sich mehrfach wiederholende Abschnitte (tandem repeats), 

konnte dieser Mikrosatellit zur Genotypisierung der Rinderpopulation verwendet werden, 

sofern seine Allele in der F0-Generation zwischen den suszeptiblen und trypanotoleranten 

Tieren unterscheidbar waren. 

2.2.4.6 Analyse des Informationsgehaltes von DNA-Sequenzen 

Die Bedeutung eines Basenaustausches in einer kodierenden DNA-Sequenz bzw. in einem 

Gen wurde durch die Übersetzung der Basensequenz in die Aminosäuresequenz ersichtlich. 

Die Suche in kodierenden Abschnitten der Sequenz begann mit der Analyse von „offenen 

Leserastern” (längere Sequenzabschnitten ohne Stopcodons) des genetischen Codes innerhalb 

der zu analysierenden Sequenz. 

2.2.5 PCR-Analysen der Hybrid-Zelllinien-DNA 
(SCH-Panel, BovRH5- und BovRH12-Panel) 

Die PCR-Analysen des SCH-Panels und des BovRH5-Panels wurden in Thermo-Fast®48-

PCR-Mikrotiterplatten (Firma ABgene) in PCR Maschinen (Biometra) durchgeführt. Es 

wurde mit Ansätzen von 15µl gearbeitet. Aufgrund der hohen Anzahl der DNA-Proben des 

BovRH12-Panels wurden diese PCR-Ansätze auf 384well-Mikrotiterplatten (Whatmann) in 

entsprechenden PCR-Maschinen (MWG) durchgeführt. Zwei Marker und/oder Genfragmente 

wurden bei gleichen Temperaturbedingungen in einem Ansatz von 10µl amplifiziert 

(Multiplex-PCR). 

Für jeden Marker wurden zweimal unabhängig voneinander PCR-Ansätze an verschiedenen 

Tagen durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mit Ladepuffer versetzt und zur Kontrolle mit 

einem Längenstandard auf einem mit Ethidiumbromid versetzten 1,5%igen Agarosegel 

elektrophoretisch aufgetrennt. Der Lauf wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht und 

dokumentiert. Die positiven und negativen Signale beider Ansätze wurden miteinander 
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verglichen. Voneinander abweichende Ergebnisse erforderten eine Wiederholung der ent-

sprechenden Experimente. 

Das SCH-Panel wurde für die Amplifikation von Genfragmenten eingesetzt, deren Positionen 

im Rindergenom noch nicht bekannt waren. Die Positivsignale der einzelnen DNA-Proben 

des SCH-Panels wurden tabellarisch aufgelistet und zur Analyse an Johnson (Texas A&M 

University, USA) geschickt. Die Analyse gab Aufschluß über die Chromosomen, auf denen 

die Genfragmente liegen. 

Die DNA-Proben des BovRH5-Panels wurde für alle Marker und Genfragmente eingesetzt, 

von denen bekannt war, dass sie auf dem Chromosom BTA5 liegen. Die DNA–Proben des 

BovRH12-Panels wurde nur für die Marker und Genfragmente eingesetzt, die in der Region 

des QTL auf dem Chromosom BTA5 lagen. Alle Positiv- und Negativsignale wurden 

tabellarisch dokumentiert und für weitere statistische Analysen verwendet. 

2.2.6 Ligation und Transformation von PCR-Produkten aus der 
chromosomensegment-spezifischen Bibliothek 

Die von Goldammer zur Verfügung gestellten PCR-Produkte der chromosomenfragment-

spezifischen Bibliothek wurden in einen Vektor (pPCR-Script AMP SK(+), Stratagene) ligiert 

und anschließend in Escherichia coli-Zellen kloniert. In den Bakterien wird die Fremd-DNA 

zusammen mit dem Plasmid unabhängig vom Wirtsgenom vermehrt. 

2.2.6.1 Glättung der PCR-Amplifikatenden und deren Ligation 

Der zur Klonierung eingesetzte Vektor pPCR-Script AMP SK(+) setzt glatte Enden des PCR-

Produktes voraus. Dazu wurden die einzusetzenden PCR-Produkte mit der Pfu-DNA-

Polymerase, einem korrekturlesenden Enzym mit 3'→5' Exonuklease- ohne terminale 

Transferaseaktivität vorbehandelt. Da die 3'→5' Exonukleaseaktivität bei diesem speziellen 

Enzym des PCR-Script™ Amp Cloning Kits (Stratagene) stark eingeschränkt ist, dient das 

Enzym nur der einfachen Kopierung der Matritzen-DNA und der Glättung der PCR-

Produktenden. 

Vorbehandlung des PCR-Produktes mit Pfu-DNA-Polymerase (nach Herstellerangaben): 

� 10µl aufgereinigtes PCR-Produkt 

� 1µl 10mM dNTP (2,5 mM je Nukleotid) 

� 1,3µl 10fach Puffer (polishing buffer, 10fach) 

� 0,5U Pfu-DNA-Polymerase 
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Der Reaktionsansatz wurde mit Öl überschichtet und für 30 min bei 72°C im Wasserbad 

inkubiert. Das geglättete PCR-Produkt konnte direkt in den Ligationsansatz gegeben werden. 

Kurzzeitige Lagerung bei 4°C war möglich. 

Zur Ligation wurde das Enzym T4 DNA-Ligase eingesetzt. Dieses Enzym katalysiert die 

Verknüpfung von zwei DNA-Enden, die über die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung 

zwischen einem 5'-Phosphatrest und einer 3'-Hydroxylgruppe erfolgt. 

Das Enzym Srf I erkennt die einmal im Vektor vorhandene Sequenz GCCCGGGC und 

produziert beim Schneiden glatte Enden. Das mit der Pfu-DNA-Polymerase vorbehandelte 

PCR-Produkt wurde mittels der T4-DNA-Ligase eingebaut. 

Ligationsansatz (nach Herstellerangaben; Reagenzien aus dem PCR-Script™ Amp Cloning 

Kit, Stratagene): 

� 1µl pPCR-Script AMP SK(+) Vektor (10ng/µl) 

� 1µl PCR-Script 10fach Puffer 

� 0,5µl 10mM ATP 

� 1µl Srf I-Restriktionsenzym (5U/µl) 

� 1µl T4-DNA-Ligase (4U/µl) 

� 2µl geglättetes PCR-Produkt 

auffüllen mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen von 10µl 

Der Reaktionsansatz wurde durchmischt und anschließend für eine Stunde bei Raum-

temperatur inkubiert. Danach wurde der Ansatz für 10 min auf 65°C erhitzt und bis zum 

Einsatz bei der Transformation auf Eis gelagert. Nicht sofort benötigte Reste konnten bei –

20°C gelagert werden und standen für weitere Transformationen zur Verfügung. 

Entsprechend präparierte Bakterien wurden anschließend mit dem um das PCR-Amplifikat 

erweiterte Plasmid transformiert. 

2.2.6.2 Transformation von E. coli-Zellen 

Epicurian Coli XL10-Gold ultrakompetente Zellen (Stratagene) sind sehr empfindlich und die 

Ausbeute an transformierten Zellen ist abhängig von der Behandlung während der Transfor-

mation. Deshalb wurde strikt nach Herstellerangaben gearbeitet. Transformiert wurden die im 

vorherigen Schritt vorbereiteten Plasmide, deren Insert aus den PCR-Amplifikaten der 

chromosomenfragmentspezifischen Bank von Chromosom BTA5 bestand. 

Abschließend wurden je 100µl Transformationsansatz auf LB-Agar-Platten (versetzt mit 

100mg/ml Ampicillin für Plasmidselektion, sowie 40mg/ml X-Gal und 400µg/ml IPTG für 
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Blau-/Weißselektion auf das Plasmidinsert) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Von allen weissen Kolonien wurden „gekochte Klone” angefertigt, d. h., die Klone wurden 

mit sterilen Pipettenspitzen angepickt, und die Pipettenspitzen wurden anschließend in 

Eppendorfgefäße (1,5ml) mit je 500µl aqua dest. gegeben. Nach 5-minütigem Erhitzen auf 

95°C und Abzentrifugieren von Bakterienproteinen lag die DNA der Zellen in dem 

destillierten Wasser gelöst vor. Von den Überständen wurden 5µl als DNA-Matrize in 50µl-

PCR-Ansätzen mit vektorspezifischen, die Insertstelle flankierenden M24-Primern eingesetzt. 

Um die Fragmentgrößen der PCR-Produkte zu bestimmen, wurden je 3µl der PCR-Ansätze 

auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Der das Insert flankierende Vektoranteil betrug 228 

Basenpaare inklusive der 48 Basenpaare für die Primer. Für den weiteren Verlauf wurden nur 

die PCR-Produkte (und somit Klone) verwendet, deren Inserts größer als 150 Basenpaare (bp) 

waren, also jene PCR-Produkte, die im Agarosegel eine Bande bei ca 400bp und größer 

zeigten. 

Von diesen ausgewählten PCR-Produkten wurden 5µl für einen Verdau mit dem Restriktions-

enzym XhoI (3 units/5µl PCR-Produkt) eingesetzt. XhoI schneidet im flankierenden Vektor-

anteil sowie in den degenerierten Primern, die beim Erstellen der chromosomenfragmentspe-

zifischen Bank eingesetzt wurden. PCR-Produkte, deren Inserts aus den Ketten degenerierter 

Primer bestanden, wurden verdaut und zeigten nach Auftragen des Verdauansatzes auf ein 

1,5%iges Agarosegel Banden, die 100 Basenpaare und kleiner waren. 

Von den so vorselektierten Plasmidinserts wurden die verbleibenden 40µl der PCR-Produkte 

zum Sequenzieren mit einem Reinigungs-Kit (siehe Kapitel 2.2.3.2) aufgereinigt. 

Die Bandenstärke der aufgereinigten Proben auf einem 1,5%iges Agarosegel gab die Einsatz-

menge des Produktes als Matrize für die Sequenzierreaktion vor. 

Nach dem Sequenzieren wurden beim Auswerten der Sequenzen im SequenceEditor-

Programm die Vektoranteile der Gesamtsequenz abgeschnitten und damit reine Insert-

sequenzen erhalten. Diese wurden mit Hilfe des Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

Algorithmus (Altschul et al., 1990) der NCBI-Datenbank mit bekannten und veröffentlichten 

DNA-Sequenzen weiterer Datenbanken analysiert. Wenn keine Übereinstimmungen gefunden 

wurden, wurde davon ausgegangen, dass es sich um bisher nicht veröffentlichte und unbe-

kannte Rindersequenzen handelte. Von diesen neuen Sequenzen wurden Primer abgeleitet, 

mit denen die Rinder-DNA der BovRH5- und BovRH12-Panels amplifiziert wurde. 

Zusätzlich wurden diese neuen Sequenzen bei den Großelterntieren des Zuchtprogramms im 

ILRI/Kenia auf Nukleotidunterschiede zwischen N'Dama- und Boran-Rindern hin untersucht. 
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2.2.7 Statistische Analyse der Daten der Hybrid-Zelllinienkonstrukte 
(SCH-Panel, BovRH5- und BovRH12-Panel) 

Die Datenanalyse der PCR-Ergebnisse aus dem SCH-Panel wurde von Johnson im Labor von 

Womack (Texas A&M University, USA) durchgeführt. 

Alle positiven und negativen PCR-Signale der BovRH5- und BovRH12-Panels wurden in 

tabellarischen Form dokumentiert und mussten mit Hilfe eines Konvertierprogramms 

(http://corba.ebi.ac.uk/RHdb/Clients/ScoresFormat.html) in das für das RHMAP-Computerprogramm 

erforderliche Format überführt werden. 

Gruppen aus mehreren miteinander gekoppelten Loci wurden mit Hilfe der 2-Punkt-Analyse 

(RH2pt) identifiziert, wobei unterschiedlich hohe Lodscores (Lodscore 4,00; Lodscore 6,00 

und Lodscore 8,00 etc) als Kriterien angenommen wurden. 

Die Anzahl der positiven PCR-Signale pro Marker gibt Aufschluss über die Bruchfrequenz 

des Chromosoms (retention frequency). Unterschiedliche Bruchfrequenzen bei Chromosomen 

erfordern verschiedene Bruchfrequenzmodelle als Grundlage für die weitere statistische 

Analyse. Auf dem Chromosom BTA 5 zeigten alle Marker eine gleichmäßige Anzahl an 

positiven PCR-Signalen. Für die weiteren Analysen wurde deshalb das Bruchfrequenzmodell 

„gleichförmig” (equal) zugrunde gelegt. 

Die wahrscheinlichste Anordnung der Loci innerhalb dieser Gruppen wurde mit Hilfe des 

Programms RHMaxLik errechnet. Dieses Programm kalkuliert Wahrscheinlichkeiten für die 

Locus-Anordnung eines jeden einzelnen Hybrids anhand aller beobachteten Chromosomen-

brüche des gesamten Zelllinienkonstruktes (Boehnke et al., 1991). Dabei erfolgt die 

Anordnung der Loci schrittweise („stepwise“-Modus des Programms RHMaxLik, maximum 

likelihood). Jeder Locus aus der mit der 2-Punkt-Analyse (RH2pt) ermittelten Kopplungs-

gruppe wird einzeln zu bereits angeordneten Loci dieser Gruppe addiert. Nach jeder Addition 

wird die höchste Wahrscheinlichkeit für diese neue Anordnung errechnet. Jede Anordnung, 

deren Wahrscheinlichkeit einen vorher definierten Schwellenwert erreicht oder überschreitet, 

dient dann als Ausgangsgruppe für die Addition eines weiteren Locus. Für jede der 

Kopplungsgruppen wurde mittels RHMaxLik ein Rahmenwerk erstellt, wobei die Wahr-

scheinlichkeit der Anordnung innerhalb des Rahmenwerks mindestens 1000fach höher als die 

Wahrscheinlichkeit der nächstbesten Ordnung ist. Diese 1000fach höhere Wahrscheinlichkeit 

entspricht logarithmiert einem Lodscore von 3, welcher als hinreichende Wahrscheinlichkeit 

für Kopplung zwischen zwei Loci gilt (Boehnke et al., 1991). Loci, die nicht innerhalb der 
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Kopplungsgruppen lagen, wurden mit der notwendigen Reduktion der Stringenz der 

Kalkulationsbedingungen addiert. 

Alle Kopplungsgruppen wurden abschließend zu einer gesamten Karte zusammengefasst. 

Relative Positionen und die Orientierung einzelner Loci zueinander wurden mit Hilfe der 

analysierten Daten des BovRH5- und BovRH12-Panels bestimmt. Dabei wurden die 

ermittelten Anordnungen der Loci einer Kopplungsgruppe als Grundlage für die Addition 

weiterer Loci der anderen Kopplungsgruppen genommen. Auch hier wurde das Programm 

RHMaxLik unter der Bedingung der wahrscheinlichsten Anordnung der Loci von 1000:1 

angewendet. 

2.2.8 BAC-Bank-Sichtung und Weiterverarbeitung der erhaltenen BAC-Klone 

Ein künstliches Bakterienchromosom (BAC) ist ein Vektor, der Fragmente bis zu einer Länge 

von 300kb aufnehmen kann. BACs sind zirkuläre Moleküle, die von Bakterien vermehrt 

werden und gut zu isolieren sind. 

Die bovine BAC-Bank Nr.750 des RZPDs (Deutsches Ressourcenzentrum für Genom-

forschung GmbH) besteht aus 45 Primärpoolen, die je 3072 individuelle Klone enthalten, und 

jeder Primärpool aus mehreren Sekundärpoolen, die mit Hilfe von PCRs durchgemustert 

werden können. Die Bank ist so aufgebaut, dass positive PCR-Signale in einem Primärpool 

auf bestimmte Sekundärpoole verweisen. Positive Signale im Sekundärpool wiederum geben 

den Mitarbeitern des RZPDs Aufschluss über den Einzelklon der Bank. Dieser Einzelklon 

wird auf Anforderung isoliert, angezüchtet und als Kolonie zur Verfügung gestellt. 

Auf folgende Genfragmente wurde die bovine BAC-Bank mit Hilfe von PCRs durchge-

mustert: 

� nichtkatalytische, Adenin-Mono-Phosphat aktivierte Proteinkinase, Typ γ 1 (protein 

kinase, Adenin-Mono-Phosphat (AMP) activated, noncatalytic, γ 1, PRKAG1) 

� Protein-Tyrosinphosphatase, Rezeptortyp beta (protein-tyrosin phosphatase, receptor 

type beta, PTPRB) 

� Vitamin-D-Rezeptor (vitamin D receptor, VDR) 

� Zyklin-T (cyclin T, CCNT1) 

Alle Einzelklone wurden vom RZPD isoliert und angezüchtet. Sie wurden in Form von E. 

coli-DH10B-Kolonien mit Chloramphenicol-Resistenz geliefert. Die erhaltenen Kolonien 

wurden auf LB-Chloramphenicol-Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 
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inkubiert. Die neu gewachsenen Kulturen dienten zum Animpfen von LB-Chloramphenicol-

Medium und zur Anzucht von Übernachtkulturen bei 37°C im Schüttler.  

Die auf LB-Chloramphenicol-Agar ausgestrichenen Kolonien wurden bei 4°C gelagert. 

Die BACs wurden am folgenden Tag mit dem NucleoBond BAC 100 Kit (Macherey-Nagel) 

isoliert und aufgereinigt. Um die rekombinanten Plasmide in den Bakterien zu isolieren, 

mussten die strukturellen Bestandteile und die genomische DNA der Bakterien entfernt 

werden. Die Zellen wurden durch das Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulphat) aufgeschlos-

sen. Zellrückstände wurden durch Filtration von der DNA getrennt und die RNA durch 

RNAse-Behandlung zerstört. Alkalische Lösungen bewirken, dass die Phosphatgruppen der 

DNA negativ geladen sind und an Anionenaustauschersäulen, die aus einer Silika-Matrix mit 

positiv geladenen Gruppen bestehen, binden. Proteine sind weniger stark geladen und binden 

weitaus schwächer. Mit Puffern hoher Ionenstärke wurde die DNA eluiert und anschließend 

mit Alkohol gefällt, um den hohen Salzgehalt aus der DNA-Lösung zu entfernen. 

2.2.9 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) 

Bei der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung werden Metaphasechromosomen mit fluoreszenz-

markierten Sonden hybridisiert. Für ein eindeutig identifizierbares Signal sollte die Sonde, die 

durch Nicktranslation mit Biotin-16dUTP (desoxy-Uracil-Tri-Phosphat) markiert wird, aus 

einem DNA-Fragment von mindestens 1kb Länge bestehen. Der für den Nachweis verwen-

dete mit Fluorochrom (hier: Fluoreszein-x-Isothiocyanat, FITC,) markierte Anti-Avidin-

Antikörper bindet an das an Biotin gebundene Avidin und erscheint später im Fluoreszenz-

mikroskop als helles Signal, während die Chromosomen mit einer Gegenfärbung (hier: 

Propidium-Jodid) sichtbar gemacht werden, die auch die Identifizierung der einzelnen 

Chromosomen zulässt (Goldammer et al., 1996). 

Diese Nachweise wurden 2001 von Brunner in der Arbeitsgruppe von Schwerin in 

Dummerstorf durchgeführt. Als Ausgangsmaterial für die Sonden dienten die mittels PCR 

isolierten und aufgereinigten BAC-Klone der bovinen BAC-Bank. 
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2.2.10 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus-Analysen von PCR-Produkten 

Wurden beim Screening der sequenzierten PCR-Produkte von N'Dama- und Boran-Rindern 

Sequenzunterschiede wie Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotid polymorphism, 

SNP) gefunden, wurden daraufhin die Familien auf diese Sequenzunterschiede mit PCR-

RFLP-Analysen untersucht. 

Die Sequenz des PCR-Produkts wurde dazu in das Computerprogramm DNASIS eingegeben 

und zur Detektion des Polymorphismus ein allelspezifisch an der fraglichen Stelle schneiden-

des Restriktionsenzym gesucht. 

Das entsprechende PCR-Produkt wurde daraufhin bei allen Tieren der Familien amplifiziert 

und unter den für das Restriktionsenzym spezifischen Bedingungen verdaut. 

Das Ansatzvolumen für den Restriktionsverdau betrug 10µl, wobei zwischen 3 und 6µl PCR-

Produkt von 1 bis 2 units des Enzyms verdaut wurden. Der gesamte Ansatz wurde mit Lade-

puffer versetzt, auf ein Agarosegel aufgetragen und anschließend analysiert. 

Folgende Restriktionsenzyme wurden eingesetzt: 

Tabelle 2-1: 
Verwendete Restriktionsenzyme mit der für sie spezifischen Sequenz, die sie in der zu 
zerschneidenen DNA erkennen. Die Pfeile (�) markieren die Schnittstellen des jeweiligen 
Restriktionsenzymes. C=Cytosin, G=Guanin, A=Adenin, T=Thymin, W=Adenin oder Thymin 
 

Enzym Erkennungssequenz 

StyI 5’...C
�

CWWGG...3’ 

Fnu4HI 5’...GC
�

NGC...3’ 

PstI 5’...CTGCA
�

G...3’ 

NcoI 5’...C
�

CATGG...3’ 

RsaI 5’...GT
�

AC...3’ 

BsrI 5’...ACTGGN
�

...3’ 
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2.2.11 Fragmentlängenbestimmung von Mikrosatelliten-Allelen 

Zur Bestimmung der Genotypen an einem Genort müssen die Fragmentlängen der Allele nach 

PCR-Amplifikation analysiert werden. Die Fragmentlängen der Mikrosatelliten-PCR-

Produkte liegen im Durchschnitt zwischen 100 und 300bp. Da sich die Größe zweier Allele 

eines Locus um nur zwei Basenpaare unterscheiden kann, ist zu ihrer Analyse eine gelelektro-

phoretische Auftrennung im hochauflösenden denaturierenden Acrylamidgel notwendig. 

Der PCR-Ansatz enthielt neben der genomischen Matrizen-DNA, den 4 dNTPs und der Taq-

DNA-Polymerase jeweils einen fluoreszenzmarkierten und einen unmarkierten Primer. Nach 

der PCR wurden die entstandenen Produkte zusammen mit einem internen Längenstandard 

elektrophoretisch in einem automatischen DNA-Sequenziergerät getrennt. Anschließend 

erfolgte die exakte Bestimmung der Produkt-Fragmentlängen durch entsprechende Computer-

programme (Genescan™- und Genotyper™-Software, Applied Biosystems). Chromosom 

BTA5-Mikrosatelliten, die von den Arbeitsgruppen (AG) im ILRI (Nairobi) und im BNI 

(Hamburg) in der Trypanotoleranz-segregierenden F2-Rinderpopulation genotypisiert wurden, 

sind in Tabelle 2-2 aufgeführt. 

Tabelle 2-2: 
Mikrosatelliten auf BTA5, mit denen die Trypanotoleranz-segregierende F2-Rinderpopulation 
(ILRI, Nairobi) genotypisiert wurde. Ihre Positionen wurden in centiMorgan (cM) oder als 
zytogenetische Position angegeben. AG-ILRI = Arbeitsgruppe ILRI/Nairobi, AG-BNI = 
Arbeitsgruppe BNI/Hamburg. Mikrosatelliten in Genen sind in kursiver Schrift dargestellt. 

Mikrosatellit/Typ-I-Marker Position in cM* AG-ILRI AG-
BNI 

ILSTS42 00.0 + - 
BP01 18.8 + - 
BL023 28.6 + - 
AGLA293 32.0 + - 
BM321 38.0 + - 
Lysozym q23 + - 
Interferon q22-24 + - 
BL037 50.0 + - 
BR2936 63.0 - + 
ETH010 68.6 + - 
BM1819 77.6 - + 
RM029 78.4 + - 
BM1248 88.4 - + 
ETH152 118.3 + - 
BM49 115.0 + - 
BM2830 113.5 + - 
ETH002 108.5 + - 
STS16 q21-23 - + 
BM315 100.1 - + 
BM6026 06.7 - + 
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Zunächst wurden die Mikrosatelliten (Tabelle 2-2), für die die Rinderpopulation genotypisiert 

werden sollte, in der Gründer(F0)-Generation (4 N'Dama- und 4 Boran-Rinder) mittels 

Fragmentlängenbestimmung oder Sequenzierung auf ihre Informativität geprüft. 

Die PCRs wurden bei den den Mikrosatelliten entsprechenden PCR-Bedingungen mit der 

DNA aller Rinder der Population durchgeführt. Dabei war jeweils einer der beiden Primer 

eines Paares mit TET (Tetrachlorofluoreszein) oder FAM (Caroxyfluoreszein) fluoreszenz-

markiert. Die Größe der Mikrosatelliten war weitgehend ähnlich, sodass nur einige wenige 

Multiplex-PCR-Ansätze durchgeführt werden konnten. 

Je nach Qualität des PCR-Produktes (stichprobenartige Beurteilung durch Überprüfung im 

Agarosegel) wurden je 1–2µl des PCR-Produktes mit 2µl Längenstandard/Ladepuffer 

versetzt. 1,5–2µl dieses Gemisches wurden auf ein hochauflösendes denaturierendes Acryl-

amidgel aufgetragen und 4 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Die anschließende Analyse 

der aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der Computerprogramme Genescan™ 

und Genotyper™ (Applied Biosystems). Die Daten wurden tabellarisch dokumentiert und für 

die folgende Kopplungsanalyse aufgearbeitet. 

2.2.12 Kopplungsanalyse 

Die für das Analyse-Programm GeneHunter erforderliche Aufteilung der großen Rinder-

familien in kleinere Subfamilien wurde durch ein zusätzlich geschriebenes Computer-

Programm von Müller-Myhsok (unpubliziert) erreicht. Die sieben Familien, die die  

F2-Generation bilden, bestehen aus 14 Elterntieren der F1-Generation und deren insgesamt 

183 Nachkommen. Mit Hilfe des Computerprogramms konnten insgesamt 2267 Geschwister-

paare innerhalb der sieben Familien gebildet werden. Geschwister unterschiedlicher Familien 

wurden dabei nicht vermischt. 

Jedes Geschwisterpaar bekam seine Eltern (F1-Generation) und Großeltern (F0-Generation) 

zugeordnet. Die Genotypen der Mitglieder der Subfamilien waren in vorangegangenen 

Experimenten anhand von Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen oder durch Fragment-

längenunterschieden für 23 Marker ermittelt worden. Für 16 Trypanotoleranz-Merkmale 

(siehe Kapitel 7.4) wurden die Genotypen in den Subfamilien mit Hilfe des Analyse-

Programms GeneHunter auf Kopplung getestet. 

Die hier vorliegende Analyse ist eine nicht-parametrische, d.h., es wurde keine bestimmte 

Verteilung wie z.B. die Normalverteilung der Parameter angenommen. Ermittelte QTL 

werden bei nicht-parametrischen Analysen grafisch gegen einen Z-score aufgetragen. Der  
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Z-score quadriert und durch den doppelten natürlichen Logarithmus (2 ln) dividiert entspricht 

in etwa dem Lodscore (Z-score2 ÷ 2 ÷ ln ~ Lodscore), der bei parametrischen Analysen 

angegeben wird. 
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3 Ergebnisse 

Für die physikalischen Genomkarten beim Rind stehen nur eine begrenzte Anzahl von 

Markern zur Verfügung, und deren Verteilung auf den Chromosomen ist nicht gleichmäßig. 

Ziel ist es, bisher unbekannte Marker und Gene auf Chromosom BTA5 zu definieren, die es 

ermöglichen sollen, die ermittelte Trypanotoleranz-QTL-Region auf BTA5 (Hanotte und 

Korol, unpubliziert) genauer als bisher zu kartieren und einzuengen. 

3.1 Auswahl der Marker und Gene 
Die Voraussetzung für die Auswahl aller Marker war, dass sie auf Chromosom BTA5 liegen. 

Zur Feinkartierung des Chromosoms war es dabei zunächst von untergeordneter Bedeutung, 

ob es sich hierbei um anonyme Marker oder um Gene handelte. 

3.1.1 Identifikation anonymer Marker 
Sequenzmarkierende Stellen (sequence tagged sites), STS-Marker 

Die Amplifikationsprodukte der chromosomensegmentspezifischen Bibliothek wurden in den 

Vektor pPCR-Script AMP SK(+) ligiert und anschließend in Epicurian Coli XL10-Gold ultra-

kompetente Zellen (Stratagene) transformiert. 625 Klone wurden isoliert. Eine Vorselektion 

durch einen Restriktionsverdau half, unspezifische Inserts aus Primer-Konkatemeren von 

spezifischen Inserts aus Amplifikationsprodukten zu trennen (siehe Kapitel 2.2.6.2). Von den 

625 Klonen standen danach 175 für eine weitere Analyse zur Verfügung. Anschließendes 

Sequenzieren der Klone zeigte, dass deren Inserts häufig identisch waren. Von 25 Inserts 

wurden Primer abgeleitet. Zwei Primerpaare kreuzhybridisierten mit Hamster-DNA, und auch 

ein Neuentwurf der Primer ließ keine Differenzierung zwischen den Amplifikaten von Rind 

und Hamster zu. Eine Rinderspezifität der Primer war notwendig, da sie später für die PCR-

Analyse von Hybridzelllinienkonstrukten (SCH-, RH-Panels), die aus Rinder–DNA und 

Hamsterzellen bestehen, eingesetzt werden sollten. Sieben Primerkombinationen ergaben 

mehrere Amplifikationsprodukte. Aus 625 Klonen wurden insgesamt 16 spezifische 

sequenzmarkierende Stellen (sequence tagged sites, STS) abgeleitet. Einer dieser STS-Marker 

ist ein Mikrosatellit, ein weiterer eine Gensequenz für das Gen CDK2. 

Die Originalsequenzen der STS-Marker und ihre Primer sind im Anhang (siehe Kapitel 7.2) 

aufgeführt. 

 



Ergebnisse  61 

 

Tabelle 3-1: Sequenzmarkierende Stellen (sequence tagged sites, STS) mit Größenangabe, 
die in der chromosomensegmentspezifischen Bibliothek des Chromosoms BTA5q21-24 
identifiziert wurden. Der Mikrosatellit (STS16) und das Gen (CDK2) sind kursiv dargestellt. 

 

Fragment- 
bezeichnung 

Größe in bp 

STS1 104 
STS3 300 
STS5 167 
STS6 209 
STS8 161 
STS9 215 

STS11 173 
STS12 156 
STS13 176 
STS14 177 
STS15 134 
STS16 196-203 
STS18 131 
STS19 165 
STS21 161 
CDK2 107 

 

3.1.2 Identifikation von Typ-I-Markern 
Auswahl von Genen in der QTL-Region auf Chromosom BTA5 

Eine Liste von 27 Genen wurde aufgestellt. Zunächst wurde Chromosom BTA5 betrachtet. Elf 

dort bereits bekannte Gene wurden ausgewählt. Sechs von ihnen waren zytogenetisch kartiert, 

von den fünf weiteren Genen lag keine Information über deren Lage auf BTA5 vor. Weiterhin 

wurden bekannte konservierte syntänische Gruppen zwischen Mensch, Maus und Rind 

betrachtet. Durch vergleichende Analysen dieser Gruppen wurden Gene aufgrund ihrer zu 

erwartenden Position auf BTA5 ausgewählt. In Anbetracht der großen QTL-Region wurde die 

Auswahl der Gene nach dem Kriterium Position durch Hinzunahme des Kriteriums Funktion 

nach immunologischen, hämatopoetischen und/oder wachstumsbeeinflussenden Aspekten 

eingeschränkt. Die Funktion der Gene leitet sich aus der humanmedizinischen Forschung ab 

und ist überwiegend im Mausmodell bestätigt. Die Homologien zwischen den Säugern lassen 

in der Regel eine Übertragung der Funktion auf das Rind zu. 

Von den ausgewählten Genen (siehe Tabelle 3-2) wurden Oligonukleotidprimer abgeleitet, 

und PCR-Bedingungen für diese etabliert. Nur bei den Genen, von denen Sequenzen oder 

Teilsequenzen beim Rind zumindest als cDNA bekannt und veröffentlicht waren, wurden 
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direkt rinderspezifische Primer abgeleitet. Bei den übrigen Genen wurden die 

Primersequenzen von Sequenzen von Mensch und/oder Maus abgeleitet. PCR-Reaktionen mit 

genomischer Rinder-DNA wurden durchgeführt, und die Amplifikate sequenziert. Die 

Amplifikate beinhalteten meistens neben kurzen Exonbereichen eine Intronsequenz. Anhand 

der Exonbereiche wurde überprüft, ob es sich bei den Sequenzen um die Abschnitte handelte, 

die zu der Ursprungssequenz vom Menschen oder der Maus homolog waren. Die Homologie 

neu identifizierter Rinder-Sequenzen zu bekannten Sequenzen anderer Spezies wurde mittels 

des BLAST-Algorithmus ermittelt. 

Wenn die Primer mit anderer DNA als Rinder-DNA kreuzhybridisierten, wurde versucht, 

einen der Primer in den Intronbereich des Rindergens zu legen, da dadurch die Rinder-

spezifität des Primers gewährleistet wurde. Bei 15 Genen waren Exonprimer rinderspezifisch, 

bei sieben Genen wurde zu einem im Exon liegenden Primer ein Intronprimer zur Erhöhung 

der Spezifität benötigt. Zwei Gene wurden mit Intronprimern amplifiziert. 

Die Sequenzen der amplifizierten Genfragmente inklusive der Primer sind im Anhang (siehe 

Kapitel 7.2) tabellarisch aufgeführt. 



Ergebnisse  63 

 

Tabelle 3-2:  

Liste aller ausgewählten Kandidatengene, die auf Chromosom BTA5 aufgrund der verglei-
chenden Kartierung bei Mensch und Maus angenommen wurden. Neben den Gensymbolen 
sind, sofern bekannt, die Positionen bei Rind, Mensch und Maus aufgeführt. 

Die Positionsangaben basieren bei Rind (BTA) und Mensch (HSA) auf zytogenetischen 
Befunden. Bei der Maus basieren sie auf Kopplungskarten und zytogenetischen Befunden. 
Die Ziffern vor dem Doppelpunkt geben das Chromosom an, auf dem sich das Gen befindet, 
die Ziffern dahinter die centiMorgan-Position. ?=bisher nicht kartiertes Gen; 5?=Gen wird auf 
BTA5 aufgrund konservierter Syntänie vermutet. 

 
 Position  Gensymbol Genbezeichnung BTA HAS MMU 

CCNT1 Zyklin T 5? 12q12 ? 
CD9 CD9 Antigen 5 12p13 6: 56.0 
CDK2 Zyklin-abhängige Kinase 2 5 12q13 ? 
DCN Decorin 5 12q21.3-23 10: 55.0 
DMT1 Divalentes Eisentransportprotein 1 ? 12q13 15: 59.8 
GALGT Beta-1,4-Azetylgalaktosaminyltransferase 5? 12q13.3 10: 69.3 
GPD1 Glyzerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (NAD+) 1 5? 12pter-12qter 10: 56.8 
IFN-γ Interferon γ 5q22-24 12q14 10: 67.0 
IGF1 Somatomedin C 5 12q22-23 10: 48.0 
ITGB7 Integrin beta 7 5? 12q13.1 15: 61.1 
LALBA1 Lactalbumin alpha 5q21 12q13 ? 
LYZ@ Lysozym 5q23 12pter-12qter 10: 66.0 
MGF1 Mastzell- (oder Stammzell-)faktor 1 5 12q22 10: 57.0 
MIP Hauptintrinsisches Protein ? 12q13 10: 74.0 
NF-E2 Kernfaktor 2 erythroider Genese 2.45kD 5? 12q13.1-13.3 15: 61.7 
NF-YB Transkriptionsfaktor Y, B Untereinheit ? 12q22-24.1 10: 43.7 
NTS Neurotensin 5q13 12q21 ? 

POLE DNA-Polymerase, ε Untereinheit BTA5 oder 
BTA17 12q24.3 5: 56.0 

PPP1CC katalytische Untereinheit der Protein-phosphatase 
1, γ Isoform 

BTA5 oder 
BTA17 12q24.1 5 F-G1 

PRIM Primase 1 ? 12q13 10: 77.0 
PRKAG1 nichtkatalytische AMP aktivierte Proteinkinase γ 1 5q21-22 12q12-14 15: 53.0 
PTPRB Protein-Tyrosinphosphatase, Rezeptortyp beta ? 12q15-q21 5: 58.0 
SOCS2 Hemmprotein 2 der Zytokinsignal-kette ? 12q21.3-23 10: 52.0 
SYB1 Synaptobrevin 1 5? 12p 6: 56.0 

UNG Uracil-DNA-Glykosylase BTA5 oder 
BTA17 12pter-12qter 5 F 

VDR Vitamin-D-Rezeptor 5? 12q12-14 5: 56.0 
VWF von-Willebrand-Factor 5q35 12p13.3-13.2 6: 60.8 
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3.1.2.1 Kartierung der Marker mit Hilfe somatischer Hybridzelllinien-DNA 

Alle aufgeführten Gene wurden mit Hilfe von somatischen Hybridzelllinien (SCH-Panel) 

daraufhin überprüft, ob sie auf Chromosom BTA5 liegen. Dies geschah mit Hilfe der 

rinderspezifischen Primer der Gene in PCR-Reaktionen. Die Resultate des PCR-Screenings 

wurden im Labor von Womack (Texas/USA) statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse der 

Analyse ist in Tabelle 3-3 wiedergegeben. 

Tabelle 3-3:  Ergebnisse der statistischen Analyse der mit Hilfe des SCH-Panels kartierten 
Gene und deren Zuweisung zu dem entsprechenden Chromosom beim Rind. Die Überein-
stimmung der PCR-Screeningdaten mit den chromosomenspezifischen Referenzdaten des 
Labors in Texas/USA ist in Prozent angegeben. Bei einer Übereinstimmung der Screening-
daten eines Gens mit den Referenzdaten eines Rinderchromosoms von mindestens 85% gilt 
die Lage dieses Gens auf dem entsprechenden Chromosom als gesichert (Johnson, pers. 
Mitteilung). 

Gensymbol Genbezeichnung 
Übereinstimmung der 
PCR-Screening- und 
Referenzdaten in % 

Referenz-
chromosom

BTA 
CCNT1 Zyklin T 100 5 
CD9 CD9 Antigen 93 5 
CDK2 Zyklin-abhängige Kinase 2 100 5 
DCN Decorin 100 5 
DMT1 Divalentes Eisentransportprotein 1 100 5 
GALGT Beta-1,4-Azetylgalaktosaminyltransferase 97 5 
GPD1 Glyzerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (NAD+) 1 100 5 
IFN-γ Interferon γ 100 5 
IGF1 Somatomedin C 97 5 
ITGB7 Integrin beta 7 93 5 
LALBA Lactalbumin alpha 97 5 
LYZ@ Lysozym 97 5 
MGF1 Mastzell- (oder Stammzell-)faktor 1 90 5 
MIP Hauptintrinsisches Protein 87 5 
NF-E2 Kernfaktor 2 erythroider Genese 2.45kD 100 5 
NF-YB Transkriptionsfaktor Y, B Untereinheit 80 5 oder 24 
NTS Neurotensin 97 5 
POLE DNA-Polymerase, ε Untereinheit 61 17 
PPP1CC katalyt. Untereinheit der Proteinphosphatase 1, γ 

Isoform 
93 17 

PRIM Primase 100 5 
PRKAG nichtkatalytische AMP aktivierte Proteinkinase γ 1 97 5 
PTPRB Protein-Tyrosinphosphatase, Rezeptortyp beta 94 5 
SOCS2 Hemmprotein 2 der Zytokinsignalkette 94 5 
SYB1 Synaptobrevin 1 100 5 
UNG Uracil-DNA-Glykosylase 93 17 
VDR Vitamin-D-Rezeptor 100 5 
VWF von-Willebrand-Factor 97 5 
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Elf von 27 der in Tabelle 3-3 aufgeführten Gene lagen bekanntermaßen auf Chromosom 

BTA5. Sechs davon (IFN-γ, LALBA, LYZ@, NTS, PRKAG1 und VWF) waren zytogenetisch 

kartiert, von den fünf weiteren Genen (CD9, CDK2, DCN, IGF1 und MGF1) gab es keine 

Positionsangaben. Sechzehn Gene wurden aufgrund konservierter Syntänie bei Mensch und 

Maus auf Chromosom BTA5 vermutet und mit Hilfe der SCH-Kartierung wurden zwölf von 

ihnen eindeutig Chromosom BTA5 zugeordnet: CCNT1, DMT1, GALGT, GPD1, ITGB7, 

MIP, NF-E2, PRIM, PTPRB, SOCS2, SYB1 und VDR. Die PCR-Ergebnisse lassen für das 

Gen NF-YB keine eindeutige Bestätigung der Zugehörigkeit zu Chromosom BTA5 zu. Die 

drei Gene POLE, PPP1CC und UNG wurden auf anderen Rinderchromosomen lokalisiert, 

wobei auch für POLE die Chromosomenzugehörigkeit mittels SCH-Panel nicht eindeutig 

geklärt wurde. 

Mikrosatelliten wurden nicht mit Hilfe des somatischen Hybridzelllinien-Panel auf ihre 

Chromosomenzugehörigkeit überprüft, da sie von publizierten Kopplungskarten des 

Chromosoms BTA5 übernommen wurden. Die neu definierten STS-Marker (siehe Tabelle  

3-1) wurden von der segmentspezifischen Bibliothek des Chromosoms BTA5 abgeleitet, deren 

mikrodissektierte DNA in einer FISH-Analyse auf ihre Zugehörigkeit zu dem Chromosom 

BTA5 überprüft worden war (siehe Kapitel 1.1.4). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit 

darauf verzichtet, die Fragmente mit der somatischen Zelllinien-DNA erneut auf ihre 

Chromosomenzugehörigkeit zu überprüfen. 

3.2 Kartierung der Gene und Mikrosatelliten mittels BovRH5- und 
BovRH12-Panel-DNA 

Das Hybridzelllinienkonstrukt BovRH5-Panel (siehe Kapitel 2.2.5 und 2.2.7) stand zur 

Verfügung, um die Anordnung von Markern auf dem Chromosom zu ermitteln. Die Analyse 

dieses Panels mit Hilfe von PCRs und einer anschließende statistische Auswertung der PCR-

Ergebnisse führte zur Identifikation der Reihenfolge von den 24 Genen, die bereits mit Hilfe 

des SCH-Panels BTA5 zugewiesen werden konnten. Zusätzlich wurde die Reihenfolge der 17 

Mikrosatelliten, die publizierten Kopplungskarten von BTA5 entnommen wurden, ermittelt. 

3.2.1 Identifikation von Kopplungsgruppen der Marker 

Das BovRH5-Panel besteht aus 90 Hybridzelllinien. Die DNA der einzelnen Klone wurde in 

PCRs unter Verwendung von rinderspezifischen Primern auf Anteile vom Chromosom BTA5 

hin untersucht. 
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Die Anzahl der positiven Signale lag je nach PCR-Ansatz für die Genfragmente und Mikro-

satelliten zwischen sieben und 22. Der durchschnittliche Wert lag bei 14 positiven Signalen je 

Primerkombination mit einer Standardabweichung von 3,5. 

Mit der 2-Punkt-Analyse (two-point-analysis, RH2pt) des RHMAP-Programmes wurde die 

Kopplung paarweise zwischen allen Loci getestet. Bei einem Lodscore von 4.0 zeigten alle 41 

auf dem BovRH5-Panel untersuchten Loci Kopplung zueinander. Bei einem Lodscore von 6.0 

zeigten 39 von 41 Loci Kopplung zu einer von zwei Kopplungsgruppen. Zwei Loci, BM315 

und URB60, zeigten keine Kopplung zu einer der beiden Gruppen. Bei dem Lodscore von 8.0 

teilen sich die zwei bei Lodscore 6.0 erhaltenen Kopplungsgruppen in fünf Gruppen auf. Bei 

diesem Lodscore lassen sich vier Loci (BM315, INRA104, URB60 und CDK2) keiner Gruppe 

zuordnen. Der Locus INRA104 ließ sich bei Herabsetzen des Lodscores auf 7.0 gut in die 

Kopplungsgruppe 2 einfügen. Die fünf Kopplungsgruppen sind in Tabelle 3-4 dargestellt. 

Tabelle 3-4:  Kopplungsgruppen (KG) für 41 auf dem BovRH5-Panel untersuchten Loci bei 
einem Lodscore von 8.0, ermittelt durch die 2-Punkt-Analyse des RHMAP-Programms. 4 
Marker lassen sich keiner Kopplungsgruppe zuordnen. Kursiv dargestellt sind Mikrosatelliten. 

Kopplungsgruppe KG 1  KG 2  KG 3  KG 4  KG 5 
Loci   NF-YB  CCNT1  PRIM  BR2936  CD09 
   BL23  GPD1  MIP  BM0049  SYB1 
   BL37  DCN  ETH2  BM2830  VWF 
   IFN-γ  AGLA293 ETH10  
   LYZ@  BP01  GALGT 
   BM1819  BM6026 
   IGF1  ILSTS42 
   PTPRB  ITGB7 
     DMT1 
     ILSTS22 
     MGF1(SCF1) 
     NF-E2 
     LALBA 
     VDR 
     SOCS2 
     PRKAG 
     NTS 
     BMC1009 
 
 

Loci, die keiner Kopplungsgruppe angehörig  sind  KG Ø 
 BM315 
 INRA104 
 URB60 

        CDK2 



Ergebnisse  67 

 

3.2.2 Anordnung der Loci 

3.2.2.1 Retentionsmodell für die RH-Kartierung 

Um die Anordnung der Loci auf dem Chromosom bestimmen zu können, muss zunächst die 

Retentionsfrequenz der Chromosomenbruchstücke in dem RH-Panel ermittelt werden. 

Anhand der Retentionsfrequenz wird ersichtlich, ob alle Bereiche eines Chromosoms gleich-

mäßig durch Chromosomenbruchstücke im RH-Panel repräsentiert werden, oder ob 

bestimmte Chromosomenregionen überdurchschnittlich oft bzw. selten im Panel vertreten 

sind. Für das Chromosom BTA5 wurde anhand der kartierten Loci mit dem BovRH5-Panel 

eine gleichmäßige Retentionsfrequenz (RF) gefunden. Die gleichmäßige Anzahl an positiven 

PCR-Signalen, die für die über das Chromosom verteilten kartierten Loci ermittelt wurden, 

zeigt, dass alle Chromosomenbereiche von BTA5 gleichmäßig oft im Panel vorhanden sind. 

Die maximale Anzahl an positiven PCR-Signalen, die für einen der 41 Loci beobachtet 

wurde, lag bei 22 positiven PCR-Signalen bei den untersuchten 90 Hybridzelllinien-DNA-

Proben, während die niedrigste Anzahl sieben PCR-Signalen entsprach (Tabelle 3-5). Die RF 

für 22 positive PCR-Signale eines Loci beträgt 0,25 (25%), was bedeutet, dass in 25% der 

Hybridzelllinien des Panels das entsprechende Chromosomenbruchstück von BTA5 vorliegt. 

Durchschnittlich wurden pro Loci 14 PCR-Signale beobachtet. In Tabelle 3-5 ist die RF und 

die entsprechende Anzahl an positiven PCR-Signalen pro Locus aufgelistet. 

Für die Analyse wurde das RHMAP-Programm „equal retention model” eingesetzt. 

Alternative Modelle sind z.B. das „centromeric (telomeric)” oder das „left-endpoint” Modell, 

bei denen unterschiedliche RF der Chromosomenbruchstücke in den Zentromerbereichen 

bzw. den Endbereichen vorausgesetzt wird. 
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Tabelle 3-5:  Auflistung der an den 90 Hybrid-Zelllinien des BovRH5-Panel analysierten 
Loci und deren Retentionsfrequenz (RF) in absoluten Werten und in Prozent, sowie die 
Anzahl der positiven PCR-Signale pro Locus. Der jeweils höchste und niedrigste Wert wurde 
grau hinterlegt. Mikrosatelliten sind in kursiver Schrift angegeben. 

 

Marker RF RF in % 
positivePCR-Signale pro 

BovRH5-Panel 
AGLA293 0.144 14% 13 
BL023 0.144 14% 13 
BL037 0.133 13% 12 
BM0049 0.167 17% 15 
BM1819 0.144 14% 13 
BM2830 0.156 16% 14 
BM315 0.078 8% 7 
BM6026 0.189 19% 17 
BMC1009 0.222 22% 20 
BP001 0.189 19% 17 
BR2936 0.111 11% 10 
CCNT1 0.178 18% 16 
CD09 0.111 11% 10 
CDK2 0.101 10% 9 
DCN 0.169 17% 15 
DMT1 0.18 18% 16 
ETH002 0.156 16% 14 
ETH10 0.189 19% 17 
GALGT 0.189 19% 17 
GPD1 0.124 12% 11 
IFN-γ 0.122 12% 11 
IGF1 0.122 12% 11 
ILSTS022 0.233 23% 21 
ILSTS42 0.167 17% 15 
INRA104 0.133 13% 12 
ITGB7 0.191 19% 17 
LALBA 0.184 18% 16 
LYZ@ 0.167 17% 15 
MGF1 0.122 12% 11 
MIP 0.2 20% 18 
NF-E2 0.178 18% 16 
NF-YB 0.144 14% 13 
NTS 0.136 14% 12 
PRIM 0.133 13% 12 
PRKAG 0.178 18% 16 
PTPRB 0.133 13% 12 
STATi2 0.135 14% 12 
SYB1 0.133 13% 12 
URB60 0.25 25% 22 
VDR 0.157 16% 14 
VWF 0.122 12% 11 
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3.2.2.2 Bestimmung der Locus-Anordnung im BovRH5-Panel 

Um ein Gerüst aus Loci zu erstellen, deren Anordnung zueinander mit einer Wahrscheinlich-

keit von 1000:1 die beste Reihenfolge darstellt (Lange et al., 1995), wurde die Maximum-

likelihood-multipoint-Analyse auf alle Loci angewendet. Durch das Errechnen des 

Programms, mit welcher Wahrscheinlichkeit Kopplung zwischen zwei Loci vorliegt, wurde 

die Reihenfolge der einzelnen Loci ermittelt. 

Die Kopplungsgruppen (KG) 1 und 2 wurden mittels der multipoint-Analyse miteinander 

verbunden, und die Reihenfolge der Loci innerhalb der Gruppen wurde definiert. Die 

Kopplungsgruppe 3 wird von den Loci CDK2 und BM315, die keiner Kopplungsgruppe 

angehörten, flankiert. CDK2 bildet eine Verbindung zwischen den Kopplungsgruppen 2 und 

3. Die Loci der Kopplungsgruppe 4 wurden telomer von BM315 angeordnet. Die Kopplungs-

gruppe 5 schließt sich an die Kopplungsgruppe 4 an. Der Marker URB60, der keiner 

Kopplungsgruppe zugehörig war, wurde an die Kopplungsgruppe 5 angegliedert. Generell 

waren die Abstände innerhalb der Kopplungsgruppen im Vergleich zu den Abständen 

zwischen den verschiedenen Kopplungsgruppen gering, wobei jedoch der Abstand zwischen 

der Kopplungsgruppe 4 und 5 eine Ausnahme bildet. Dies gilt auch für den Abstand der Loci, 

die einzeln an die Kopplungsgruppen angefügt wurden, da sie keiner Kopplungsgruppe 

angehörten (Tabelle 3-6). 
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Tabelle 3-6:  
Mit RHMAP ermittelte Reihenfolge für die auf dem BovRH5-Panel kartierten Loci vom 
Zentromer zum Telomer des Chromosoms BTA5. Der Abstand in centiRad (Einheit des RH-
Panels, cR) beschreibt den statistisch ermittelten Abstand zwischen einem Locus einer Zeile 
zu dem in der nächsten Zeile folgenden Locus. KG=Kopplungsgruppe. Ø=keiner Kopplungs-
gruppe angehörig. Mikrosatelliten sind in kursiver Schrift dargestellt. 

 
KG Locus Distanz (cR) 
KG2 ILSTS42 3.95 
KG2 BM6026 10.8 
KG2 BP1 12.1 
KG2 NTS 6.43 
KG2 DCN 7.63 
KG2 MGF1 6.95 
KG2 INRA104 13.15 
KG2 AGLA293 3.63 
KG2 STATi2 4.48 
KG2 NF-E2 6.48 
KG2 ILSTS22 2.35 
KG2 BMC1009 6.83 
KG2 DMT1 1.9 
KG2 ITGB7 5.95 
KG2 GPD1 10.83 
KG2 PRKAG 3 
KG2 LALBA 0 
KG2 CCNT1 3.95 
KG2 VDR 18.9 
KG1 PTPRB 8.25 
KG1 BL37 1.15 
KG1 BL23 21.13 
KG1 LYZ@ 4.78 
KG1 IFN-γ 5.65 
KG1 IGF1 6.4 
KG1 NF-YB 7.6 
KG1 ETH10 10.8 

Ø CDK2 22.08 
KG3 BM1819 2.68 
KG3 MIP 6.6 
KG3 PRIM 8.18 
KG3 GALGT 7.65 
KG3 ETH2 22.03 

Ø BM315 12.98 
KG4 SYB 2.65 
KG4 CD9 1.35 
KG4 VWF 7.65 
KG5 BR2936 5.18 
KG5 BM2830 3.15 
KG5 MAF48 13 

Ø URB60  
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Je enger zwei Loci auf dem Chromosom zusammenliegen, desto geringer ist die Wahr-

scheinlichkeit, dass der Bruchpunkt des Chromosoms durch die Gamma-Strahlung bei der 

Erstellung des BovRH5-Panels zwischen ihnen liegt. Die relativen Abstände der Loci 

zueinander (0 bis 22.08cR, Tabelle 3-6) errechnet das Programm anhand der positiven und 

negativen PCR-Signale der einzelnen Loci und dem Retentionsmodell, das für die Analyse 

zugrundegelegt wurde. Der Abstand z.B. zwischen den beiden Loci ILSTS42 und BM6026 

beträgt im BovRH5-Panel 3.95cR, was einer Frequenz an Chromosomenbrüchen zwischen 

den beiden Loci von 3.95% entspricht. Dies bedeutet, dass die beiden Loci mit einer Wahr-

scheinlichkeit von 96.05% auf einem Chromosomenbruchstück liegen. In Abbildung 3-1 wird 

die Anordnung aller lokalisierten Gene und Mikrosatelliten als Karte dargestellt. 

 

 

Abbildung 3-1: 

Darstellung der Positionen der Gene und 
Mikrosatelliten in einer Radiationhybrid-
Karte auf BTA5, die mit Hilfe des BovRH5-
Panels kartiert wurden (BovRH5-Karte).  

Die Skalierung erfolgte bei der RH-Karte in 
centiRad (cR). Mikrosatelliten sind in 
kursiver Schrift dargestellt. 
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In Abbildung 3-2 wird die Distanz und die Reihenfolge von 15 Loci, die sowohl in dieser 

Arbeit als auch in einer anderen BovRH5-Karte, die zuvor von Band et al. (2000) erstellt 

wurde, dargestellt. Die RH-Karten werden mit einer Kopplungskarte (MARC-MAP) ver-

glichen. Dabei fallen die Marker IGF1, BR2936 und BL23 und ETH2 durch unterschiedliche 

Positionierungen auf. 

 

 

Abbildung 3-2: 
Vergleichende Darstellung der Positionen von 7 Genen und 8 Mikrosatelliten (kursiv hervor-
gehoben) in der Radiationhybrid-Karte von Band et al. (2000)* und der in dieser Arbeit 
erstellten RH-Karte. Eine Mikrosatelliten-Kopplungskarte zeigt die Positionen der Mikro-
satelliten an (MARC, http://marc.usda.gov/cgi-bin/species_chromosome?cattle+05). Die Skalierung 
erfolgte bei den beiden RH-Karten in centiRad (cR) und in der MARC-Map in centiMorgan 
(cM), wobei 1cM etwa 3cR entspricht. Schwarz gestrichelte Linien zeigen die Positionen der 
kartierten Mikrosatelliten in der MARC-Map an. Unterschiede in den Positionen sind durch 
rot gestrichelte Linien gekennzeichnet. 

* Die hier dargestellte Form der Kopplungskarte von Band et al. (2000) entspricht nicht 

vollständig dem Original. Sie zeigt nur die Loci, die auch in dieser Arbeit kartiert wurden. 
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3.2.2.3 Bestimmung der Locus-Anordnung im BovRH12-Panel 

Bei einem Vergleich der QTL-Regionen auf BTA5 (siehe Kapitel 1.1.4) und der in dieser 

Arbeit erstellten BovRH5-Karte wurde ersichtlich, dass Marker, die oberhalb des Gens 

LALBA (5q21) bzw. des Mikrosatelliten BMC1009 in Richtung Zentromer liegen, ausserhalb 

der QTL-Regionen liegen. Alle Marker, die also im BovRH5-Panel in dem Bereich von 

ILSTS42 bis BMC1009 lokalisiert wurden, wurden nicht mit Hilfe des BovRH12-Panels 

analysiert. 

Neben den verbleibenden 16 Genen wurden mit Hilfe des Bov RH12-Panel nun auch die 

STS-Marker der segmentspezifischen Bibliothek von BTA5 und zusätzliche Mikrosatelliten 

kartiert. Dies sollte die Anzahl der Marker in der Region BTA5q21 - Telomer erhöhen. 

Bei der Ermittlung der Anordnung der Loci über das BovRH12-Panel wurde genauso 

verfahren wie bei der Ermittlung der Locus-Reihenfolge über das BovRH5-Panel (siehe 

Kapitel 3.2.1 und 3.2.2). 

Bis auf zwei Loci (STS11 und STS18) zeigten alle Loci bei der PCR-Analyse des BovRH12-

Panels eine gleichmäßige Anzahl an positiven PCR-Signalen, sodass für den weiteren Verlauf 

der statistischen Auswertung das Modell „equal retention model” für die 2-Punkt-Analyse des 

RHMAP-Programms zugrunde gelegt wurde. 

Alle Gene, alle Mikrosatelliten und 13 STS-Marker lagen bei einem Lodscore von 6.0 in einer 

Kopplungsgruppe vor. Die Maximum-likelihood-multipoint-Analyse (siehe Kapitel 3.2.1 und 

3.2.2) wurde auf alle Loci der Kopplungsgruppe angewandt. Es wurde ein Gerüst aus Loci 

erstellt, deren Anordnung zueinander mit einer Wahrscheinlichkeit von 1000:1 die beste 

Reihenfolge darstellte. Die beiden STS-Marker STS11 und STS18 ließen sich nicht in die 

Karte integrieren. Tabelle 3-7 stellt die Anordnung der Loci vom Zentromer zum Telomer 

dar. 
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Tabelle 3-7:  Mit RHMAP ermittelte Reihenfolge für die auf dem BovRH12-Panel kartierten 
Loci vom Zentromer zum Telomer. Der Abstand in centiRad (Einheit des RH-Panels, cR) 
beschreibt den statistisch ermittelten Abstand zwischen einem Locus einer Zeile zu dem in 
der nächsten Zeile folgenden Locus. KG = Kopplungsgruppe. Ø = keiner Kopplungsgruppe 
angehörig. Mikrosatelliten sind in kursiver Schrift dargestellt. 

KG Locus Distanz (cR) 
KG1 BMC1009 5.33 
KG1 PRKAG 2.49 
KG1 LALBA 3.12 
KG1 CCNT1 7.66 
KG1 VDR 6.4 
KG1 BL37 2.28 
KG1 BL4 1.5 
KG1 PTPRB 8.7 
KG1 STS21 4.62 
KG1 STS19 1.95 
KG1 CA500 9.67 
KG1 LYZ@ 6.04 
KG1 IFN-γ 8.58 

Ø STS9 13.29 
KG2 IGF1 2.57 
KG2 STS12 5.74 

Ø NF-YB 11.4 
KG4 STS8 11.18 
KG4 MAF23 4.71 
KG4 BR2936 5.08 
KG4 STS1 7.69 
KG4 BMS490 7.58 
KG4 STS16 2.36 
KG4 AGLA254 6.08 
KG4 STS14 7.7 
KG3 STS6 2.43 
KG3 ILSTS66 3.75 
KG3 STS5 12.54 
KG9 STS15 3.13 
KG9 GALGT 3.33 
KG9 ETH10 3.54 
KG9 MIP 2.48 
KG9 PRIM 10.19 

Ø BMS1248 16.75 
Ø CDK2 10.48 
Ø BM315 10.88 

KG6 STS13 3.04 
KG6 STS3 13.67 
KG8 SYB 2.1 
KG8 CD9 2.18 
KG8 VWF 2.73 
KG8 BM772 8.01 

Ø ETH2 11.97 
KG5 BM733 5.06 
KG5 BM2830 9.39 
KG7 ETH152 4.1 
KG7 URB60  
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In Abbildung 3-3 wird die Anordnung der mit Hilfe des BovRH12-Panels lokalisierten Gene, 

Mikrosatelliten und STS-Marker als Karte dargestellt. 

 

Abbildung 3-3: 

Darstellung der Positionen der Gene, Mikro-
satelliten und STS-Marker in einer Radiation-
hybrid-Karte auf BTA5, die in dieser Arbeit mit 
Hilfe des BovRH12-Panels erstellt wurde 
(BovRH12-Karte). 

Die Skalierung erfolgte bei der RH-Karte in 
centiRad (cR). Mikrosatelliten sind in kursiver 
Schrift, STS-Marker aus der segmentspezifischen 
DNA-Bibliothek BTA5q21-24 sind in grüner 
Schrift dargestellt, das Gen CDK2, ebenfalls aus 
der Bibliothek, ist grün umrandet. 
 

In Abbildung 3-4 wird die Distanz und die Locus-Reihenfolge der Gene und Mikrosatelliten 

in RH-Karten verglichen, die sowohl mit Hilfe des BovRH5- als auch BovRH12-Panels 

kartiert wurden. In der BovRH12-Karte sind die zusätzlich kartierten STS-Marker eingefügt. 

Ein centiRad in der BovRH5-Karte entspricht dabei etwa 14cR in der BovRH12-Karte. 

Die Gene CDK2 und GALGT sowie die Mikrosatelliten BR2936, ETH2, BM315, MAF48 und 

BM2830 nehmen unterschiedliche Positionen in den beiden Karten ein. In der BovRH12-

Karte wurden elf STS-Marker zwischen den Mikrosatelliten BL37 (5q22) und ETH10 (5q25) 

kartiert. 
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Abbildung 3-4: 
Vergleich der Radiationhybrid-Karten, die mit Hilfe des BovRH5- und BovRH12-Panels 
erstellt wurden. Die Karten und deren Skalierung ist in grau dargestellt. 

Gene, deren Anordnung sich in den beiden Karten nicht unterscheiden, sind in schwarzer 
Schrift, Gene mit unterschiedlichen Positionen in roter Schrift dargestellt. In grüner Schrift 
sind STS-Marker aus der chromosomensegment-spezifischen DNA-Bibliothek BTA5q21-24 
dargestellt. Mikrosatelliten sind in kursiver Schrift dargestellt, wobei fett dargestellte 
Mikrosatelliten im Randbereich des von Hanotte und Korol kartierten QTL-Bereichs für 
Typanotoleranz liegen. 
 

Gene mit unterschiedlichen Positionen in der BovRH12-Karte im Vergleich zu der BovRH5-

Karte sind in roter Schrift dargestellt. BMC1009 und URB60 sind Mikrosatelliten, die die 

QTL-Regionen auf BTA5 flankieren. Die Mikrosatelliten BL23 und BM1819 sind aus 

labortechnischen Gründen im BovRH12-Panel nicht kartiert worden, sie wurden durch die 

Mikrosatelliten BL4 und BMS1248 ersetzt. Insgesamt wurden 18 Mikrosatelliten, 13 STS-

Marker und 19 Gene mit Hilfe des BovRH12-Panels kartiert. 
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3.3 Vergleichende Kartierung 
Nachdem die umfassende Karte des Chromosoms BTA5 erstellt war, wurden die Positionen 

der kartierten Gene mit den Positionen homologer Gene bei Mensch und Maus vergleichen. 

Dabei bestätigten sich die bekannten konservierten syntänischen Gengruppen von 

Chromosom BTA5 und HSA12, sowie BTA5 und MMU6, MMU10 und MMU15 (siehe Abb.  

1-3, Seite 19). Darüber hinaus wurde eine weitere konservierte syntänische Gruppe ausge-

macht. Diese Gruppe wird aus den Genen VDR und PTPRB gebildet. Beide Gene sind eng 

beieinander auf Chromosom MMU5 der Maus zu finden. 

Die Gene, die die syntänischen Gruppen von Mensch und Maus zu Chromosom BTA5 vom 

Rind bilden, sind in Tabelle 3-8 dargestellt. 

Tabelle 3-8:  Die kartierten Gene mit Angabe der in dieser Arbeit ermittelten Reihenfolge 
sowie deren bekannten zytogenetischen Positionen auf BTA5 und HSA12. Für MMU ist das 
Chromosom und dahinter die cM-Position des Gens angegeben. Bisher nicht eindeutig be-
kannte Positionen sind mit ? markiert. Ist nur die Chromosomenzugehörigkeit bekannt, wird 
diese mit der Ziffer für die Bezeichnung des Chromosoms angegeben. 

* in dieser Arbeit ermittelte Gen-Position mit Hilfe der FISH-Kartierung. 
 

Gen Rind Mensch Maus 
NTS 5q13 12q21 ? 
DCN 5 12q13.2 10:55.0 
MGF1 5 12q22 10:57.0 
SOCS2 5 12q21.3-23 ? 
NF-E2 5 12q13.1-13.3 15:61.7 
DMT1 5 12q13 15:59.8 
ITGB7 5 12q13.13 15:61.1 
GPD1 5 12q12-13 15:56.8 
PRKAG 5q11-14* 12q13.1 15:53.0 
LALBA 5q21 12q13 ? 
CCNT1 5q11-14* 12 ? 
VDR 5q11-14* 12q12-14 5:56.0 
PTPRB 5q11-14* 12q15-21 5:58.0 
LYZ@ 5q23 12 10:66.0 
IFN-γγγγ 5q22-24 12q24.1 10:67.0 
IGF1 5 12q22-24 10:48.0 
NF-YB 5 12q22-24.1 10:43.7 
CDK2 5 12q13 ? 
MIP 5 12q13 10.74.0 
PRIM 5 12q13 10:77.0 
GALGT 5 12q13.3 10:69.25 
SYB 5 12p 6:57.0 
CD9 5 12p13 6:56.0 
VWF 5q35 12p13.3-13.2 6:59.0 
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3.4 Zytogenetische Kartierung der Gene PTPRB, VDR, PRKAG1 und 
CCNT1 

Die zytogenetische Kartierung der Gene PRKAG1, VDR, PTPRB und CCNT1 wurde mit 

Hilfe der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) in Kooperation mit Brunner am Institut 

für die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere in Dummerstorf durchgeführt (siehe Kapitel 

2.2.9). VDR, PTPRB und PRKAG1 hybridisierten ausschliesslich auf BTA5. CCNT1 zeigte 

deutliche Signale auf BTA5, jedoch zusätzliche leichte Signale auf anderen Chromosomen. 

 

 

Abbildung 3-5: 

Abb. 3-5-1 PTPRB 

Abb. 3-5-2 VDR 
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Abb. 3-5-3 PRKAG1 

Abb. 3-5-4 CCNT1 

 

Die Abbildungen 3-5-1 bis 3-5-4 zeigen FISH-Analysen mit genspezifischen Sonden für 

PTPRB (Abb.3-5-1), VDR (Abb. 3-5-2), PRKAG1 (Abb. 3-5-3) und CCNT1 (Abb.3-5-4). 

Die Pfeile markieren Chromosom BTA5. Die Bilder auf der linken Seite zeigen die Meta-

phasechromosomen vom Rind nach Hybridisieren (gelb) mit der spezifischen fluoreszenz-

markierten Sonde. Die Bilder auf der rechten Seite zeigen dieselben Metaphasechromosomen 

mit Darstellung ihrer q-Bänderung. 

 

3.5 Polymorphismen 
Alle Gene und STS-Marker, die auf Chromosom BTA5 lokalisiert wurden, wurden auf 

Sequenzpolymorphismen zwischen N'Dama- und Boran-Rinder hin untersucht. Neben der 

Kartierung der Marker auf BTA5 zur Erhöhung der Markerdichte können sie, wenn sie 

polymorph zwischen den beiden Rassen sind, für die QTL-Neukartierung eingesetzt werden. 

3.5.1 Identifizierung von Polymorphismen 

Für die Identifizierung von Polymorphismen wurde die DNA der acht Großelterntiere  

(4 N'Dama- und 4 Boran-Rinder der F0-Generation) der Rinderpopulation, in der die Merk-

male der Trypanotoleranz segregieren, mit Hilfe von PCR und anschließender Sequenzierung 
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der PCR-Produkte analysiert. Die jeweiligen Sequenzen der acht Tiere wurden im DNA-

Sequenzieranalyse-Programms (Applied Biosystems) gegenübergestellt und verglichen. 

3.5.1.1 Genfragmente 

Dreiundzwanzig Genfragmente wurden sequenziert. Das Gen LYZ wurde nicht sequenziert, 

da die Primerkombination für einen im Intron liegenden Mikrosatelliten erstellt wurde. Dieser 

Mikrosatellit war von der Arbeitsgruppe in Nairobi in der F0-Generation auf seine 

Informativität hin untersucht worden, und in der ersten QTL-Analyse eingesetzt worden. 

Die Größe der Genfragmente lag zwischen 1003bp (CD9) und 107bp (CDK2). Insgesamt 

wurden 16 SNPs (single nucleotide polymorphism) bei den acht Tieren der F0-Generation 

gefunden. Bei einer gesamten Sequenzlänge der Genfragmente von 7984bp entspricht dies 

einem Nukleotidaustausch auf etwa 500bp, unabhängig davon, ob mit dem Austausch eine 

Exon- oder Intronsequenz betroffen war. 

Bei vier Genen wurde jeweils ein Nukleotidaustausch in einem Exon gefunden, wo er in zwei 

Fällen einen Aminosäureaustausch (AS-Austausch) in der Proteinsequenz bewirkte. 

Die Polymorphismen in den Gen-Sequenzen der F0-Generation, ihre Position im 

amplifizierten Fragment sowie die Lage in Exons oder Introns sind in Tabelle 3-9 aufgeführt.  
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Tabelle 3-9: SNPs und deren Position* in den Genfragmenten der F0-Generation. In 
Klammern hinter den Genabkürzungen wird die Fragmentlänge in Basenpaaren (bp) an-
gegeben. ND=N'Dama, B=Boran. Die in einer Doppelspalte zusammengefassten ND und B 
bilden ein Paar in der F0-Generation. AS-Wechsel=Nukleotidaustausch bewirkt bei der 
Translation eine Änderung in der Aminosäuresequenz.  
S=Serin, N=Asparagin, F=Phenylalanin. a=Adenin, c=Cytosin, g=Guanin, t=Thymin. 
 
Genfragment SNP-Position AS-WechselND-07B-1417ND-08B-1688ND-09B-1801ND-10B-2094

CD9 (1003bp) Exon 1, +434  g/g g/a g/g g/g g/g a/a g/g g/g 

  Exon 1, +442  c/c c/t c/c c/c c/c t/t c/c c/c 

  Exon 1, +443  a/a a/g a/a a/a a/a g/g a/a a/a 

  Exon 1, +497  a/a c/c a/a a/a a/a c/c a/a a/a 

DMT1 (360bp) Fo-Primer, +225  g/g c/c g/g c/c g/g c/c g/g c/c 

IGF1 (265bp) Exon 1, 222   c/t c/c c/t c/c c/t c/c c/t c/c 

INTB7 (509bp)  # Exon 12, 115 S→N g/g a/a g/g a/a g/g a/a g/g g/g 

LALBA (487bp) Exon 1, +78  t/t c/t c/c c/t t/t t/t c/c t/t 

  Exon 1, +146  c/c c/c c/c c/c c/c c/c c/c t/t 

  Exon 1, +273  t/t t/t t/t t/t t/t c/t t/t t/t 

  Exon 1, +366  a/a g/g a/a g/a a/a g/a a/a g/g 

MGF1 (903bp) Exon 4, +238  a/a a/a a/c a/a a/a a/a a/a a/a 

MIP (241bp) Fo-Primer, +33  c/c c/t c/c c/c t/t c/t c/t t/t 

SOCS 2 (351bp) Fo-Primer, +116 S→F c/c c/c c/c c/t c/c c/c c/c c/c 

SYB (598bp) #Exon 3, +392  c/c c/c c/c a/a c/c c/c c/c c/c 

VDR (246bp) #Exon 4, +4  t/t c/t t/t c/t t/t c/t t/t c/t 

Die Positionen der SNPs richtet sich nach der letzten Base des vorangegangenen Exons plus 
die Anzahl der Basen bis einschließlich dem SNP. Die Exon-Nummern wurden, wenn beim 
Rind nicht bekannt, vom Menschen übernommen (gekennzeichnet mit #). Bei SNPs in Exons 
gibt die Ziffer die Basenposition an. Ist keine Exon-Nummer bekannt, wird ab Ende des 
Forward (Fo)-Primers des Genfragments gezählt. 
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Der SNP-Nachweis in den Tieren der F1- und F2-Generation wurde mit Hilfe von 

Restriktionsenzymen durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.10). In Tabelle 3-10 sind die Fragment-

größen der Gene nach Restriktionsverdau aufgeführt.  

Tabelle 3-10: Allelgrößen der Genfragmente ITGB7, DMT1, LALBA, VDR und CD9 nach 
Verdau mit Restriktionsenzymen 

 
Typ-I-
Marker 

Restriktions-
enzym 

PCR-Produkt-
länge Allel 1 Allel 2 

ITGB7 PstI 509bp 509bp 410+99bp 

DMT1 StyI 

Fnu4HI 

304bp 

154bp 

304bp 

154bp 

278+26bp  

126+28bp 

LALBA NcoI 429bp 429bp 401+28bp 

VDR RsaI 246bp 246bp 194+53bp 

CD9 BsrI 468bp 468bp 225+190+53bp 

 

3.5.1.2 STS-Marker 

Fünfzehn von insgesamt 16 STS-Marker wurden sequenziert. Der STS-Marker, der ein 

Mikrosatellit (STS16) war, wurde auf seine Informativität hin in der F0-Generation mittels 

Fragmentlängenanalyse überprüft. Das Genfragment CDK2, das mit den STS-Markern zu-

sammen aus der segmentspezifischen Bibliothek isoliert wurde (Tabelle 3-1), wurde unter 

Kapitel 3.1.2 bereits mit aufgeführt. 

Zwölf unterschiedliche SNPs wurden in den STS-Markern bei den Tieren der F0-Generation 

gefunden. Bei einer absoluten Sequenzlänge von 2565bp entspricht dies einem Nukleotid-

austausch auf etwa 215bp. 

Die Polymorphismen in den STS-Marker der F0-Generation sowie deren Position im ampli-

fizierten Fragment sind in Tabelle 3-11 aufgeführt. Die STS-Marker STS 3, STS 9, STS 13, 

STS 18, STS 19 und STS 23 zeigten keinen SNPs in der F0-Generation. 
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Tabelle 3-11: SNPs und deren Position in den Typ-II-Markern in der F0-Generation. In 
Klammern hinter den Typ-II-Sequenzen wird die Fragmentlänge in Basenpaaren (bp) ange-
geben. ND=N'Dama, B=Boran. Die in einer Doppelspalte zusammengefassten ND und B 
bilden ein Paar in der F0-Generation. a=Adenin, c=Cytosin, g=Guanin, t=Thymin. 

 
Typ-II-Sequenzen SNP-Position ND-07 B-1417 ND-08 B-1688 ND-09 B-1801 ND-10 B-2094
STS 1 (104bp) Fo + 8 g/g g/g g/t g/g g/g g/g a/t g/g 

 Fo + 14 c/t c/c c/t c/c c/c c/c g/g c/c 

 Fo + 37 a/a a/a a/a g/g a/g g/g a/a a/g 

STS 5 (167bp) Fo + 14 c/t c/c c/c c/c c/t t/t c/c t/t 

STS 6 (209bp) Fo + 77 c/t c/t c/c c/c c/c c/c c/t c/t 

 Fo + 107 g/a g/a g/g g/a g/a g/a a/a a/a 

STS 8 (163bp) Fo + 46 g/a g/g g/g g/g g/a g/a g/a g/a 

 Fo + 65 a/a a/a a/t a/a a/a a/a a/t a/a 

STS 11 (173bp) Fo + 19 c/c c/c c/c c/c c/c c/a c/c c/a 

 Fo + 86 t/t c/t t/t t/t t/t t/t t/t t/t 

STS 12 (156bp) Fo + 44 c/a c/a a/a c/c a/a c/c c/a c/c 

STS 14 (177bp) Fo + 69 g/g g/g g/g a/g g/g a/g a/g g/g 

STS 15 (134bp) Fo + 72 g/g g/g g/g a/g g/g a/g a/g g/g 

Die SNP-Positionen ergeben sich durch Numerierung der Basen ab Ende des Vorwärts- 
Primers (Fo) einschließlich des SNP. 

3.6 Anwendung polymorpher Sequenzen 

3.6.1 Beurteilung der Informativität der SNPs 

Als „ausreichend informative Marker” für die zu untersuchende Rinderpopulation werden im 

Folgenden die SNPs bezeichnet, deren Allele aus der F2-Generation sich auf die Individuen 

der F0-Generation zurückverfolgen lassen, ohne dass dabei die jeweiligen Allele des F0-Tieres 

unterscheidbar sein müssen. „Teilinformativ” in einer Familie der F2-Generation ist z.B. die 

Allelkonstellationen (c/c) und (c/t) der F1-Tiere, die zur Zucht für die F2-Familie miteinander 

gekreuzt wurden. 

Von 15 SNPs in den Genen waren von 7 Elternpaaren der F1-Generation zwei ausreichend 

informativ, d.h., die N'Damas und Borans der F0-Generation sind beide unterschiedlich 

homozygot für die Allele. Z.B. gilt für DMT1, dass die N'Damas den Genotyp g/g zeigen, die 

Borans den Genotyp c/c. In dem Genfragment LALBA zeigen die N'Damas den Genotyp a/a, 

die Borans g/g. Weiterhin waren einzelne Familien bei den Genen CD9, INTB7 und SYB 

ausreichend informativ. Teilinformativität fand sich in einzelnen Familien bei den Genen 

SOCS2, MIP, MGF1, IGF1, sowie LALBA und CD9. 
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Nur für die STS-Marker STS1, STS5 und STS12 wurde bei einzelnen Großelterpaaren 

ausreichende Informativität gefunden. Teilinformativität wurde dagegen bei mehreren 

Großelterpaaren für die Marker STS1, STS6, STS8, STS11, STS12, STS14 und STS15 

gefunden. Bei anschließender Betrachtung der Infomativität in der F1-Generation wurde 

jedoch festgestellt, dass nur in einigen wenigen Fällen das Allel, das die Teilinformativität 

liefert, geerbt wurde. Auf die Genotypisierung der F2-Generation mit den STS-Markern 

wurde verzichtet, da nur wenig Information aus diesen Markern für die anschließende QTL-

Analyse erwartet wurde. 

3.6.2 Genotypenbestimmung für informative SNPs und Mikrosatelliten in den 
Rinderfamilien 

Für die Genotypenbestimmung wurden SNPs und Mikrosatelliten ausgewählt, die auf 

Chromosom BTA5 in der QTL-Region lagen. Es wurden bereits publizierte Mikrosatelliten 

aus Kopplungskarten (z.B. http://www.marc.usda.gov; siehe Anhang) ausgewählt, deren cM-

Positionen bereits bekannt waren, sowie der neu gefundene Marker STS16, der aus der 

segmentspezifischen Bibliothek stammt. 

Die in der Rinderpopulation ausreichend und teilinformativen SNPs der Genfragmente 

wurden nach PCR und anschließendem Restriktionsverdau der PCR-Produkte durch unter-

schiedliche Restriktionsfragmentmuster (PCR-RFLP, siehe Kapitel 2.2.10) dargestellt. Für die 

SNPs geeignete Restriktionsenzyme wurden mit Hilfe des Computerprogramms DNASIS 

gesucht, auf die jeweiligen PCR-Produkte aller Tiere der Rinderfamilien angewandt und 

ausgewertet. Die Restriktionsmuster der Typ-I-Marker, von denen anschließend die 

Genotypen aller Tiere in der Rinderpopulation durch RFLP bestimmt wurden, sind in Tabelle 

3-10 dargestellt. In Abbildung 3-6 werden exemplarisch an einem Elternpaar aus der F1-

Generation und deren Nachkommen [Familie 3] die nach Verdau entstandenen Restriktions-

fragmentmuster am Beispiel des Genfragments CD9 dargestellt. Das Genfragment CD9 

(468bp) ist teilinformativ und zeigt nach Verdau mit dem Enzym BsrI bis zu vier Banden, 

wobei die kleinste Bande von 53bp im Gelbild kaum zu erkennen ist. Die 225bp große Bande 

zeigt den SNP, der die Teilinformativität in den Familien der F2-Generation verursacht. 
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Abbildung 3-6: 
Restriktionsfragmentmuster des Genfragments CD9 der Familie 3 in der F2-Generation nach 
einem Verdau mit BsrI. 

Durch den Verdau enstehen bis zu vier Banden, wobei die kleinste Bande im Gelbild nur 
schwach erkennbar ist. Die Ziffern 1-21 kennzeichnen die Nachkommen in der F2-Generation. 
Die Symbole ♀ / ♂ stellen das Muttertier bzw. Vatertier der F1-Generation dar. 
 

 

Da sich keiner der SNPs der neu ermittelten STS-Marker aufgrund des Informativitätsgrads in 

den Familien für eine genotypische Bestimmung eignete, wurde für die Genotypisierung auf 

Mikrosatelliten zurückgegriffen. Diese wurden ihrer centiMorgan-Position entsprechend aus 

publizierten Kopplungskarten ausgewählt. Alle Tiere der Rinderpopulation wurden mit ihnen 

genotypisiert. Dies erfolgte mit Hilfe der Bestimmung der Fragmentlängen der Mikro-

satellitenallele in hochauflösenden denaturierenden Acrylamidgelen (siehe Kapitel 2.2.11). 
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Tabelle 3-12: Mikrosatelliten, die im Rahmen dieser Arbeit zur Genotypisierung der Tiere 
der Rinderfamilie herangezogen wurden, mit Angaben zu ihrer Position auf dem Chromosom 
BTA5 in centiMorgan (cM), sowie der gefundenen Größen der Allele in Basenpaaren (bp): 

 

Mikrosatellit 
cM-Position  

auf BTA5 Allelgröße in bp 

STS16 ? 182, 184, 194, 196, 200, 201 

BMS1248 88.4cM 124, 132, 136, 138, 140, 142, 150 

BM6026 6.7cM 158, 164, 166 

BR2936 63cM 141, 143, 161, 163, 165 

BM1819 77.6cM 116, 118, 122, 124, 126, 128 

BM315 100.1cM 111, 117, 119, 127, 129, 135, 161, 163 

 

3.6.2.1 Informativität der für die Genotypisierung benutzten SNPs und Mikrosatelliten 

in der F2-Generation 

Insgesamt wurden die Genotypen der 3 Generationen der Rinderpopulation mit 23 Markern 

bestimmt. Elf Mikrosatelliten wurden in der Arbeitsgruppe von O. Hanotte im ILRI/Nairobi 

analysiert. Für weitere 6 Mikrosatelliten (Tabelle 3-12) und 6 SNPs (Tabelle 3-10), die in den 

Genen gefunden wurden, ist während der hier dargestellten Arbeit am BNI/Hamburg geno-

typisiert worden. Der Informativitätsgrad war innerhalb der Familien der F2-Generation nicht 

gleich und ist in Tabelle 3-13 dargestellt. 

Tabelle 3-13: Anzahl ausreichend informativer, teilinformativer und nicht informativer 
Marker pro Familie in der F2-Generation der untersuchten Rinderfamilie. 

 

F2-Familien  Informativität der Marker in der F2-Generation  
     ausreichend informativ teilinformativ  nicht informativ 

Familie 1  18 Marker  4 Marker  1 Marker 
Familie 2  18 Marker  2 Marker  3 Marker 
Familie 3  16 Marker  2 Marker  5 Marker 
Familie 4  16 Marker  3 Marker  4 Marker 
Familie 5  17 Marker  0 Marker  6 Marker 
Familie 6  13 Marker  4 Marker  6 Marker 
Familie 7  11 Marker  7 Marker  5 Marker 

In keiner der Familien der F2-Generation waren alle 23 Marker informativ. In jeder Familie 

ließen sich jedoch bei mindestens 17 Markern ein oder beide Allele des Markers auf die 

entsprechenden Allele der Grosseltern zweifelsfrei zurückverfolgen. 
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3.6.3 Trypanotoleranz-QTL-Neukartierung auf dem Chromosom BTA5 

Für die QTL-Neukartierung auf dem Chromosom BTA5 wurden die Genotypen der F2-

Generation eingesetzt, die mit folgenden Markern ermittelt wurden: 

Gene: DMT1, ITGB7, VDR, LALBA, LYZ, CD9. 

Mikrosatelliten: ILSTS42, BP1, AGLA293, BM321, BL37, BR2936, ETH10, BM1819, 

BMS1248, STS16, BMS315, ETH2, BM2830, MAF48, ETH152. 

Die den Phänotyp Trypanotoleranz beschreibenden Merkmale sind in drei Gruppen eingeteilt: 

Parasitämie, Anämie und Gewichtsverlust während der Infektion mit Trypanosomen. Diese 

Merkmale sind in 16 sie genauer beschreibende Parameter aufgeteilt, die in Kapitel 7.4 näher 

beschrieben sind. 

Zur Computer-Analyse wurde das Computer-Programm GeneHunter Version 2.0 beta 

eingesetzt. Die dafür erforderliche Aufteilung der sieben Familien der F2-Generation in 

kleinere Subfamilien wurde durch ein zusätzlich geschriebenes Computer-Programm von B. 

Müller-Myhsok (unpubliziert; siehe Kapitel 2.2.12) erreicht. Es wurden 2267 Geschwister-

paare innerhalb der 7 Familien gebildet. Jedem Geschwisterpaar wurden seine Eltern  

(F1-Generation) und Grosseltern (F0-Generation) zugeordnet und bildeten so eine sechs-

köpfige Subfamilie. 

Für die Phänotypdaten wurde keine Verteilungsfunktion vorausgesetzt, deshalb ist die hier 

vorliegende Analyse eine nicht-parametrische Analyse. Eine Überprüfung, ob die ermittelten 

Genotypen der F2-Generation die Reihenfolge der Mikrosatelliten und Gene, wie sie in den 

RH-Karten bestimmt wurden, bestätigen, wurde durchgeführt. Anschließend erfolgte die 

QTL-Analyse. 

 

In der F2-Generation wurde kein signifikanter QTL für Trypanotoleranz ermittelt. Die drei 

Merkmale Parasitämie, Anämie und Gewichtsverlust, die das Krankheitsbild der 

Trypanosomiasis phänotypisch erfassen (siehe Kapitel 7.4) zeigten in einigen, in keinem  

Fall in allen Familien der F2-Generation Kopplung mit deren Genotypen: 
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1. Einer der Phänotypen, die die Parasitämie beschreiben, zeigte in fünf von sieben Familien 

Kopplung zum Genotyp. In vier von den 5 Familien wurde die Kopplung in der Region 

zwischen den Mikrosatelliten AGLA293 (32cM*) und BR2936 (63cM*) gefunden. In 

Familie 5 zeigt im Gegensatz dazu die Region zwischen dem Typ-I-Marker Lysozym 

(BTA5q23) und dem Mikrosatelliten BM1829 (77.6cM*) Kopplung zu diesem Phänotyp. 

[* centiMorgan-Angaben: http://www.marc.usda.gov] 

2. In je drei von sieben Familien der F2-Generation wurde für Phänotypen, die die Anämie 

und den Gewichtsverlust während des Krankheitsverlaufes beschreiben, Kopplung zum 

Genotyp nachgewiesen. 

3. In jeweils zwei von sieben Familien wurde Kopplung für weitere die Anämie betreffenden 

Phänotypen ermittelt. Keiner der Phänotypen war jedoch bei den beiden Familien mit den 

gleichen Markern assoziiert, d.h., der gleiche Phänotyp koppelt in unterschiedlichen 

Familien mit unterschiedlichen Chromosomenregionen. 

4. Einer das Körpergewicht beschreibender Phänotyp zeigte ebenfalls zu zwei der sieben 

Familien Kopplung. Während in der Familie 1 drei Regionen Kopplung zu dem Phänotyp 

aufwiesen, war in Familie 2 nur eine Region zu finden. 

5. In je einer der sieben Familien wurde Kopplung zu weiteren die Anämie beschreibenden 

Phänotypen gefunden. 

6. Vier der 16 Phänotypen zeigten keine Kopplung zu den Genotypen der Tiere der F2-

Generation. 

In Tabelle 3-14 wird dargestellt, welcher der Phänotypen zu einer oder mehreren Familien der 

F2-Generation Kopplung zeigt. Dabei fällt auf, dass in Familie 3 keiner der Phänotypen 

Kopplung zum Genotyp zeigt, in Familie 1 dagegen zeigen neun von 16 Phänotypen einen 

Effekt. 
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Tabelle 3-14 stellt dar, welche den Trypanotoleranz-Phänotyp beschreibenden Parameter 
Kopplung auf dem Chromosom BTA5 in den Familien der F2-Generation der untersuchten 
Rinderpopulation aufweisen. Grau hinterlegte Zeilen: Phänotypen, die in mindestens drei von 
sieben Familien Kopplung zeigen. 

 
Phänotypen   Familie 1 Familie 2 Familie 3 Familie 4 Familie 5 Familie 6 Familie 7

Hämatokrit PCV I     x   

  PCV M       x 

  PCV F x   x    

  PCV I-F x x      

  PCV I-M     x  x 

  PCVF-M x       

  PCV V x x   x   

  PCVD100        

  PCVD150 x    x  x 

Körpergewicht BW I x x  x    

  BW F/I x x      

  BW mean x x  x    

  BWD150        

Parasitämie PAR Ln x x   x x x 

  Ln PAR        

  DR 60-150        

PCV=packed cell volume (Hämatokrit); BW=body weight (Körpergewicht); 
PAR=parasitaemia (Parasitämie); DR=detection rate (Detektionsrate); F=final (am Ende der 
Infektion gemessen); I=initial (am Anfang der Infektion gemessen); V=variance (Varianz im 
Verlauf der Infektion); M=minimum (Minimumwert); D=day (Tag); Ln=natural logarithm 
(natürlicher Logarithmus); Mean=mean (durchschnittlicher Wert) 

Eine genauere Beschreibung der Phänotyp-Parameter ist im Anhang der Arbeit aufgeführt 
(siehe Kapitel 7.4). 
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4 Diskussion 

Für Kopplungsanalysen zur Identifizierung chromosomaler Regionen, die gekoppelt mit 

einem gewünschten Phänotyp segregieren, werden physikalische und genetische Genkarten 

benötigt. Das Ziel einer solchen Untersuchung kann die Identifikation von Genen, die diesen 

Phänotyp bestimmen oder beeinflussen, oder die Identifikation von anonymen Markern sein, 

die mit dem Phänotyp kosegregieren. 

Die Identifikation von solchen kosegregierenden anonymen Markern wird in der Tierzucht 

bereits erfolgreich für markergestützte Selektion (MAS) genutzt (Beck et al., 2000; Dentine, 

1999; Willam, 2001). Bedingung hierfür ist, dass Markerallele gefunden werden, die immer 

mit dem gewünschten Phänotyp segregieren. In Kreuzungen trypanotoleranter, aber wirt-

schaftlich wenig produktiver Rinderrassen mit Rindern suszeptibler, dafür aber wirtschaftlich 

bedeutenderer Rassen kann die Segregation der gewünschten Phänotypen Trypanotoleranz 

und wirtschaftliche Produktivität durch deren Kopplung mit spezifischen Markerallelen in der 

Nachkommenschaft früh erkannt werden. Dies setzt jedoch neben einer QTL-Region eine 

hohe Markerdichte in dieser voraus sowie die stabile Segregation der Markerallele mit den 

gewünschten Phänotypen. 

 

Zur physikalischen Feinkartierung von Chromosom BTA5, insbesondere der QTL-Region für 

Trypanotoleranz, wurden neue Marker benötigt. Typ-I-Marker wurden dafür durch ver-

gleichende Genomanalysen ermittelt. Konservierte syntänische Gruppen zwischen Rind, 

Mensch und Maus halfen, positionelle Kandidatengene zu bestimmen. Die große Anzahl an 

Kandidatengenen wurde eingeschränkt, indem als zusätzliches Kriterium die Funktion der 

Gene betrachtet wurde. Es wurden insgesammt 27 Gene ausgewählt, von denen 24 auf BTA5 

kartiert wurden. 

Je nach Art der Typ-II-Marker, die man für Kartierungen einsetzen will, stehen unterschied-

liche Bibliotheken zur Isolierung zur Verfügung (Stone et al., 1995; Kirkpatrick et al., 1995; 

Ambady et al., 2001, Rubin, 2001; Hills et al., 1999). So lassen sich z.B. Mikrosatelliten aus 

sogenannten „angereicherten” Banken, mikrodissezierten Chromosomen-Banken oder aus 

YAC-und BAC-Klonen ableiten. Mikrosatelliten sind zwar im Gegensatz zu z.B. STS 

(sequenzmarkierende Stellen) hochpolymorph, kommen aber durchschnittlich nur alle 10kb 

vor (Primrose,1996). 
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Um gezielt mehrere Marker für die 70cM große QTL-Region zu isolieren, wurde eine zur 

Verfügung stehende segmentspezifische Bibliothek von BTA5 eingesetzt. Diese etablierte 

Methode wurde erfolgreich eingesetzt, um STS zu identifizieren. Der Nachweis von STS im 

Genom erfolgt mit Hilfe von PCR (Yu et al., 1995; Behrens et al., 1997). Die Bestimmung 

ihrer subchromosomalen Position unter Verwendung von RH-Panels ist leicht durchführbar. 

Zusätzlich wurde ein Mikrosatellit sowie ein Genfragment aus der Bibliothek isoliert. 

Insgesamt wurden 175 Klone isoliert und sequenziert. Sechzehn STS konnten davon ab-

geleitet werden. Der weitaus größte Anteil der 175 Klone trug identische oder repetitive 

Inserts. Generell betrug die Insertgröße selten mehr als 150-200bp, was auch von anderen 

Arbeitsgruppen beobachtet wurde, die mit vergleichbarem Material arbeiteten (Behrens et 

al.,1997; Kao et al., 1996; Yu et al., 1995). Der Einsatz von chromosomensegment-

spezifischen Bibliotheken, zur Definition neuer genetischer Marker konzipiert (z.B. Wesley  

et al., 1990; Weikard et al., 1997; Chaudhary et al.,1998), erwies sich als sehr aufwändig im 

Verhältnis zur Ausbeute an neuen Markern. Die geringe Ausbeute an Markern läßt sich auf 

einige entscheidende Punkte zurückführen: 

Ein grundsätzlicher Nachteil der Mikrosektion ist, dass mit sehr wenig Ausgangsmaterial 

gearbeitet werden muss. Die DNA der Metaphasechromosomen liegt eng verbunden mit 

Proteinen im verdichteten Zustand vor. Somit ist ein hoher Anteil der mikrodissezierten DNA 

zunächst wenig zugänglich für PCR-Amplifikationen. Protein-zerstörende Vorbehandlungen 

der DNA wären notwendig, bergen aber das Risiko, zu hohen DNA-Verlusten oder zu Konta-

minationen zu führen. Aus diesem Grund wird das mikrodissezierte Material direkt für die 

Amplifikation mit Zufallsprimern eingesetzt. Dies erfolgte dann nicht, wie gewünscht, gleich-

mäßig an der gesamten DNA. Wenige, oft sehr kurze DNA-Bereiche wurden in den ersten 

PCR-Zyklen so stark vervielfältigt, dass sie den überwiegenden Anteil des Amplifikates aus-

machen. 

Für die Identifikation von weiteren Typ-II-Markern würde diese Methode nicht wieder in 

Einsatz kommen. Erfolgversprechender wäre z.B. die Methode, Mikrosatelliten aus DNA-

Banken mit Hilfe von Sonden zu isolieren. Mikrosatelliten haben den Vorteil neben der 

physikalischen Kartierung auch für die genetische Kartierung einsetzbar zu sein, da sie hoch-

polymorph sind. 
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Die Untersuchung somatischer Hybridzelllinien lässt Aussagen über die Zugehörigkeit von 

Genen zu einem Chromosom zu (Abbott und Povey, 1991; Lindgren et al., 2001; Lahbib-

Mansais et al., 2000). Sechzehn bisher nicht im Rindergenom kartierte Gene wurden mit 

dieser Methode einem Chromosom zugewiesen.  

Eines dieser 16 Gene, NF-YB, wurde mit einer Wahrscheinlichkeit von nur 80% entweder 

Chromosom BTA5 oder Chromosom BTA24 zugeordnet. NF-YB ist ein Gen der NF-Y-

Gengruppe, deren Untereinheiten über ihre Funktion bestimmen. Die NF-Y-Einheiten und 

deren Untereinheiten A, B und C sind unter den höheren Vertebraten hoch konserviert 

(Aminosäuresequenzübereinstimmung der Proteine >99% bei Mensch, Maus und Huhn; Li et 

al., 1991; Sinha et al., 1996), was vermuten ließ, dass mit dem verwendeten Primerpaar 

eventuell neben dem Gen NF-YB die Gene NF-YA und /oder NF-YC in der PCR amplifiziert 

wurde. Die Gene NF-YA und NF-YC sind beim Menschen auf verschiedenen Chromosomen 

(HSA6p21 und HSA1p32) kartiert (Sinha et al., 1996). Deren konservierte syntänische 

Gruppen lägen beim Rind auf Chromosom BTA23 bzw. BTA2 und BTA3 (Solinas-Toldo et al., 

1995). Neben PCR-Signalen für BTA5 wären auch Signale für die Chromosomen BTA23, 

bzw. BTA2 und/oder BTA3 zu erwarten, was jedoch nicht der Fall war. Eine Mitamplifikation 

der Gene NF-YA und NF-YC wurde deshalb ausgeschlossen. Die Amplifikation eines 

Pseudogens oder eines zusätzlich vorliegenden nicht-funktionsfähigen Genfragmentes von 

NF-YB, welches sich auf dem Chromosom BTA24 befindet, muss angenommen werden. 

Die PCR-Amplifikation der Gene POLE, PPP1CC und UNG aus der DNA der somatischen 

Hybridzelllinien ergab PCR-Signale, die eine Lage der Gene auf Chromosom BTA5 nicht 

sicher zuließen. Diese drei Gene wurden auf BTA5 vermutet, da sie sich beim Menschen auf 

Chromosom HSA12 befinden und das Gen POLE bei der Maus auf Chromosom MMU5 nahe 

VDR und PTPRB bei 56.0cM-58.0cM liegt. VDR und PTPRB wurden Chromosom BTA5 

zweifelsfrei zugewiesen. PPP1CC und UNG wurden BTA17 zugeordnet. Eine große Anzahl 

der Gene, die auf HSA12 liegen, wurden auf BTA5, z.T. aber auch auf BTA17 lokalisiert. Eine 

konserviert syntänische Gruppe zwischen HSA12 und BTA17 ist bekannt (Solinas-Toldo et 

al., 1995). Die Kartierung von POLE auf BTA17 ist sehr unsicher und lässt keinen endgülti-

gen Schluss über die tatsächliche Lage des Gens im Genom zu. Ähnlich wie bei dem Gen  

NF-YB muss für die genaue Zuordnung zu einem Chromosom ausgeschlossen werden, dass 

die Primer z.B. ein Pseudogen oder andere dem Gen verwandte Sequenzen mitamplifiziert. 
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Das Kartieren von Markern auf traditionellem Wege mit Hilfe von somatischen Hybrid-

zelllinien oder FISH-Analysen führt nicht zu einer genaueren physikalischen Karte, die 

benötigt wird, um mehr Information über eine chromosomale Region zu erhalten. Die 

Kartierung von Genen und Markern beim Rind erfolgt deshalb häufig über mindestens eines 

der beiden Hybridzelllinienkonstrukte BovRH5 und BovRH12 (Lahbib-Mansais et al., 2000; 

Band et al., 2000; Barendse et al., 2000; Amarante et al., 2000; Band et al., 1998; Yang et al., 

1998, Yang und Womack, 1998; Womack et al., 1997). 

Die Kartierung der Loci dieser Arbeit wurde deshalb ebenfalls unter Verwendung der 

BovRH-Panels und anschließender statistischer Analyse der Ergebnisse durchgeführt. 

Die Programme RHMAP und RH-MAPPER werden für die statistische Auswertung der aus 

den BovRH5- und BovRH12-Panels erhaltenen Daten am häufigsten eingesetzt (Yang und 

Womack, 1998; Gu et al., 1999; Rexroad et al., 1999; Band et al., 1998; Ozawa et al., 2000). 

Die Wahl des Computer-Programms kann einen Einfluss auf das Kartierungsergebnis haben, 

da die erhobenen Daten aus den Experimenten in den Programmen unterschiedlich verarbeitet 

werden (Barendse et al., 2000; Hukriede et al., 1999). 

Für diese Arbeit wurde das Programm RHMAP ausgewählt. Das Programm bietet den Vor-

teil, dass die eingesetzten Daten auf individuelle Fragestellungen hin analysierbar sind, da 

verschiedene Bedingungen für die unterschiedlichen Teilprogramme ausgewählt werden 

können. Zusätzlich wurden durch die Wahl des Programms RHMAP die Ergebnisse mit ver-

schiedenen anderen Arbeiten (z.B. Band et al., 2000) vergleichbar. Trotz der Möglichkeit, das 

Programm auf die erhobenen Daten und die jeweilige Fragestellung abzustimmen, besteht ein 

Nachteil darin, dass sich die Datenanalyse auf ein statistisches Modell stützt. Anders als bei 

genetischen Kopplungskarten, die auf beobachteten Rekombinationshäufigkeiten beruhen, 

wird hier eine theoretische Kopplung ermittelt. 

Für die Anordnung der Loci auf Chromosom BTA5 wurden zunächst die mit dem BovRH5-

Panel erzeugten Daten statistisch analysiert. Fünf große Kopplungsgruppen wurden ermittelt 

(RH2pt, Teilprogramm von RHMAP). Zunächst wurden die Loci innerhalb der Kopplungs-

gruppen (KG) mit Hilfe des RHMAP-Programms angeordnet. Anschließend erfolgte eine 

Anordnung der Gruppen zueinander. Loci, die keiner KG angehörten, wurden durch Herab-

setzen der statistischen Stringenz in die entstandene Karte integriert. Der Mikrosatellit 

INRA104 z.B. liess sich bei einem Lodscore von 8.0 nicht in die KG2 einordnen. Bei Herab-

setzen der geforderten Wahrscheinlichkeit für Kopplung des Locus zu einer KG auf den 

Lodscore von 7.0 wurde INRA104 in die KG2 integriert.  
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Bei dem Vergleich der in dieser Arbeit erstellten RH-Karte mit einer weiteren RH-Karte 

(Band et al., 2000) und einer genetischen Kopplungskarte (MARC-MAP) zeigten zwei 

Mikrosatelliten (BL23 und BR2936) innerhalb der Karten unterschiedliche Anordnungen in 

der Loci-Reihenfolge. Der Vergleich in der Anordnung der Gene zeigt eine unterschiedliche 

Position für IGF1 in den beiden RH-Karten. RH-Karten basieren auf der Analyse von PCR-

Signalen, die in RH-Panels mit Hilfe markerspezifischer Primer erstellt werden. Eine klare 

Unterscheidung der PCR-Signale in positive und negative Signale ist nicht immer möglich, 

wenn ein Primerpaar nicht die notwendige Spezifität für einen Marker zeigt. Die Mikro-

satelliten BL23, BR2936 und das Genfragment IGF1 gaben trotz Optimierung der Primer für 

die PCR mit der DNA des BovRH5-Panels häufig ein mehrbandiges und unspezifisches PCR-

Produkt, was Einfluss auf die Auswertung und anschließende statistische Analyse hatte. 

Schon einzelne PCR-Signale haben hohen Einfluss auf die statistische Analyse mit dem 

Computer-Programm RH-MAP. Dies ist ein wichtiger Grund dafür, theoretisch ermittelte 

Kopplungskarten nicht unabhängig von genetisch ermittelten Kopplungskarten zu betrachten 

(Barendse et al., 2000). Die Verwendung verschiedener Primer für einen Marker, aber auch 

die Qualität der DNA des verwendeten RH-Panels, verschiedene PCR-Geräte oder die 

Stringenz in der Auswertung der PCR-Signale beeinflussen neben dem statistischen Analyse-

Programm die Kartierungsergebnisse. 

 

Die unterschiedlichen Distanzen der einzelnen Loci zueinander in den beiden RH-Karten lässt 

sich auf die unterschiedliche Anzahl von den insgesamt kartierten Loci zurückführen. 

Während Band et al. über 80 Loci auf BTA5 kartiert haben, von denen sich zirka zwanzig auf 

mehreren positionell kaum auftrennbaren Positionen befanden, wurden in dieser Arbeit 41 

Loci mit Hilfe des BovRH5-Panels kartiert, von denen sich die Position von 2 Loci (LALBA 

und CCNT1) in der BovRH5-Karte nicht auftrennen ließen. Die Auflösung von eng beiein-

anderliegenden Loci ist mit dem BovRH5-Panel nicht möglich, da dafür die Bruchfrequenz 

der Chromosomen nicht hoch genug ist. Zwischen zwei Loci muss einmal ein Bruch stattge-

funden haben, um eine ermittelbare Distanz errechnen zu können. Diese Distanzen zwischen 

Loci addieren sich auf, weswegen bei einer höheren Anzahl an kartierten Loci eine etwas 

größere RH-Karte zu erwarten ist. 

 

Die über das BovRH12-Panel bestimmten Positionen der STS-Marker, des Mikrosatelliten 

STS16 und des Genfragments CDK2 stimmten weitgehend mit der zytogenetisch ermittelten 
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Position der fragmentspezifischen Bibliothek von BTA5q21-q24 überein. Elf der 16 STS-

Marker lagen in dem Bereich zwischen BL37 und ETH10, also bei BTA5q22-q25. Die STS-

Marker STS3, STS13 und das Genfragment CDK2 lagen ausserhalb dieser Region, nahe dem 

Gen VWF und dem Mikrosatelliten ETH2 (beide zytogenetisch auf BTA5q35 kartiert). Dieser 

Befund kann auf die Ungenauigkeit der Methode bei der Erstellung der segmentspezifischen 

Bibliothek zurückgeführt werden, da häufig gleiche Abschnitte mehrerer Chromosomen ge-

wonnen werden müssen, um eine ausreichende Menge an Ausgangsmaterial für die Her-

stellung einer solchen Bibliothek zu erhalten (Ludecke et al., 1989; Goldammer et al., 1999). 

Ungenauigkeiten bei der Mikrosektion der einzelnen Chromosomen sind nicht auszu-

schließen. Grundsätzlich kann aber gesagt werden, dass trotz der geringen Ausbeute an 

Markern aus der chromosomensegmentspezifischen Bibliothek die Methode geeignet ist, 

STS-Marker mit hoher Spezifität in der Region zu isolieren. 

 

Mit dem BovRH12-Panel wurden zusätzlich die Gene kartiert, deren Positionen auf dem 

Chromosom in der QTL-Region für Trypanotoleranz lagen. In der BovRH12-Karte nimmt die 

Gengruppe MIP-PRIM-GALGT innerhalb der kartierten Gene eine andere Position ein als in 

der BovRH5-Karte. Neben der Tatsache, dass die Chromosomenbruchstücke im BovRH5-

Panel zu groß waren, um eine genauere Position ermitteln zu können, muss hier auch berück-

ichtigt werden, dass in dem höher auflösenden BovRH12-Panel weitaus mehr Marker in der 

unmittelbaren Umgebung dieser Gengruppe lokalisiert wurden. Je mehr Marker in eine RH-

MAP-Analyse eingehen, desto genauer können Abstände und Anordnungen zueinander be-

stimmt werden. 

Positionstausche zweier Loci in den RH-Karten (BM2830 und MAF48, sowie innerhalb der 

Gengruppe MIP, PRIM und GALGT) sind in RH-Karten mit unterschiedlicher Auflösung zu 

erwarten. Womack (pers. Mitteilung) beschreibt das Auflösungsvermögen des BovRH5-

Panels auf zirka 10cM. D.h., dass Marker, die mit dem BovRH5-Panel untersucht wurden und 

in der RH-MAP-Analyse Kopplung zeigten, maximal 10cM auseinander liegen sollen. Die 

Dosis der Gamma-Strahlung, die im BovRH12-Panel angewandt wurde, ist mehr als doppelt 

so hoch, entsprechend sind kleinere Bruchstücke der Chromosomen und eine größere Anzahl 

an Kopplungsgruppen zu erwarten. Loci, die im BovRH5-Panel zusammen auf einem 

Chromosomenbruchstück vorliegen, können im BovRH12-Panel auf mehrere Bruchstücke 

verteilt sein. Deutlich wird dies bei der Gengruppe PRKAG1, CCNT1, VDR und PTPRB. Die 

Positionen von LALBA und CCNT1 lassen sich in der BovRH5-Karte nicht auftrennen. Ihre 
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Distanz zu PRKAG1 und VDR ist ähnlich (3cR5000 und 3.95cR5000). In der BovRH12-Karte 

wurde dagegen eine Distanz von 3.12cR12000 zwischen den Genen LALBA und CCNT1 

errechnet. PRKAG1 liegt hier nur 2.49cR12000 von LALBA entfernt. Hier wird deutlich, dass 

zwar über das gesamte Chromosom gesehen eine gleichmäßige Bruchfrequenz durch die 

Gamma-Strahlung vorliegt, diese Bruchstücke trotzdem nicht alle gleichmäßig groß sind. Die 

Bruchstellen, die zufällig im BovRH5-Panel vorliegen, liegen nicht zwangsläufig auch im 

BovRH12-Panel vor. Die Distanzen zwischen den Loci werden über das gemeinsame bzw. 

nicht gemeinsame Auftreten auf Chromosomenbruchstücken ermittelt. Sie sind dadurch in 

den BovRH5- und BovRH12-Karten nicht immer proportional. 

Die im BovRH12-Panel kartierten Loci ordneten sich relativ gleichmäßig auf der RH-Karte 

an. Die STS-Marker halfen, Bereiche zu überbrücken, in denen nur wenige andere Marker 

verfügbar waren. Sie dienen als wichtige Gerüstmarker für den Einbau weiterer Loci, da sie 

Distanzen zwischen Loci kleiner machen und somit die Kartierung sehr viel genauer werden 

lassen. Da sie nicht polymorph sind, lassen sie jedoch keinen weiteren Einsatz in 

Segregationsanalysen und Zuchtprogrammen bei Nutztieren zu.  

 

Zwei neu dem Chromosom BTA5 zugewiesenen Gene ließen die Annahme einer neuen 

konservierten syntänischen Gruppe zwischen Rind und Maus zu: Die Gene VDR und PTPRB 

liegen beim Menschen auf Chromosom HSA12q12-14 und HSA12q15-21, in unmittelbarer 

Nähe der Gene ITGB7, DMT1 etc.. Letztere sind bei der Maus auf Chromosom MMU15 nahe 

benachbart zu finden. VDR und PTPRB dagegen befinden sich bei der Maus auf MMU5. 

Konservierte Syntänie zwischen den Chromosomen MMU5 und BTA5 ist bisher nicht bekannt 

gewesen. Diese Identifikation der neuen konservierten syntänischen Gruppe ist ein wichtiger 

Beitrag zur Kartierung des bovinen Genoms. Kenntnisse über konservierte syntänische 

Gruppen zwischen verschiedenen Spezies helfen z.B. dabei, Chromosomenumordnungen bei 

der evolutionären Karyotypentwicklung der Vertebraten festzustellen und zu vergleichen 

(O'Brien et al., 1997; Rettenberger et al., 1995; Wienberg und Stanyon, 1997). Dies dient u.a. 

der Bestimmung phylogenetischer Stammbäume. Die Identifikation von Genen und deren 

Homologen bei anderen Spezies lässt Studien über homologe Krankheiten und ihre Therapien 

zu. 

Für die QTL-Kartierung der Trypanotoleranz auf BTA5 beim Rind ist diese Gruppe von 

Interesse, da diese Gene (VDR, PTPRB) an einer Seite der Region liegen, für die bei der 

Maus ein QTL für Trypanotoleranz ermittelt wurde. Diese bei der Maus als „Tir2” 
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bezeichnete QTL-Region ist mittlerweile in der F6-Generation auf wenige centiMorgan 

eingeengt (Iraqi et al., 2000). Ein Großteil der Gene ist im Mausgenom bereits kartiert, und 

ihre cM-Positionen sind bekannt. Weitere vergleichende Kartierungen in der Region der 

neuen konservierten syntänischen Gruppe bei Rind und Maus würden weitere Gene in der 

Region identifizieren und eine Auswahl an funktionellen Kandidatengenen zulassen.  

Die Tatsache, dass in verschiedenen Spezies homologe Gene in QTL-Regionen für den 

gleichen Phänotyp gefunden werden, lässt zumindest nicht ausschließen, das diese Gene in 

einem mehr oder weniger starken Umfang an der Ausprägung des Merkmals beteiligt sind. 

Ein weiterer Hinweis für die Bedeutung der Region ist ein anderes Projekt, dass sich mit der 

QTL-Kartierung von Malaria als parasitäre Erkrankung bei der Maus beschäftigt (Iraqi, pers. 

Mitteilung). Auch hier scheinen Gene des Mauschromosoms MMU5 involviert zu sein. 

Positionsklonierungen werden helfen, die Gene in dieser Region zu identifizieren. Eine 

sukzessive Einengung der konservierten syntänischen Gruppe resultiert möglicherweise in der 

Identifizierung eines oder mehrerer Kandidatengene. Eine anschließende Untersuchung der 

Funktion der Gene kann Aufschluss geben, ob sie eine Bedeutung für die Trypanotoleranz 

bzw. die Suszeptibilität haben. 

Unter Verwendung der FISH-Methode wurde die neu identifizierte Gruppe konservierter 

Syntänie zwischen Mensch, Maus und Rind zytogenetisch bestätigt. Die Gruppe besteht bis-

her aus den Genen VDR und PTPRB. CCNT1 und PRKAG1 wurden, da sie beim Menschen 

und der Maus in Nachbarschaft zu VDR und PTPRB liegen, ebenfalls in diese Analyse ein-

bezogen, um deren zytogenetische Lage zu der der zwei anderen Gene im bovinen Genom zu 

bestimmen. Die FISH-Analyse lokalisierte die Gene VDR, PTPRB und PRKAG1 in der 

Region BTA5q11-14. PRKAG1 ist dagegen von Sazanov et al. (1999) auf BTA5q21-22 und 

von Shamsadin et al. (2001) bei der Maus auf Chromosom MMU15 kartiert worden. Bei 

zytogenetische Kartierungen mit Hilfe von FISH-Analysen markiert die dabei eingesetzte 

Fluoreszenz den entsprechenden Bereich des Gens auf dem Chromosom. Die Fluoreszenz 

überstrahlt aber auch unmittelbar benachbarte nicht markierte Regionen auf dem Chromosom. 

Auf Chromosom BTA5 folgt die q21-Bänderung unmittelbar auf q14, weshalb eine scharfe 

Abgrenzung der Gene untereinander in FISH-Analysen nicht zu erreichen ist. Bei Metaphase-

chromosomen, die bei der FISH-Analyse verwendet werden, wird die q-Bänderung mit Hilfe 

der Giemsa- oder Quinacrin-Färbung dargestellt, wobei die kleinste sichtbare Chromosomen-

bande dabei immer noch mehr als eine Millionen Basenpaare enthält (Knippers, 2001). Ein 

genauer Rückschluss von der fluoreszierenden Region des Chromosoms auf die entsprechen-
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den q-Banden ist oft nicht einfach. Eine Lagebestimmung über den Karyotyp kann demnach 

nur als grob eingestuft werden.  

CCNT1 zeigte neben deutlichen Signalen für die Region BTA5q11-14 zusätzlich unspezi-

fische Signale. Es ist schwierig zu entscheiden, ob es sich hier um Verunreinigungen oder um 

zusätzliche echte Signale handelt. Da CCNT1 mit Hilfe der somatischen Zelllinien sicher dem 

Chromosom BTA5 zugewiesen wurde, ist auszuschließen, dass diese zusätzlichen Signale auf 

ungenügend spezifische Primer für CCNT1 zurückzuführen sind. Um Sonden für den zyto-

genetischen Nachweis der Gene durch FISH herzustellen, wurden von den Genfragmenten 

CCNT1, VDR, PTPRB und PRKAG1 aus einer BAC-Bank Klone isoliert, deren Inserts mit 

den genspezifischen Primerpaaren eindeutige PCR-Signale gaben. Besteht ein Insert eines 

Klones anstatt aus einem Fragment aus Fragmenten zweier Rinderchromosomen, wird auch 

die daraus hergestellte Sonde bei der FISH anstatt nur eines Chromosomes zwei Chromo-

somen markieren. Zhu et al. (1999) beschreiben für die von ihnen erstellte und für diese 

Arbeit verwendete bovine BAC-Bank Chimärenbildung mit einer Frequenz von ungefähr 6%. 

Chimäre BAC-Klone liegen also in der bovinen BAC-Bank vor, und es muss angenommen 

werden, dass aus einem von ihnen die DNA zur Sondenherstellung von CCNT1 gewonnen 

wurde. 

 

Abweichungen in der Genanordnung zwischen Spezies sind häufig zu finden (Andersson et 

al., 1996). Besonders deutlich werden diese Abweichungen zwischen den Nagetieren und 

anderen Säugetierordnungen. Dies ist darauf zurückzuführen, dass in der Phylogenese die 

Ordnung der Nagetiere schon früh von den anderen Säugetieren abgetrennt wurde, bevor sich 

diese in weitere Ordnungen aufspalteten (z.B.: Pletcher et al., 2000; Carver und Stubbs, 1997; 

Al-Majali et al., 1999; Andersson et al., 1996; Blaschke und Rappold, 1997; Bush et al., 

1977). Aber auch zwischen nahe verwandten Ordnungen werden Unterschiede beobachtet 

(z.B.: Aleyasin und Barendse, 1999; Bush et al., 1977; Chowdhary et al., 1996; Echard et al., 

1994; Eppig, 1996; Eppig und Nadeau, 1995; Nadeau, 1989). 

Während Andersson et al. (1996) Rearrangements innerhalb von Autosomen – abgesehen von 

den Zentromerregionen – als eher selten beobachtete Ereignisse beschreibt, konnten Umord-

nungen dieser Art in dieser Arbeit zwischen Mensch und Rind beobachtet werden. Die Gene, 

die auf HSA12 in der Region q13 liegen, spalten sich beim Rind in zwei Gruppen auf und 

wurden dort in inverser Reihenfolge kartiert. Die Gene der Region HSA12q22-q24 liegen 

ebenfalls in inverser Anordnung auf BTA5 vor. Die Anordnung der Gene auf Chromosom 
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BTA5 entspricht der Translokation einzelner Gene bis hin zur konservierten Syntänie von 

HSA12. Die Gengruppe NF-E2, DMT1, ITGB7, GPD1 und PRKAG1 liegt bei der Maus auf 

MMU15. Auch diese Reihenfolge ist – mit einer Translokation (DMT1, ITGB7) – invers zu 

BTA5. Weitere Umordnungen der Gene dieser Art sind in der konservierten syntänischen 

Gruppe von BTA5 zu MMU10 und MMU6 zu beobachten. In einigen Regionen ist die Anord-

nung der Gene zwischen Mensch und Maus ähnlicher als zwischen Mensch und Rind, was 

darauf schließen lässt, das speziesspezifische Entwicklungen die Karyotypen veränderten 

(Rettenberger et al., 1995). Es ist anzunehmen, dass die fortschreitende Feinkartierung mehr 

solcher Gen-Umordnungen zwischen den Genomen aufdecken wird und die Annahme von 

Andersson et al. (1996), dass Karyotypen verschiedener Spezies in der Hauptsache reziproke 

Translokationen sind, dadurch widerlegt werden wird. 

Eine konservierte Kopplung von Genen, d.h. die identische Anordnung der Gene innerhalb 

von Gengruppen bei verschiedenen systematischen Ordnungen, wurde bei den Genen VDR 

und PTPRB zwischen Mensch, Maus und Rind gefunden, jedoch ist auch hier anzunehmen, 

dass weitere Genkartierungen die Anzahl und die Größe von konserviert gekoppelten Gen-

gruppen ständig kleiner machen wird (z.B.: Lyons et al., 1997; Rettenberger et al., 1994; 

O'Brien et al., 1997). 

Bei Mensch und Rind liegt Unklarheit über die konservierten syntänischen Gruppen zwischen 

den Genen der Gruppe PRKAG1,CCNT1, LALBA und VDR zur Maus vor. Die vier Gene 

liegen beim Menschen auf HSA12 und Rind auf BTA5. PRKAG1 wurde von Shamsadin et al. 

(2001) auf MMU15 kartiert. LALBA und CCNT1 sind beide nicht bei der Maus kartiert. Die 

Nähe dieser beiden Gene zu PRKAG1, aber auch die geringe Distanz zu VDR lassen keine 

Schlüsse auf die Lage der Gene über die Chromosomenzugehörigkeit bei der Maus zu. Die 

Kartierung der beiden Gene bei der Maus würde helfen, die Ausdehnung der konservierten 

syntänischen Gruppen zu bestimmen und so weitere Informationen über Genorganisationen 

zwischen verschiedenen Spezies zu erhalten. Kenntnisse darüber sind eine wichtige Voraus-

setzung für Positionsklonierungen, wo Gene aufgrund ihrer Position im Genom untersucht 

werden. 
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Neben der Erweiterung der physikalischen Karte um neue Gen- und STS-Marker, wurden 

deren Sequenzen auf Polymorphismen hin untersucht. Bei der Identifikation von SNPs in 

Gen- oder STS-Markern, die in der F0-Generation der untersuchten Rinderpopulation 

zwischen N'Dama- und Boran-Rinder unterscheiden ließen, wurden diese in der F1- und F2-

Population zur genetischen Kartierung eingesetzt. 

Einzelne Nukleotidunterschiede in den kurzen Sequenzen der STS-Marker zwischen den acht 

N'Dama- und Boran-Rindern der F0-Generation reichen aus, um innerhalb der F1- und F2-

Generation informative Marker zu erhalten. 

Bei einer sequenzierten Gesamtlänge der Rinder-STS-Marker von 2565bp wurden etwa fünf 

bis sieben Basenunterschiede zwischen zwei Rindern erwartet. Dieser Wert basiert auf dem 

Vergleich von SNP-Analysen in anderen Genomen, wobei zu berücksichtigen ist, dass in 

anderen Genomen unterschiedlich viele Sequenzen untersucht worden sind (Wang et al., 

1998; Cargill et al., 1999; Halushka et al., 1999; The International SNP Map Working Group 

2001; Brouillette et al., 2000; Shubitowski et al., 2001). Tatsächlich fand sich sogar alle 

215bp ein SNP, was zwölf Basenunterschieden zwischen allen Tieren der F0-Generation 

entspricht. Eine Untersuchung größerer Populationen wäre notwendig, um bei diesen SNPs 

zwischen zufälligen Mutationen oder Polymorphismen unterscheiden zu können.  

Die einzelnen identifizierten SNPs traten meistens nur bei einzelnen Tieren auf, ließen also 

keine Unterscheidung der beiden Rassen N'Dama und Boran zu. Für die Genotypisierung der 

Familien der F2-Generation und der anschließenden QTL-Kartierung sind diese STS-Marker 

nicht geeignet, da sie bei zu wenig Individuen informativ sind. 

 

Von 23 Typ-I-Sequenzen enthielten fünf Gensequenzen SNPs, die in der untersuchten F2-

Rinderpopulation in allen Familien informativ waren. Die Genotypen der Tiere der F2-

Rinderpopulation, die mit diesen fünf Typ-I-Markern ermittelt wurden, konnten somit für die 

abschließende QTL-Analyse eingesetzt werden. 

Während bei den STS-Markern etwa alle 215bp ein Basenaustausch beobachtet wurde, wurde 

bei den Genfragmenten, unabhängig, ob kodierende oder nicht-kodierende Bereiche des Gens 

vorlagen, etwa alle 500bp ein Nukleotidaustausch festgestellt. Dies liegt etwas unter der 

durchschnittlichen SNP-Frequenz beim Menschen, bei dem etwa alle 350bp ein SNP im 

Genom gefunden wird (Halushka et al., 1999, Cargill et al., 1999), wobei auch hier zu berück-

sichtigen ist, dass für das menschliche Genom weitaus mehr Individuen untersucht wurden. In 



Diskussion  101 

 

einer Gesamtsequenzlänge der untersuchten Genfragmente von 7984bp wurden 16 Basen-

austausche zwischen den Individuen der F0-Rinderpopulation gefunden. Vier der Basenaus-

tausche lagen in kodierenden Sequenzen. Zwei von diesen SNPs veränderten die abgeleitete 

Aminosäuresequenz. Die Änderungen in der Aminosäuresequenz betreffen die Gene ITGB7 

und SOCS2. ITGB7 ist eines der Zelloberflächenglykoproteine, das z.B. von Leukozyten 

exprimiert wird und entscheidend an Entzündungsprozessen und Immunantworten mitwirken. 

SOCS2 interagiert mit der zytoplasmatischen Domäne des IGF1 Rezeptors (Dey et al., 1998). 

Die Änderung von z.B. der an Wasserstoffbrückenbindungen teilnehmenden Aminosäure 

(Serin) in eine im Protein im allgemeinen nicht reaktive Aminosäure (Phenylalanin) im Gen 

SOCS2 dürfte eine Veränderung in der Funktion hervorrufen. Bei komplexen Merkmalen wie 

der Trypanotoleranz wird der Phänotyp keinem einzelnen Genlocus zugeordnet. Geht man 

von polygener Vererbung aus, kann man annehmen, dass das gleichzeitige Auftreten von 

Mutationen in mehreren Genen diese Merkmale bestimmt. Die Gene ITGB7 und SOCS2 

wären also hinsichtlich ihrer Funktion und der Aminosäuresequenz interessante Kandidaten 

für die Identifikation der an der Trypanotoleranz beteiligten Gene. 

In kodierenden Sequenzen werden beim Menschen etwa 2,5 mal mehr nicht informative SNPs 

(SNPs, die nicht zum Aminosäureaustausch führen) als Aminosäuresequenz-verändernde 

SNPs erwartet. Ob das Verhältnis von nicht informativen SNPs zu informativen SNPs in 

kodierenden Sequenzen bei Rindern generell anders ist, ist nicht weiter untersucht. Keines-

falls reichen die hier vorliegenden Untersuchungen, um eine allgemeine Aussage darüber zu 

machen. SNPs in nicht-kodierenden Sequenzen können starken Einfluss auf die 

Genexpression haben, wenn sie z.B. in Promotor-Regionen liegen. 

 

Es wurden keine neuen QTL-Regionen für Trypanotoleranz auf Chromosom BTA5 ermittelt, 

obwohl die Markerdichte mehr als verdoppelt und die durchschnittliche Intervallgröße von 

über 15cM auf zirka 6cM verringert wurde.  

Die QTL der vorangegangenen Analyse (siehe Kapitel 1.1.4) bezogen sich auf kombinierte 

Phänotypen, die sich in ihrem Effekt bestärkten (additiver Effekt). Diese Phänotypen zeigten 

auch einzeln genommen Kopplung, die jedoch das geforderte Signifikanzniveau von einem 

Lodscore von 3.0 nicht erreichte. Dieser Schwellenwert basiert darauf, bei einer genomweiten 

Analyse Kopplung zwischen einem Genotyp und einem den Mendelschen Gesetzen folgenden 

Phänotyp zu errechnen, ohne die falsch-positiv Rate von 9% zu überschreiten. Allerdings 

handelt es sich hier um Überlegungen, ein einzelnes Gen zu finden, das den entsprechenden 
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Phänotyp bewirkt. Bei der Suche nach mehreren Genen, also komplexen Merkmalen, die sich 

nicht klar erfassen lassen, passt dieses statistische Modell nur noch bedingt. Die analytische 

Annäherung zur Erfassung von Merkmalkomplexen benötigt vereinfachende Annahmen wie 

die Normalverteilung der Merkmale oder das Zusammenfassen unabhängig voneinander statt-

findener Rekombinationen, was zu falschen Resultaten führen kann. 

Eine weitere Schwierigkeit bei der Analyse komplexer Merkmale besteht in der ungenauen 

Lokalisierung des QTLs. Da die Beziehung zwischen Geno- und Phänotyp in polygenen 

Merkmalen weitaus umfangreicher ist als in monogenen, können Rekombinationen zwischen 

Marker und Loci nicht direkt identifiziert und in Bezug gebracht werden. 

 

In dieser Arbeit wurden innerhalb der untersuchten Familien Unterschiede in der Kosegre-

gation von chromosomalen Region, die mit einem Phänotyp gekoppelt ist, festgestellt. 

Während in der QTL-Analyse von Hanotte zwei Regionen auf Chromosom BTA5 kartiert 

wurden, die Kopplung zu einem der Phänotypen der Trypanotoleranz zeigten, konnten diese 

Regionen in der hier vorliegenden Arbeit und von van der Waaij et al. (2001) nicht bestätigt 

werden. Auf Chromosom BTA5 konnte in der vorliegenden Arbeit für einige Subfamilien der 

F2-Generation eine Region ermittelt werden, die mit einem Phänotyp, der die Parasitämie 

beschreibt, signifikant gekoppelt ist. Diese Kopplung ist nicht durchgehend in allen Familien 

zu finden. Die QTL-Region umfasst etwa 45cM und beherbergt unter anderem die Gene 

PTPRB und VDR, die die neue konservierte syntänische Gruppe zum Mauschromosom 

MMU5 bilden. Da diese Gruppe von Genen, wie oben beschrieben, einem der QTL-Bereiche 

für Trypanotoleranz bei der Maus benachbart ist, gewinnt diese Kopplung zu dem Phänotyp 

an Bedeutung. Es bestehen jedoch Zweifel an der Signifikanz dieser Kopplung, da genetische 

Heterogenität in der F2-Generation vorliegt. Nicht alle Subfamilien der F2-Generation zeigen 

diese Kopplung und die Kopplung des Phänotypes ist bei den Subfamilien nicht bei den 

gleichen Markern zu finden. 

Die untersuchte Rinder-Population stammte von zwei verschiedenen Gründerpopulationen ab, 

den westafrikanischen N'Damas und den ostafrikanischen (kenianischen) Boran-Rindern. Die 

Boran-Rinder (Bos indicus) haben ihren Ursprung in Asien, wo sie anderen Evolutions-

bedingungen ausgesetzt waren als die Bos taurus, deren Entwicklung unabhängig von den 

Bos indicus im vorderasiatischen und europäischen Raum stattfand. N'Dama- und Boran-

Rinder sind aus diesen Gründen genetisch verschieden. Zusätzlich stammen die N'Damas aus 

einer kleineren relativ isoliert lebenden Population, während die Boran-Rinder nach wirt-
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schaftlichen Aspekten gezüchtet wurden. Insgesamt bedeutet dies, dass eine relativ hohe 

Bandbreite sowohl an unterschiedlichen Allelen, als auch an gemeinsamen Allelen der 

Marker bei Betrachtung beider Arten zu erwarten ist, was es schwer macht, in Genomscans 

Regionen, die mit einem Phänotyp gekoppelt sind, genau zu lokalisieren. 

 

Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die QTL-Analyse nimmt, ist die Gestalt der untersuchten 

Population. Bei Tiermodellen kann zwischen Inzuchtpopulationen, ungerichtet gezüchteten 

Populationen, Backcross-Populationen und anderen unterschieden werden (Moore und Nagle, 

2000; Coppieters et al., 1999; Lander und Schork, 1994). Jeder Populationstyp zeigt einen 

unterschiedlichen genetischen Hintergrund, der in statistischen Analysen beücksichtigt 

werden müssen. Die Populations- und Familiengröße, d.h. Anzahl der Individuen und 

Geschwisterpaare, sowie die Anzahl der betrachteten Generationen wirken sich unmittelbar 

auf die Anzahl der zu beobachtenden Rekombinationsereignisse auf. Finden keine oder nur 

wenige Rekombinationen zwischen Chromosomenregionen statt, kann auch keine Kopplung 

zwischen Geno- und Phänotyp beobachtet werden (Coppieters et al., 1999), da der erreichbare 

Grad der Kartierung eines QTL von den Intervallen bestimmt wird, die von Rekombinations-

ereignissen flankiert werden (Boehnke, 1994). 

 

Die Definition der Erkrankung bzw. des Krankheitsbildes sollte bei der Auswahl der Para-

meter möglichst eng gefasst sein (Lander und Schork, 1994). Das Ergebnis einer Kopplungs-

Analyse hängt unmittelbar von den Parametern ab. Nur Merkmale, die deutliche Bestandteile 

des Krankheitsbildes sind und auf eindeutig messbaren Parametern basieren, lassen Aussagen 

über eine mögliche Kopplung mit einem Genotyp zu. Parasitäre Erkrankungen zeigen abge-

sehen von der im Wirt auftretenden Parasitämie viele unspezifische Symptome wie Fieber, 

Anämie, Gewichtsverlust und Müdigkeit. Anämie und Gewichtsverlust sind zwei Parameter, 

die auch in die hier vorliegenden QTL-Analyse eingegangen sind. Viele Parameter sind 

veränderliche Größen, die von kombinierten und/oder individuellen Ursachen beeinflusst 

werden. Deshalb ist der Phänotyp für Trypanotoleranz oder andere parasitäre Erkrankungen 

durch messbare Werte nur schwer vollständig zu beschreiben. Mit der von Hanotte et al 

(unpubliziert) vorgeschlagenen Aufteilung des Phänotyps Trypanotoleranz in 16 

verschiedene, den Krankheitsverlauf berücksichtigende Parameter wurde bereits versucht, das 

Krankheitsbild möglichst umfassend zu beschreiben. Trotz erhöhter Markerzahl zur 

Genotypbestimmung der Tiere der untersuchten Rinderpopulation zeigten die Phänotypen 
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einzeln genommen keine Kopplung zu den Genotypen. Eine QTL-Analyse aus kombinierten 

Phänotypen könnte, zusammen mit der erhöhten Markerzahl, möglicherweise zu einer 

erfolgreichen Identifikation einer QTL-Region führen. 

Die neu lokalisierten Gene und anonymen Marker auf Chromosom BTA5 stehen für weitere 

genetische Untersuchungen beim Rind zur Verfügung. Mit ihrer Hilfe wurden größere Ab-

stände zwischen Markern auf dem Chromosom überbrückt. Die Bestimmung der Lage und 

Chromosomenzugehörigkeit der Gene ist neben der Identifikation der neuen konservierten 

syntänischen Gruppe zwischen Rind und Maus ein wichtiger Beitrag zur Genomkartierung 

beim Rind. 

 

 



Literatur  105 

 

5 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes zur Identifizierung von Genen und genetischen 

Markern, die bei afrikanischen Rindern mit quantitativen Merkmalen der relativen Resistenz 

gegen die Nagana-Krankheit (Trypanotoleranz) gekoppelt sind (quantitative trait locus-, 

QTL-Analyse). Die erste QTL-Analyse wurde von Mitarbeitern des ILRI (International Live-

stock Research Institutes, Nairobi) an einer Kreuzung trypanotoleranter und suszeptibler Tiere 

durchgeführt. Sie ergab Hinweise auf Kopplung mit relativ großen Regionen auf den 

Chromosomen 2, 5, und 7 (BTA2, BTA5 bzw. BTA7). In einem internationalen Konsortium 

wurde unserer Arbeitsgruppe die weitere Bearbeitung des QTL auf BTA5 übertragen, der 

zytogenetisch den Bereich BTA5q21-24 einschloss. 

Um die durchgeführte Analyse abzusichern und gegebenenfalls den QTL enger einzugrenzen, 

wurde die Markerdichte in der QTL-Region auf BTA5 erhöht. Mit Hilfe einer chromosomen-

segmentspezifischen Bibliothek, die speziell für die Region BTA5q21-24 hergestellt wurde, 

wurden 15 anonyme (Typ-II-) Marker identifiziert, 14 davon sequenzmarkierende Stellen 

(sequence tagged sites, STS-Marker) und 1 Mikrosatellit (short tandem repeat, STR-Marker). 

Darüber hinaus wurden durch vergleichende Genomanalyse bei Mensch, Maus und Rind  

13 Gene auf BTA5 kartiert. Mit Hilfe boviner Radiation-Hybridzelllinien (BovRH5000- und 

BovRH12000-panel) wurden diese 13 Gene, sowie 11 bereits früher auf BTA5 lokalisierte 

Gene und die anonymen Marker auf BTA5 angeordnet und stehen für weitere genetische 

Untersuchungen beim Rind zur Verfügung. 

Eine bisher unbekannte syntänische Gruppe, die durch die zwei Gene VDR und PTPRB 

definiert ist, wurde zwischen BTA5 und MMU5 der Maus konserviert gefunden. Neben Um-

ordnungen in der Reihenfolge von Genen, die beim Rind im Vergleich zum Menschen festge-

stellt wurden, ist diese konservierte syntänische Gruppe ein wichtiger Beitrag zur Genom-

kartierung beim Rind. Für die Analyse der bovinen Trypanotoleranz ist sie von Interesse, da 

die beiden Gene bei der Maus in direkter Nachbarschaft des früher identifizierten Trypano-

toleranz-QTL „Tir2” auf MMU5 liegen. 

Durch Sequenzanalysen der Typ-I- und der neuen Typ-II-Marker bei den Tieren der ILRI-

Kreuzung wurden in 6 von 24 auf BTA5 kartierten Genen informative Polymorphismen 

identifiziert. Mit diesen zusätzlichen Markern wurde die Kopplungsanalyse mit Merkmalen 

der Trypanotoleranz in der ILRI-Rinderpopulation wiederholt. Der zuvor erhobene Befund 

der Kopplung auf BTA5 wurde nicht bestätigt. 
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Summary 

This study is part of a project to identify genes involved and genetic marker linked to the 

ability of african cattle to tolerate Nagana sickness (trypanotolerance) caused by 

trypanosomes. 

A QTL-analysis, done by ILRI (International Livestocck Research Institute) collaborators, 

indicates linkage to three large regions on chromosome BTA2, BTA5 and BTA7 in a 

crossbreed cattle population of trypanotolerant and susceptible animals. Further work on 

BTA5 was applied to our group. 

In order to confirm and to narrow down the trypanotolerance QTL on BTA5, which was 

mapped to BTA5 q21-24, it was essential to increase the marker density on the chromosome. 

15 type-II-marker, 14 sequence tagged sites (STS) and one microsatellite (STR) have been 

identified and characterized from a microdissected segmentspecific library. In addition,  

24 candidate genes, 13 of them previously unmapped in the bovine genome, have been 

characterized by comparative mapping and sequence analysis. 

The 13 unmapped candidate genes were mapped on BTA5 using a bovine somatic hybrid 

panel. Using the bovine radiation hybrid panels (BovRH5000 and BovRH12000), all the new 

defined marker were ordered on BTA5. This is a substantial input for further bovine genome 

studies. 

On the basis of the new RH-map of BTA5, we could demonstrate rearrangements in the gene 

order between cattle and human. Furthermore, a previously unknown syntenic group of two 

genes (VDR and PTPRB) was found to be conserved between BTA5 and MMU5 in mice. 

Interestingly, in mice, these two genes are adjacent to a chromosomal region, which was 

identified as a trypanotolerance QTL “Tir2” on MMU5. 

Sequence analysis, in all type-I-and in the new defined type-II-marker, revealed six 

informative SNPs, which were used for further linkage analysis for trypanotolerance in the 

ILRI cattle crossbreed. The previously identified trypanotolerace QTL on BTA5 could not be 

confirmed. 
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7 Anhang 

7.1 DNA, Kits, Enzyme, Chemikalien, Geräte und Computerprogramme 

7.1.1 DNA   
BAC-DNA      RZPD GmbH 
BovRH12-DNA     Womack (Texas A&M University, USA) 
BovRH5-DNA     Womack (Texas A&M University, USA) 
chromosomensegmentspezifische Bibliothek  Goldammer (FBN, Dummerstorf) 
Maus-DNA      Firma Novagen 
N'Dama-/Boran-DNA     ILRI, Kenia 
somat. Hybridzelllinien-DNA    Womack (Texas A&M University, USA) 

7.1.2 Oligonukleotide   
Oligonukleotide     BNI, Hamburg 
       MWG  
       Gibco/life technologies 
Oligonukleotide (fluoreszenzmarkiert)  MWG 
100bp DNA-Leiter     PeqLab 

7.1.3 Reaktionssysteme (Analysekits) 

BigDye� Terminator Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems 
High Pure PCR Product Purification Kit  Roche 
NucleoBond BAC 100    Macherey-Nagel 
PCR-Script™ Amp Cloning Kit    Stratagene 

7.1.4 Enzyme 
Bsr I-Restriktionsenzym    NE Biolabs 
Nco I-Restriktionsenzym    Amersham/ Pharmacia 
Pfu DNA-Polymerase*    Stratagene 
Pst I-Restriktionsenzym    NE Biolabs 
Rsa I-Restriktionsenzym    Amersham/ Pharmacia 
Srf I-Restriktionsenzym    Stratagene 
Sty I-Restriktionsenzym    NE Biolabs 
T4 DNA-Ligase:     Pharmacia 
Taq-DNA-Polymerase    Pharmacia 
Xho I-Restriktionsenzym     Amersham/Pharmacia 
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7.1.5 Chemikalien 
Acrylamid/Bisacrylamid    Sigma 
Agar       Difco 
Agarose      Roth 

Ammoniumpersulfat (APS)    Sigma 
Ampicillin      Boehringer 
Bacto-Tryptone     Difco 
Borsäure      Biomol 
Bromphenolblau     Sigma 
Chloramphenicol     Merck 
dNTPs       HYBAID-AGS 
EDTA       Sigma 
Eisessig      Merck 
Ethanol abs.      Merck 
Ethidiumbromid     Sigma 
Formamid      Merck 
Gelatine      Sigma 
Glukose      Merck 
Hefeextrakt      Difco 
IPTG (Isopropylthio-ß-Galaktosid)   Biomol 
Kaliumchlorid      Merck 
Kasein-Hydrolysat     Merck 
MgCl2       Merck 
MgSO4      Merck 
NaCl       Merck 
NaOH       Merck 
Natriumazetat      Merck 
Saccharose      Biomol 
TEMED (N, N, N', N',-Tetramethylethylendiamin) Sigma 
Tris-Base      Biomol 
Tris-HCl      Biomol 
X-Gal (5-Brom-4Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galaktosid) Gibco/life technologies 
Xylen Cyanol      Serva 

7.1.6 Geräte 
377 DNA Sequenzer     AbiPrism 
PCR-Maschinen: Omnigene   Hybaid 
   Primus 96plus   MWG-Biotech 
   T3 Thermocycler  Biometra 
Feinwaage      Sartorius 
Heizplatte      Omnilab 
Zentrifugen      Sigma; Eppendorf 
Brutschrank      Heraeus 
Sterilbank      Heraeus 
Hybridisierungsofen     Biometra 
Thermomixer      Eppendorf 
Vortex VF2      Janke & Kunkel 
Wasserbad      GFL 
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Powersupply      Fröbel Labortechnik 
Gelkammern      MWG-Biotech; Biometra; Kodak 
UV-Tisch      Biorad 
UV-Dokumentationsanlage    Biorad 
UV/VIS Spectrometer     PerkinElmer 
pH-Meter CG840     Schott 

7.1.7 spezielle Computerprogramme 
RHMAP Version 3.0 (Statistical Package for Multipoint Radiation Hybrid Mapping) 
Genehunter Version 2.0 beta 
Genescan™- und Genotyper™-Software (Applied Biosystems) 
SeqEd V 1.0.3© (Applied Biosystems) 
DNASIS-Mac Version 2.0 (Hitachi Software) 

7.1.8 Internetseiten 
http://bos.cvm.tamu.edu 
http://bos.cvm.tamu.edu/bovgbase.html 
http://bos.cvm.tamu.edu/htmls/Bov5.html 
http://corba.ebi.ac.uk/RHdb/Clients/ScoresFormat.html 
http://linkage.rockefeller.edu/soft/gh 
http://www.embl-heidelberg.de 
http://www.gdb.org 
http://www.genome.iastate.edu 
http://www.marc.usda.gov  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
http://www.ri.bbsrc.ac.uk 
http://www.rzpd.de 
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi 

7.2 PCR-Bedingungen der Typ-I- und Typ-II-Marker, sowie der STS-
Marker 

In den Tabellen sind die Gen-Bezeichnungen bzw. die Mikosatelliten- und STS-Marker-
Bezeichnungen mit den entsprechenden Primern und deren Sequenzen (5'->3') dargestellt. Die 
PCR-Bedingungen geben die optimale Anlagerungstemperatur der Primer und die optimale 
Magnesiumchlorid-Konzentration in der PCR-Reaktion an. 

Alle PCR-Reaktionen fanden nach folgendem Schema statt: 

Denaturierung:   94°C    4min 

Doppelstrangtrennung:  94°C    30sec 

Primeranlagerung:   spezifisch pro Primerpaar 30sec       35 Zyklen 

Primerverlängerung:   72°C    45sec 

abschließende Verlängerung:  72°C    7min 

Kühlung:    4°C     

 

Typ-I-Marker (Gene) 
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Gen 
(Abkürzung) Primer: vorwärts (5´�3´) Primer: rückwärts (5´�3´) PCR-

Bedingungen 
CCNT1 CGCATTTGTTTTTAAACTACTGATTCT CACCTCTCCAATACCAGTAAAAA 58°C, 1.5mM MgCl2 

CD9 CTGGACTGCTGTGGTTTGAC ACCACGGCAATCCCAATAC 56°C, 1.5mM MgCl2 

CD09-I(nestfo/re) AGACTTGTGAGCAGCTCGTG ACCACGGCAATCCCAATAC 60°C, 1.5mM MgCl2 

CD09-II(fo/nestre) CTGGACTGCTGTGGTTTGAC CCGACCGAAGGGATTAAACT 60°C, 1.5mM MgCl2 

CDK2 GACTCTGTGGTACCGAGCAC GGCGAGTCACCATCTGAGCAA 54°C, 2.0mM MgCl2 

DCN CAGGAGTGAGCCTTTTCAGC TCATGTGGGAAAAACATCCA 58°C, 1.5mM MgCl2 

DMT1 CCATTATATTCAGTAATGCTCCTG CGATTCTTTAACACCAGCACCAC 53°C, 1.5mM MgCl2 

GALGT CAGCTGACCAGCTGCTCATAG AGGCCCAGTCCTGGAAG 58°C, 1.5mM MgCl2 

GPD1 CTTTGGCGACAACACCAA GTTCCGCCCTCCGTAACA 58°C, 1.5mM MgCl2 

IGF1 ATTACAAAGCTGCCTGCCC CACATCTGCTAATACACCTTACCCG 56°C, 1.5mM MgCl2 

INF-γγγγ-I TTGTGACTGTTAGCTAGATGTGTT ATACACATATTATGCCCATCTTTT 56°C, 1.5mM MgCl2 

IFN-γγγγ-II TAGTGCCAGCATCCAAGTTC TCTCAGAGCTGCCATTCAAG 56°C, 1.5mM MgCl2 

ITGB7 CTACGGTCGTGTGAGCGACAT CTCGCATGGTGTCTTGCAGCC 56°C, 1.5mM MgCl2 

LALBA ACTTGAAGGGCTACGGAGGT GAGTGAGGGTTCTGGTCGTC 58°C, 1.5mM MgCl2 

LYZ@ ATAAGCATCAATATGCTCATCACT GAGAGTTTTTATATAGGAGCTGTG 54°C, 1.5mM MgCl2 

MGF1 CCAGAACCCAGGCAGTTTAC CTGTCATTCCTAAGGGAGCTG 60°C, 1.5mM MgCl2 

MIP GAGGGCCATATGTGCTGAGT CATGTAGCAGATGGCACGAA 60°C, 1.5mM MgCl2 

NF-E2 GTCGCAAGAGAAAGCTGGAG TAGGGTCCGGTCGGCTTC 54°C, 2.0mM MgCl2 

NF-YB CATCTGAAGCAAGTGAAAGG TTCCACATAACTGTCAAAGC 52°C, 1.5mM MgCl2 

NTS ATCAGTAAGGCAAGTGTTCCC GGCAGCAGGAAATTTCCTTCT 56°C, 1.5mM MgCl2 

POLE CTGTGGTTTTGGCATTTGAC  TGCCAGAATAGATTGCTTGT 58°C, 1.5mM MgCl2 

PPP1CC AGAAGCCTAATGCCACGAGA  TGGGAGTGGAGAATCTTTCA 58°C, 2.0mM MgCl2 

PRIM1 AACATCAAAAATGACAAATATGGA TGAACACTAAAAGGGCTCTTC 54°C, 1.5mM MgCl2 

PRKAG1 ACAAGCGCATCCTCAAGTTC GGTGATCTGAGGAAACAACCA 60°C, 2.0mM MgCl2 

PTPRB CTGCCCTCCTACCTGGAATA ACATTTTCCACCCAGGCTCT 58°C, 1.5mM MgCl2 

SOCS2 AAAAGAGGCACCAGAAGGAA GGGTGGTGCTGATGTGTAGA 60°C, 2.0mM MgCl2 

SYB1 GCATCACAATTTGAGAGCAGTG TCAGATAGTAACCCCTCCACCA 58°C, 1.5mM MgCl2 

UNG GTTTTGCTGCTCAACGCTG  CATAAGAGCCCCAGAGCAAG 58°C, 1.5mM MgCl2 

VDR CCCACCACAAGACCTACGAC GGAATGTCAGAAGCCCACAT 58°C, 2.0mM MgCl2 

VWF ACATTTCCCAGAAACGCATC TTCCTGGCTGGCCGTAAG 56°C, 1.5mM MgCl2 
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Mikrosatelliten und STS-Marker 

Marker Primer fo (5´�3´) Primer re (5´�3´) PCR-Bedingungen 
AGLA254 GCTGCTTGGCACAGGCAAA GGATTAATTTCTGGACTCTG  56°C, 1.5mM MgCl2 
AGLA293 GAAACTCAACCCAAGACAACTCAAG ATGACTTTATTCTCCACCTAGCAGA 54°C, 1.5mM MgCl2 
BL23 TCAATCCCTGGGTCAGGAAG  CTTATTTCAAAATTCGGTTGGG 56°C, 1.5mM MgCl2 
BL37 GCAATCCCACTCTCCAGGTG CATTCATGTTGCTGTAAATGGC 58°C, 1.5mM MgCl2 
BL4 AAATTTTTCATCCTTCTTTCTGAC TCACCCTGACTGTGAATGC 56°C, 1.5mM MgCl2 
BM1819 AGCACTGTGGGAATTATGGG TGGAATGAGCCAGCTCAAG 58°C, 1.5mM MgCl2 
BM2830 AATGGGCGTATAAACACAGATG TGAGTCCTGTCACCATCAGC  58°C, 1.5mM MgCl2 
BM315 TGGTTTAGCAGAGAGCACATG  GCTCCTAGCCCTGCACAC 60°C, 1.5mM MgCl2 
BM49 TCACTAAACCAGGGGGGG GAGGCAGGCAAAATCAGAAC 58°C, 1.5mM MgCl2 
BM6026 GCAACTAAGACCCAACCAAC ACTGATGTGCTCAGGTATGACG  56°C, 1.5mM MgCl2 
BMS1248 GTAATTCTGGACACGACACACA TTAAGGATATGCAGAGGGTGTT 60°C, 1.5mM MgCl2 
BMC1009 GCACCAGCAGAGAGGACATT ACCGGCTATTGTCCATCTTG 58°C, 1.5mM MgCl2 
BMS490 TCACCAGGAAAGTCTCTATTTGG ATATGCATCAACTCACACTGCC 58°C, 1.5mM MgCl2 
BMS772 TTGTGCAATCAAGTGGTAACTG CTCACTAAGATGCCTGGTGATC 58°C, 1.5mM MgCl2 
BP1 AAAATCCCTTCATAACAGTGCC CATCGTGAATTCCAGGGTTC 56°C, 1.5mM MgCl2 
BR2936 GAGCCTTGTGGGCTACAGTC GAAGATTGCAAATGGAAAGACC 58°C, 1.5mM MgCl2 
CA500 CAGACACGACTAAGCGACCA  CCTACAATAAAGCACGGGGA  56°C, 1.5mM MgCl2 
ETH10 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC  58°C, 1.5mM MgCl2 
ETH152 AGGGAGGGTCACCTCTGC CTTGTACTCGTAGGGCAGGC  56°C, 1.5mM MgCl2 
ETH2 CCCACAGGTGCTGGCATGGCC CCATGGGATTTGCCCTGCTAGCT 56°C, 1.5mM MgCl2 
ILSTS022 AGTCTGAAGGCCTGAGAACC CTTACAGTCCTTGGGGTTGC 60°C, 1.5mM MgCl2 
ILSTS034 AAGGGTCTAAGTCCACTGGC GACCTGGTTTAGCAGAGAGC 55°C, 1.5mM MgCl2 
ILSTS042 AGGATTCTTTACCTCCAAGG TGGCTCTTCGTATCAGGTGG 55°C, 1.5mM MgCl2 
ILSTS066 TGGAGGTTTGGGATTGGAGG GAGTATGGAGTGACTGAGGG 58°C, 1.5mM MgCl2 
INRA104 TGTCAGACATGACTGAGTGAC AAAAGAGATTGAAAGCGCCT 56°C, 1.5mM MgCl2 
MAF23 GTGGAGGAATCTTGACTTGTGATAG GGCTATAGTCCATGGAGTCGCAG 56°C, 1.5mM MgCl2 
URB060 CCAGAGAAAGAGAACCAGCCCT GCCCTGTTTAGCTTCTGCAGTA 58°C, 1.5mM MgCl2 
STS-1 CCTGTGTTTGAGTTCACAGGT CATGACTCTTTGCCCGTACC 58°C, 1.5mM MgCl2 
STS-3 GCATTGGCATTTAAAAAGGAA TCTCACTCACAGAGTGGCGTA 52°C, 3.0mM MgCl2 
STS-5 AATTCCTGCTTTAGGGGAAG TGCAGATAACTCCAGTGATGG 54°C, 1.5mM MgCl2 
STS-6 TGTTCTGGCATTCACCTGAG GCTCACTCATGGTTGGTCAAG 54°C, 1.5mM MgCl2 
STS-8 AGCAAGCACCCAAATACACA AAAAATGAGTCCTGGGAGAATATAG 58°C, 2.0 mM MgCl2 
STS-9 GCCAGTTTGGTCCTGACACT ACAGTGAGGACAGGGGACTG 58°C, 1.5mM MgCl2 
STS11 CAATTGATTTAGGGCATGCTG ACTTTCCTGATGCTCCATTGTC 52°C, 1.5mM MgCl2 
STS12 CTTTGACTAATGACTTCCAGTTTTACA GCTAGCATGATGGATGGTGA 60°C, 1.5mM MgCl2 
STS13 TGAGCTGTGAAGCTGGAAGA GAGGGACACAGCTAGTTTTTCTG 56°C, 1.5mM MgCl2 
STS14 TTTCCCACCTAAAAGGCTGA CTTGATGGGCTCTCTGGAAG 56°C, 1.5mM MgCl2 
STS15 CACTTGACCTGGTTGGGTTC GAGTTAATGGGTAGCGCACA 56°C, 1.5mM MgCl2 
STS16 ACCCAGGTTCAATTCCTCA TGTGGGAAGTTCCAAATCAT 58°C, 1.5mM MgCl2 
STS18 TTTGGTTGCAGCCTTCAAGT CAAGCATGTCAATGTCAGCA 56°C, 1.5mM MgCl2 
STS19 TGCTTAACTTGACAATCACCAA TTTTCTTTTCTTACTTTACTGTATTGA 54°C, 1.5mM MgCl2 
STS23 CCTTTTTGTTCATCTGCTCATC GGACATGAACTTTTGGTTAGTCC 56°C, 2.0mM MgCl2 
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7.3 Nukleotidsequenzen der Gen- und STS-Marker 
Die Primersequenzen sind unterstrichen. 

7.3.1 Genfragmente 
CCNT1 (Zyklin T) 195bp 
CGCATTTGTTTTTAAACTACTGATTCTGGACTAAGAAAAGTACTTCTCATATGAAATATGTCACCCT
TGTTGGACTAGGGAATAAATTAATATTGAGACATAGGTGGGAGGATGGTTGAGGGCCTTGGTTGTT
AATGTCTCCTGCCTCAGAAATTTAACTATTTTATTATAGTTTTTACTGGTATTGGAGAGGTG 
 
CD9 (CD9 Antigen) Primerpaar 1: 1003bp 
   Primerpaar 2: (CD9-I) nest fo/re: 609bp    
   Primerpaar 3: (CD9-II) fo/nest re: 555bp 
Primerpaar 1 
CTGGACTGCTGTGGTTTGACCGGGGTGCCAGAACAATTTCTCACCGACACCTGCCCCCCAAAGAAT
TTAATTGACAGCTTGAAAACGAAGGGTAAGCTTAGCACAAGACCCTGTGCCTTGCCCAGCTGCTCT
GGGTAAATCCCACCAAAGCGGACATGCCTTCAGCCCCCTTGATCTGTGAGGACAGCACTGTGGTGC
TTCTTAAACACCTCTTCCCCGTGGGAAGCACCCAGGGTGGCTGTCTCCTTTCTCCCCTACCCTGGGT
CTCTAATTCCTCCAGGGCAGCAAATCAGAGACCGGAGAAGTAGCAAAGCATTCTAGCTGCCTACAG
CTGCTGGGCCTCCATCCAGCCATCTTGCACAGCGGGTGCTCCCAGGCCTGGACTCTTGCCTTCTAGA
CTTGTGAGCAGCTCGTGCATGTGAGCTGGAGCAAATGTACAAACATCCATAATAGTAATAGGAAGT
AACTCTATGGCCAGGCTTCCCTGGTGGCTCAATAGTAAAGAATCTGCCTGCCAATGCGGAAGACAC
AAGTTTAATCCCTTCGGTCGGGAACATCCCCTAGAGAAGGAAATGGCAACCCATTACAGTATTCTT
GTCTGGAAAATTTCATGGACAGAGGAACCTGGGGGGCTACAGTCCATGGGGTCAGAAAAGAGTCG
GACACACTTAGCGACCAACAATAATAAAAACCCTATGGCCAGATTAGACACGGATCCAAAGCAGG
GGCCCACGCCTCTTCCTTCCATGGCTTCTTGCCCAAACTTGGGGGACCCTTCCTGGTTCTCCTTTCTG
TCCATCCGCCAGTCCCCAGCCCTCGCTTTGCAACCACAGCACCCCAGGGGTCAGATGAGTGCCATG
GAGGGGAGGGGTGAGCCTGGAGTAGGGCTATGTGTTCATCTGGGTCTTGGTTTTCCCACCAAGCCC
TGCCCTGAAGCCATCGACGAGATCTTCCGNANCAAATTCCACATCACCGGCGCCGTGGGTATTGGG
ATTGCCGTGGT 
 
Primerpaar 2 
AGACTTGTGAGCAGCTCGTGCATGTGAGCTGGAGCAAATGTACAAACATCCATAATAGTAATAGG
AAGTAACTCTATGGCCAGGCTTCCCTGGTGGCTCAATAGTAAAGAATCTGCCTGCCAATGCGGAAG
ACACAAGTTTAATCCCTCGGTCGGGAACATCCCCTAGAGAAGGAAATGGCAACCCATTACAGTATT
CTTGTCTGGAAAATTTCATGGACAGAGGAACCTGGGGGGCTACAGTCCATGGGGTCAGAAAAGAG
TCGGACACA-CTTAGCGACCAACAATAATAAAAACCCTATGGCCAGATTAGACACGGATCC-
AAAGCAGGGGCCCACGCCTCTTCCTTCCATGGCTTCTTGCCCAAACTTGGGGGACCCTTCCTGGTTC
TCCTTTCTGTCCATCCGCCAGTCCCCAGCCCTCGCTTTGCAACCACAGCACCCCAGGGGTCAGATGA
GTGCCATGGAGGGGAGGGGTGAGCCTGGAGTAGGGCTATGTGTTCATCTGGGTCTTGGTTTTCCCA
CCAAGCCCTGCCCTGAAGCCATCGACGAGATCTTCCGAAGCAAATTCCACATCACCGGCGCCGTGG
GTATTGGGATTGCCGTGGT 
 
Primerpaar 3 
CTGGACTGCTGTGGTTTGACCGGGGTGCCAGAACAATTTCTCACCGACACCTGCCCCCCAAAGAAT
TTAATTGACAGCTTGAAAACGAGGGTAAGCTTAGCACAAGACCCTGTGCCTTGCCCAGCTGCTCTG
GGTAAATCCCACCAAAGCGGACATGCCTTCAGCCCCCTTGATCTGTGAGGACAGCACTGTGGTGCT
TCTTAAACACCTCTTCCCCGTGGGAAGCACCCAGGGTGGCTGTCTCCTTTCTCCCCTACCCTGGGTC
TCTAATTCCTCCAGGGCAGCAAATCAGAGACCGGAGAAGTAGCAAAGCATTCTAGCTGCCTACAGC
TGCTGGGCCTCCATCCAGCCATCTTGCACAGCGGGTGCTCCCAGGCCTGGACTCTTGCCTTCTAGAC
TTGTGAGCAGCTCGTGCATGTGAGCTGGAGCAAATGTACAAACATCCATAATAGTAATAGGAAGTA
ACTCTATGGCCAGGCTTCCCTGGTGGCTCAATAGTAAAGAATCTGCCTGCCAATGCGGAAGACACA
AGTTTAATCCCTCGGTCGGGAACAT 
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CDK2 (Zyklin-abhängige Kinase 2) 107bp 
GACTCTGTGGTACCGAGCACTGGAAATCCTTCTGGGCTGCAAATACTACTCCATAGCTGTGGACAT
CTGGAGCCTCGGTTGCATCTTTGCTCAGATGGTGACTCGCC 
 
DCN (Decorin) 242bp 
CAGGAGTGAGCCTTTTCAGCAACCCAGTCCAGTACTGGGAGATCCAGCCATCCACCTTCCGATGTG
TCTATGTGCGTGCTGCCGTTCAGCTTGGAAACTACAAGTAGCTCCCAAGAAAACCCTCATTTTTATA
ACCTGGCAAAATCCCATTAATGTCATTGCTCAGAAAAACAAAAAAACAAAAAAAAAAGAAAACTA
GATACTGGAAATCTATCTGCAATGTGGATGTTTTTCCCACATGA 
 
DMT1 (Divalentes Eisentransportprotein 1) 397bp 
CCATTATATTCAGTAATGCTCCTGTCTGTGTCCAGTTATTATAAACTGATTTCTGCTTATTGGCCTAG
CTAAGCTTTTGAGAATGTGTCTACTCTATGAGTAGATGATAGAGCTTGGTCCAAGGCTGCAAGAGA
AATGCTGAACCAGGAAAAAGTGTTTCTGAGTGAGTCTCAGCAGATGCTAGTGGCAAGTGTTAGTGA
TTTTTCTATACATAGGTGAACATGGAAGCATGATTAGTGTGGATAATCAGGAATCGACTATTCTAA
GGTGTGTCTCACAGGAGTTATTGTGACAATAGTATCAATAAGGCCCTTAGCAGCTGTTTTATTTCTT
TAGAATATTAATTAGATTCTCAACACATCCAGGCTCCCCAGGTGGTGCTGGTGTTAAAGAATCG 
 
GALGT (Beta-1,4-Azetylgalaktosaminyltransferase) 570bp 
CAGGGTTTCCAGCTGCTCATAGCCCCTGCCAACTCCCCGCTACAGTACCCCCTGCAGGGTGTGGAG
GTCCAGCCCCTCAGGAGTATCTTGGTGCCAGGTGGGGAGGAGGGTCCAAGGGGAGGACCTAAACC
ACTGTGAGGGTGGCAGAGCCCAGGCTGGGTCAGAAAGAATGAGGGAAGATTGGAATGCCAGGTGG
GGGGCTTCTAATGAAAGGGAAACTGGAGGTCAGGGAGGGCTCATGAGGTGGGAGATGGGGACAG
AAGGGACTCTAGGGTTGTGGGGAATTGCCGAAGCCAACTGGAGAGGTTTATGGAGAAGGGTGTGT
TCTTGCTGACTGGCTGAAGTTAGATGGACAGGCAGGGCAGGCCACACAAGACCTACTGCTTTGATG
GGAAGGAGTGAGAAATCGGTTACTCTGGGCTATGCCCTACAATGTGCCCTGCTGTGGCCTCAATAG
GAGGGATGGGTGAGAAGTTCTGTGCTGTGTGAGGTGAAAGAGGGAGGAGAAAGGGAGGAATCCC
AAGCTGTCTGTGATTCTGGTTCCCTCTCCTTGCTTCCAGGACTGGGCCT 
 
GPD1 (Glyzerol-3-Phospaht-Dehydrogenase (NAD+) 1) 159bp 
CTTTGGCGACAACACCAAGGCGGCGGTGATCCGACTGGGGCTCATGGAGATGATTGCCTTCGCCAA
GCTCTTCTGCCACGGCCCCGTGTCCTCCGCCACCTTCCTGGAGAGCTGCGGCATCGCCGACCTCATC
ACGACCTGTTACGGAGGGCGGAAC 
 
IGF1 (Somatomedin C) 264bp 
ATTACAAAGCTGCCTGCCCCTTTCCAGGTTCTAGGAAATGAGATCATTCCCCTCACTTGGCAACCAG
GACGAGGGGTCATCCCAGCGCTGTCTTCCATTCTAGTTACCCCAGTCGTTTGAGGGTTAAAATCATA
GAGTAGGCTTGAGATGGTCTTTTTTTCATTTCTTGTTTTTTAAATTTTGTGTTGGCTCTGGAATATAA
AATTGCTCGCCCATCCTCYACGAATATTCCTTTCATACGGGTAAGGTGTATTAGCAGATGTG 
 
IFN-γγγγ (Interferon γγγγ) Primerpaar 1: Mikrosatellit      
   Primerpaar 2: 413bp 
Primerpaar 1 
TTGTGACTGTTAGCTAGATGTGTTTGTTTGTTTGGTTTTTTTTTTTTTTTTCTGACTAAACAATCTCTG
CTCAGTTTGCTATAGAGATTTAGAAGGGATTCATGAATCTTCCAAAAGATGGGCATAATATGTGTA
T 
 
Primerpaar 2 
TAGTGCCAGCATCCAAGTTCAATAAAACTTGAGGTACATTTTTACAGCAATTTATGGACTAATTTTA
AGCCAATTTTTTATTGTGTTGTTTTATTTTCCAGAATGCAAGTAGCCCAGATGTAGCTAAGGGTGGG
CCTCTCTTCTCAGAAATTTTGAAGAATTGGAAAGATGTAAGCTGAACATTTCCATTTGGCTGATTTT
CCTGTTGCTTTTTTTCTGATGGATAAATTCACATCAACCTCTCTTTGTGCTCTTTTCTCCCAAGGAAA
GTGACAAAAAAATTATTCAGAGCCAAATTGTCTCCTTCTACTTCAAACTCTTTGAAAACCTCAAAG
ATAACCAGGTCATTCAAAGGAGCATGGATATCATCAAGCAAGACATGTTTCAGAAGTTCTTGAATG
GCAGCTCTGAGA 
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ITGB7 (Integrin beta 7) 494bp 
CTACGGTCGTGTGAGCGACATTAAGGCATCCTCTGTGGAGGTACCTGGAGACTTGAGGAGAAGGGT
GGGGTCAGAGTGGCCCCCCAAGGGCGTTGAGGCTCTGGGAACTTCTTGATACCAAGGGCAGGAAT
CAGGCTGTGATATAGGGGTTGGAAGTTGTCTGACACACTCGAGAGGGAAATGGATGCACAGGAGC
AGATCAGCTCTAGGCAGCCCGTGATGGCATGTGGTGCCCAGTGGCTGTGGAGGATGGTTGTCACCC
TCTGTGTGGCCCTACCTCAGGCTTTGGCCGTTGCCAATGTGGAGTGTGTCACTGTCACGCCAACCGC
ACGGGCAGAGCATGTGAATGCAGTGGCGACACGGACAACTGTGTCAGTCCTGACGGAGGGTTCTG
CAATGGGCACGGACACTGCAATTGCGACCGCTGCCAGTGCGACGACGGCTACTATGGTGCCCTTTG
TGATCAATGCTCGGGCTGCAAGACACCATGCGAG 
 
LALBA (Laktalbumin alpha) 487bp 
ACTTGAAGGGCTACGGAGGTGTCAGTTTGCCTGAATGTGAGTTCCCTGCTATTTTGCTTTGTCCCAT
AATTCATCCTCTTCACTCTTTCCCTCCATTCTCTTCATCCTCTTTTCCCCCTCTACTTTTAATTATCAA
ACAATTCTCTTATTTGTTTACTCTTTTATTACATTTATTTATCTGCCTCTCCTTTTTCCCATTGTCTGA
TCCTTTGGAACTCTTTTCACCTTAACAAGATACTCTGTGGTCTGCCATATTTGGAGATTGGTTGGAG
AGCCTTTTTCGGTCTGGGAATACAGGTCCTCATTTATGCTATACATGAACATCCTTGTGAAATCTCT
TTTTCGTCTTTCTTTCAGGGGTCTGTACCGCGTTTCATACCAGTGGTTATGACACACAAGCCATAGT
ACAAAACAATGACAGCACAGAATATGGACTCTTCCAGATAAATAATAAAATTTGGTGCAAAGACG
ACCAGAACCCTCACTC 
 
LYZ (Lysozym) Mikrosatellit 
ATAAGCATCAATATGCTCATCACTTACTTTAACAGTTGTTAACACTCCAGCACATTTACTTCTTTAT
ATATATATATATATGTATATAAACTTCTTTTTGCTGAGTGATTTTAAGGTGAATTAGAAACATTATG
ACATTTCATTTATAAATTCTTTAGAATGAATCTCCAAAAACACAGCTCCTATATAAAAACTGTC 
 
MGF1 (Mastzellfaktor 1) 903bp 
CCAGAACCCAGGCAGTTTACTCCTGAGAAATTTTTTGGAATTTTTAATAAATCCATCGATGCCTTCA
AGGACTTGGAGATAGTGGCTTCTAAAATGAGTGAATGTGTGATTTCCTCAACATCAAGTCCTGAAA
AAGGTAAGATATATATTCCTAATATAAATGTAGAAACCAAGACTGAATCTTTTATGTATAGGTAAG
AATCTACCTCTGACTCAAATATATATGTAGCTAGAAACAGACATGTGTGTGTATGTATGTCTAAAA
TAAAAGCAAATATCAGTGGCATGAAAAAAAAAACAGTTATATATTTGTTGGTGTTCAAGCCCAACC
AATACTTAACCATCTTCAAAGTACAGAATTGCACATGAGTAANCGATATATGAGATAGTCACTCAT
TTTCACCTGATATTTACTAGTAATATACAATTATATTCTTCTTCACTTCCAGTCTTCTTAATGTCCCC
TTCTCAAATCTTTTCCTTAGGGGTCTAATTCTGAGTCATGAATTCTCATCTTCATCACTTACCCTGTA
CTGAGACTTCCTCCCCGCTACCATCCCTATGATATGAAATTTTAATTTCATTACTTATTTTGAAAAA
GTGATCAATTGCCAACCATTTGCATTATTTACATTTGTTCTGTAACGTGACTTTGGTGAATTTCTTAA
TAAAAATAGAAAAGCAGGACCAAGTATAAAATAAATAGGATCTGAATGATCCAGATTTGGGAAGC
AGGCCTGGAAAGTACTCTAATATTGCACTTCACCTTTTGAGGACTCTTTAATTTATGTAAATCGCCA
TGCAACACTGACACATTATTGCTTTCTATTTAGATTCCAGAGTCAGTGTCACAAAACCATTTATGTT
ACCCCCTGTTGCAGCCAGCTCCCTTAGGAATGACAG 
 
MIP (Hauptintrinsisches Protein) 241bp 
GAGGGCCATATGTGCTGAGTTCTTTGCCAGCCTCTTCTATGTCTTCTTTGGACTGGGGGCCTCGCTG
CGCTGGGCCCCTGGACCTCTGCATGTCTTGCAGGTGGCTCTGGCCTTTGGCCTGGCCCTGGCTACAC
TGGTGCAGGCTGTGGGCCACATCAGTGGAGCCCATGTCAACCCTGCAGTCACTTTTGCCTTCCTTGT
GGGCTCCCAGATGTCCCTGCTTCGTGCCATCTGCTACATG 
 

NF-E2(Kernfaktor 2 erythroider Genese 2.45kD)  110b 
GTCGCAAGAGAAAGCTGGAGACCATCGTGCAGCTGGAGCGGGAACTGGAGCGGCTGGGCAGCGA
GCGGGAGCGGCTTCTCCGGGCCCGAGGCGAAGCCGACCGGACCCTA 
 
NF-YB (Transkriptionsfaktor Y, B Untereinheit)  104bp 
CATCTGAAGCAAGTGAAAGGTGCCATCAAGAGAAACGGAAGACAATCAATGGAGAAGATATTCTT
TTTGCCATGGCCACCTTAGGCTTTGACAGTTATGTGGAA 
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NTS (Neurotensin) 141bp 
ATCAGTAAGGCAAGTGTTCCCTCTTGGAAAATGAGCCTGCTGAATGTCTGCAGTCTTATAAATAAC
CTGAACAGCCAAGCTGAGGAAACAGGAGAGTTTCATGAGGAGGAGCTCATTACAAGAAGGAAATT
TCCTGCTGCC 
 
POLE (DNA-Polymerase, εεεε Untereinheit) 255bp 
CTGTGGTTTTGGCATTTGACATTGAGACAACCAAACTGCCCCTCAAGTTTCCAGATGCTGAGACCG
ACCAGATTATGATGATTTCCTATATGATTGATGGTCAGGTGAGTGGGTGCCTTCTGGAGTGTGAGCT
CTCTGNAACCGGGACCAAGTCTGGTCTCCAAACCTGAACAGTGTCCACTCGTGGTTAGTATTTGTTT
GGTGACTAATGAGAGAATGGAGTCCACACAAGTGAACAAGCAATCTATTCTGGCA 
 
PPP1CC (katalytische Untereinheit der Protein-phosphatase 1, γγγγ Isoform)   250bp 
AGAAGCCTAATGCCACGAGACCCGTCACACCTCCAAGGGGTATGATCaCAAAGCAAGCAAAGAAA
TAGATGTCATTTTGATACTGCCTAGTTGGGACTTGTAACATATAGTACATAACCTTCATTTTTAAAA
CTGTAATGTGTACTGGTCAGCTTGCTCAAATAGTGTTTGTGGGGCTCCCCCTTCCATTTTTGACTTCA
TGAATGGTATTTGCTGGTTGTAACAGCAAATGAAAGATTCTCCACTCCCA 
 
PRIM (Primase 1) 128bp 
AACATCAAAAATGACAAATATGGACCCTGGCTGGAGTGGGAGATTATGCTCCAGTACTGTTTTCCA
CGGCTGGATATCAATGTCAGCAAAGGAATCAATCATCTACTGAAGAGCCCTTTTAGTGTTCA 
 

PRKAG1 (nichtkatalytische AMP aktivierte Proteinkinase γγγγ 1) 135bp 
ACAAGCGCATCCTCAAGTTCCTCAAGTTATTTGTAATTGCTCCTCACCTTCTTAGATACTGGTGGGA
GGAGTATCCAAGGGTAGTTGGAGGGGCCTTGAAAAAAATGAAGGTGATGGTTGTTTCCTCAGATCA
CC 
 
PTPRB1 (Protein-Tyrosinphosphatase, Rezeptortyp beta) 153bp 
CTGCCCTCCTACCTGGAATACAGGCACAACGCCTCCATTCGGGTGTATCAGACCGATTATTTTGCCA
GCAAATGTGCCGAAAGTCCTGACAGCAACTCTAAGAGTTTCAACATTAAGCTTGGAGCAGAGATG
GAGAGCCTGGGTGGAAAATGT 
 
SOCS2 (Hemmprotein 2 der Zytokinsignalkette) 301bp 
AAAAGAGGCACCAGAAGGAACTTTCTTGATTAGAGATAGCTCGCATTCAGACTACCTACTAACAAT
ATCTGTTAAAACATCAGCTGGACCAACTAATCTTCGAATCGAATACCAAGACGGAAAATTCAGATT
GGACTCTATCATATGTGTCAAATCCAAGCTTAAACAATTTGACAGTGTGGTTCATCTGATCGACTAC
TATGTTCAGATGTGCAAGGATAAGCGGACAGGTCCAGAAGCCCCCCGGAACGGCACTGTTCACCTT
TATCTGACCAAGCCACTCTACACATCAGCACCACCC 
 
SYB1 (Synaptobrevin 1) 599bp 
GCATCACAATTTGAGAGCAGTGCTGCCAAGCTAAAGAGGAAGTATTGGTGGAAAAACTGCAAGGT
GAGTGTTCCTGTCCCCTCCCTGTTATTTTCCTGGGTCTCAACGCACAGGGGGCAGGAAAACCCTTAN
GTTCCACATTCTCTGTGGAATGTGGAATGGTTCCACATCCTCTGCTGGCGCCTCTCTTGAGAGGAAA
TCTGNATCGCCGCTTTCTTAAGCTGNATTACCCAAGCTAGCCACCAGGGTACGCTAGAGCACTCAG
AACCACTCACTGGGGGCCCTGAAGACCTTAAGGAGTTTGGAGGGGTTAGTCAAGCTGCTTTTTCCT
GGAGGACCCCTGCAAACCCTTCCGAAGACACACCAATGTCGACACAATGGCTGGGGTAGATACAT
ATTTAAACACCTGCAGCTCTTGGGGAATGAGCTGAACACTTTATGATGAACAATGAACCTGATGAC
TAAAGGTTCAAAGTTGGCGTCTCCTCTGGTGTTCCTTTGAAAGCCTCCAAGCTACAGGAAGAGGGG
AAAAGGAGAAGGCTGCAGATGCTCTGATGTTTTCGAGAAGTTCCAGCTGTGGTGGAGGGGTTACTA
TCTGA 
 
UNG (Uracil-DNA-Glykosylase) 148bp 
GTTTTGCTGCTCAACGCTGTCCTCACGGTCCGGGCACATCAGGCCAACTCTCATAAAGAGAGAGGT
TGGGAGCAGTTCACCGACGCCGTCGTGTCGTGGCTCAATCAGAACGCCCACGGCCTTGTCTTCTTG
CTCTGGGGCTCTTATG 
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VDR (Vitamin-D-Rezeptor)  205bp 
CCCACCACAAGACCTACGACGCCACCTACTCCGACTTCAGCCAGTTCCGGGTATATGGGCTGGAGG
GCGAGGGGATCTGGGCACAGCACCTGGGGAGGGCTGGAAGCTGGTCTGCCCTCTGACCCTGGGGA
GGACTGCCCCTCCTGTAAACAAAAGACCAGGGCTGGGGGAGGAAGGTGACCTCCAATGTGGGCTT
CTGACATTC 
 
VWF (von-Willebrand-Faktor)  245bp 
ACATTTCCCAGAAACGCATCCGTGTGGCCGTGGTGGAGTACCATGATGGCTCCCATGCCTACCTCG
CGCTGCAAGACCGGAAACGGCCATCTGAGCTTCGGCGCATTGCCGGGCAGGTGAAGTATGCGGGC
AGCGAGGTGGCTTCCACCAGCGAGGTCTTGAAGTACACGCTCTTCCAGATCTTCGGCAGGATTGAC
CGGCCTGAGGCCTCTCGCGTGGCCCTGCTGCTTACGGCCAGCCAGGAA 
 

7.3.2 STS-Marker 
STS-1  104bp 
CCTGTGTTTGAGTTCACAGGTATATTCAGTTATTCCCCAGAAATAGCAACTAAGTGAATTTTTATCA
GACCTCCATGAATGTAGGGTACGGGCAAAGAGTCATG 
 
STS-3  113bp 
GCATTGGCATTTAAAAAGGAAAACAAGTCAGATACTTGTATGGAAATTAATCTGCTAAAATTAGAT
TTTAAAAATAACTCCAAAAACAGTTTTACGCCACTCTGTGAGTGAGA 
 
STS-5  167bp 
AATTCCTGCTTTAGGGGAAGTATACACAGCTGCGCACCCAGCTGAAGGAGTGTTTTCCAAAAGCAA
AACAAACAAATAAATGAAAAATGGGTAATTACATGCATAAAGCCAATAGAGAGCACTTTTATGAN
AAAAAAGGGAATGTCCCATCACTGGAGTTATCTGCA 
 
STS-6  209bp 
TGTTCTGGCATTCACCTGAGACAAAGCCTATACCaCCATGAGAGGTCTGTGCTGAGGTATAGAAAC
TTATCTTTCATCAACCTAAATAAACCCACTNGGGCAGACACATTTGTTGATCAAAGTTCTNTGTTTT
TATCTCAAATCTAAATTTGATTATTCCATCACTATTTGTGTCAGTAAGAATGAAACTTGACCAACCA
TGAGTGAGC 
 
STS-8  163bp 
AGCAGCAAGCACCCAAATACACAGAAAGGTTTAATTCTTGAACATGTTAGTAAACATTAACTGACG
GATGCAGTTCACACTGAGACTAGTCAAAAAATATCATTATTAACTATACTTCAGGCTTTAGTAAAA
TATATACTATATTCTCCCAGGACTCATTTTT 
 
STS-9  210bp 
GCCAGTTTGGTCCTGACACTACTTCCCTTCTTCTTTCAGAGCAATCTCTTGTCTCTGTTTTCTGTAGA
ATGCCCTGGTAAGATGTCATTTGAATTAGAAAGAAAAAGAAAGGAAGGAAGGAAGAAAAGAAAA
AAGAAAAGAAGGAAGGAAGATGGAAAAGAAGAAAGAAAACTTTAACAAAAAATACAGCTGTCAC
TCCTGTCCCCTGAC 
 
STS-11 178bp 
CAATTGATTTAGGGCATGCTGAAATGGCAGGATAGCTGACGTGTTTGTGGATTTATTGATGGAGAC
CAAGATTTGGGAGACGTTAAATCAATACTCATTGAAGGCATAGGAGTATATAAGATTTCCTAACAG
AGTATGTAGACAGAAAAGACTGTTGACAATGGAGCATCAGGAAAGT 
 
STS-12 156bp 
CTTTGACTAATGACTTCCAGTTTTACAACATTTAAACCCTACAGTAAGTCTNTCATTCTATGCCACT
CTGCAGTTGACATGTTGCTAGCTAGTTTAGGGGTTGGGATATGAGGTAGGCAGCTGGGTCATGTGT
CTTTCACCATCCATCATGCTAGC 
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STS-13 176bp 
TGAGCTGTGAAGCTGGAAGATTAAGTAGACTCAAGGTTAGAATGTGCATTTGGACAATGAAAATTA
ACCAAAGTTAAATTTTGAGAGGAGGAAAGAGAGGGAAAAGAAAAAGGAAAGCATAGAGAAAAGC
AGATAATTGAGCAACACCTAAAACAGAAAAACTAGCTGTGTCCCTC 
 
STS-14 177bp 
TTTCCCACCTAAAAGGCTGAGCAGAGTGCTCTGTGGTCCCCCTCAGTGGTGGCACAGCTGGGACAC
GTGTGGCTCCAGGGTAAGCCACGGTATTAAGAAAAGTGGGGAGGACTTGGGGCCCTGCTGCTGGA
GTAACTGGATCTTCAGATCTTCATCTCTTCCAGAGAGCCCATCAAG 
 
STS-15 134bp 
CACTTGACCTGGTTGGGTTCAGCTTGGAAATTCTGTCCAGCCTCCAGTGGATGGTGATTCCAAAGTT
GGTTCAGTTTTCTTAGCTTTTGCAGTGCTATTTAGATCTGCTTTGCATGTGCGCTACCCATTAACTC 
 
STS-16 194bp (Mikrosatellit) 
ACCCAGGTTCAATTCCTCAGAGGGGAAGATCCCTTAGAGAAGGGTAGCAACCCATTCCAGTATTCT
TGCCTGGAGAATTTTATGGAGAGAAGAGCCTGGCAAGCTACAGTTCATAGGGTCACAGACACGAC
TGAGGAACTAACACCACACACACACACACACACACATACACACATGATTTGGAACTTCCCACA 
 
STS-18 131bp 
TTTGGTTGCAGCCTTCAAGTCTGATAGGAATCAtAGCTCTTCAATTGAAAGCCTATTAAAAGTAGCA
TCAAGGTTAATGAAGAgCAAGCTAGATCTCCTGAGAATAATGCATGCTGACATTGACATGCTTG 
 
STS-19 165bp 
TGCTTAACTTGACAATCACCAAAACCTACAACAGTAGCACTCTTANAGAANAAAAGTAGCAATCAT
TTACTTTTAAATCAGGATCAAGATGAAATTTCTCTAACACTATGAAGTTCAGTTATGTACTTAGCAT
TCTTATCAATACAGTAAAGTAAGAAAAGAAAA 
 
STS-23 162bp 
CCTTTTTGTTCATCTGCTCATCAAACTTTATACCTGTTTCAAGATACTTGTACTTCTCTTATGGCGCT
TGTTACCATACTTGTACTTTGATTGTCGTTTGTGTACATTTCTTACCTCTTCTAAACTGTTCATCTGA
GAGGGACTAACCAAAAGTTCATGTCC 
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7.4 Abkürzungen und genauere Beschreibungen der Phänotypen 
PCV packed cell volume, Hämatokrit 
BW body weight, Körpergewicht 
PAR parasitaemia, Parasitämie 
DR detection rate, Detektionsrate 
F final, am Ende der Infektion 
I initial, am Anfang der Infektion 
V variance, Varianz 
M minimum, Minimum 
D day, Tag 
Ln natural logarithm, natürlicher Logarithmus zur Ebene e 
Mean mean, durchschnittlich 

7.4.1 Phänotypen, die Trypanotoleranz nicht direkt beschreiben 
Hämatokrit (PCV): durchschnittlicher Hämatokritwert zum Ausgangszeitpunkt der Studie 
   (PCV I), gemessen von Tag (-21) bis zum Tag (0) vor der Infektion 

 

Gewicht (BW): durchschnittliches Körpergewicht zum Ausgangszeitpunkt der Studie
   (BW I), gemessen von Tag (-21) bis zum Tag (0) vor der Infektion; 
   (BW Mean) durchschnittliches Körpergewicht nach der Erkrankung 

7.4.2 Phänotypen, die die Trypanotoleranz beschreiben 

Hämatokritwerte: PCV F = Hämatokritwert am Tag (150) oder am letzten Tag vor  
   Therapiebeginn       
   PCV M = minimaler Hämatokritwert, der in dem Zeitraum Tag (0) bis 
   Tag (150) nach der Infektion gemessen werden konnte  
   PCV I-F = PCV I minus PCV F     
   PCV I-M = PCV I minus PCV M, der in dem Zeitraum Tag (0)  
   bis Tag (150) nach der Infektion gemessen wurde   
   PCV F-M = PCV F minus PCV M, der in dem Zeitraum Tag (0)  
   bis Tag (150) nach der Infektion gemessen wurde   
   PCV V = Varianz des durchschnittlichen PCV-Wertes in dem Zeitraum 
   Tag (0) bis Tag (150)       
   PCVD150 = prozentualer Abfall des PCV-Wertes von Beginn Tag (0) 
   bis zum Ende Tag (150) der Infektion     
   PCVD100 = prozentualer Abfall des PCV-Wertes bis zum Tag (100) der 
   Infektion 

 

Körpergewicht: BW F/I = finales Körpergewicht im Verhältnis zum anfänglichen  
   Körpergewicht (BW I)      
   BWD150 = prozentualer Abfall des Körpergewicht-Wertes von Beginn 
   Tag (0) bis zum Ende Tag (150) der Infektion     
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Parasitämie:  PAR Ln beschreibt den durchschnittlichen natürlichen Logarithmus 
   von (Ni+1), wobei Ni gleich der Anzahl der Parasiten am Tag i  
   (zwischen Tag (11) und Tag (150) bei Infektion) ist 

   Ln PAR = der natürliche Logarithmus der durchschnittlichen Anzahl 
   der Parasiten zwischen Tag (11) und Tag (150) bei Infektion 

   DR 60-150 = die Detektionsrate, wie oft bei einem Tier in dem  
   Zeitraum von Tag (60) bis zum Tag (150) bei Infektion die Infektion 
   anhand der Parasiten erkannt werden konnte 
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