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1 Einleitung

Durch die Rinderzucht der letzten Jahrzehnte wurde die Milchleistung der einzelnen
Milchkuh in Deutschland betrachtlich gesteigert. So gibt eine Kuh heute durchschnittlich
8000 Liter Milch pro Jahr, fast doppelt so viel wie noch vor 50 Jahren. Doch die hohe
Milchleistung hat eine kirzere Lebensdauer zur Folge, bedingt durch Krankheiten wie
Fruchtbarkeitsstérungen, Euter- und Klauenentziindungen (Brade 2005).

Eine der wichtigsten Erkrankungen der modernen Milchkuh ist die peripartale Hypocalcamie.
Aufgrund der hohen Einsatzleistung kann die Kuh die mit der einsetzenden Laktation
plétzlich bendtigten Calciummengen oft nicht in ausreichendem Male zur Verfligung stellen.
Als Hauptrisikofaktor der klinisch manifesten Hypocalcamie (Gebarparese, Milchfieber) zahlt
das Herdenmanagement, also die Milchfieberprophylaxe und -therapie. Fallzahlen von 5 bis
80% sind in unterschiedlichen Herden beschrieben worden (DeGaris und Lean 2008). Die
unterschiedliche Suszeptibilitat (Anfalligkeit) innerhalb einer Herde kann damit aber nicht
begriindet werden. Verschiedene Grinde werden als Verursacher der Gebarparese
diskutiert: hohe Calcium- oder Kationen-Gehalte im Futter, Uberfiitterung oder eine
genetische Pradisposition.

Fir die Regulation der Calcium-Homdostase im Kdrper sind drei kdrpereigene Botenstoffe
verantwortlich: Parathormon, das Vitamin-D-Hormon Calcitriol und Calcitonin. Die Wirkung
von Calcitriol wird Uber den Vitamin-D-Rezeptor (VDR) vermittelt. Der VDR ist in vielen
Geweben ausgepragt, wobei die wichtigsten Calcium-Homdostase-beeinflussenden Gewebe
Magen-Darm-Trakt, Niere und Knochen sind. Dort vermittelt der VDR die zelluldre Antwort
auf eine Stimulation mit Calcitriol, wie zum Beispiel die vermehrte Proteinbiosynthese von
Calciumtransportern.

In der Humanmedizin sind Sequenzalterationen des VDR-Gens wiederholt mit
krankheitsbedingenden Veranderungen der Calcium-Homobostase in Zusammenhang
gebracht worden, unter anderem mit Fraktur-Haufigkeit und Osteoporose. Bezerra et al.
konnten unterschiedliche Milchcalciumgehalte bei jungen brasilianischen Muattern mit

definierten VDR-Gen-Sequenz-Variationen korrelieren (Bezerra et al. 2008).
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Einleitung

Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit ist daher der Zusammenhang zwischen VDR-
Gensequenz-Variationen und einer Anfalligkeit zur Entwicklung von Hypocalcamie bei
Milchkihen. Dazu soll das VDR-Gen von Milchkihen mit und ohne vorangegangene
Hypocalcamie  sequenziert und eventuelle  Gensequenz-Variationen mit  der
Krankengeschichte korreliert werden.

Bei Verifizierung der Arbeitshypothese ergeben sich zichterische Mdglichkeiten, mittels
einer in Deutschland bereits etablierten, genomischen Untersuchung, Tiere auf
Suszeptibilitat zur Gebarparese zu untersuchen und dieses bei der Zuchtauswahl zu

bertcksichtigen.



2 Literaturiuibersicht

Im folgenden Kapitel soll der derzeitige Wissensstand Uber Aufbau, Funktion und
Vorkommen des Vitamin-D-Rezeptors und sein Einfluss auf die Calcium-Homobostase
beschrieben werden. Einleitend wird die Hypocalcamie bei der Milchkuh vorgestellt und die
Grundzusammenhange von Vitamin-D-Haushalt, Calcium-Homdostase und deren
Regulation werden erklart. Im Anschluss wird das Management der Gebarparese dargestellt
und eine Ubersicht Uber die mdglichen Ursachen gegeben. Im letzten Kapitel folgt die
Vorstellung des Vitamin-D-Rezeptors als mdglicher Faktor einer erhéhten Hypocalcamie-

Suszeptibilitat.

2.1 Die Hypocalcamie der Milchkuh

Die Hypocalcamie gehdrt zu den bedeutendsten peripartalen Erkrankungen des
Mineralstoffwechsels der Milchkuh. Zum Zeitpunkt der einsetzenden Laktation kommt es zu
einem sprunghaften Anstieg des Calciumbedarfs aufgrund einer erhdhten Abgabe in
Kolostrum und Milch. Der Mehrbedarf an Calcium wird durch erhéhte Resorption aus dem
Magen-Darm-Trakt, Freisetzung aus dem Knochen und reduziertem renalen Verlust
gesichert. Diese Adaptation der Regulationsmechanismen der Calcium-Homdostase erfolgt
individuell unterschiedlich schnell und fuhrt bei einer erheblichen Anzahl von Tieren
zumindest voribergehend zu Blut-Calcium-Werten unterhalb des physiologischen
Schwellenwertes von 2,0'mmol/l (Hypocalcdmie). Tritt sie subklinisch auf, also ohne
klinische Symptome, ist sie Wegbereiter einer Vielzahl von peripartalen Erkrankungen wie
Mastitis, Labmagenverlagerung, Ketose oder Nachgeburtsverhaltung (Goff 2008).

Fallt die Calcium-Konzentration unter 1,4mmol/l kommt es zur Ausbildung Kklinischer

Symptome wie erniedrigter Kérpertemperatur, Ataxie, Tremor oder schlaffer LAhmung mit

' Die gegebenen Schwellenwerte fur Blut-Calcium-Konzentrationen (2,0 und 1,4mmol/l) sind als

Richtwerte zu verstehen und kénnen beim einzelnen Tier abweichen.
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Festliegen (DeGaris und Lean 2008). Bei der frisch laktierenden Milchkuh wird dieses
Krankheitsbild Milchfieber oder Gebarparese genannt. Die Gebarparese und die mit
Begleiterkrankungen  vergesellschaftete  subklinische  Hypocalcamie  fuhren  zu
Produktionsausfallen und Einbuf3en durch Tierarztkosten und hohe Remontierungsraten.

Klinik: Die klinische Manifestation der Hypocalcamie wird als Gebarparese
bezeichnet und in drei Stadien eingeteilt (Tab. 1). Klinische Symptome treten typischerweise

1-2 Tage nach dem Abkalben auf.

Tab. 1: Einteilung der Gebarparese-Stadien anhand klinischer Symptome nach (Staufenbiel
2004)

Stadium |Klinische Symptome

1 Ataxie und Tremor

2a Festliegen des Tieres in Brustlage bei ungestértem Sensorium

2b Festliegen des Tieres in Brustlage bei gestértem Sensorium

3 Festliegen des Tieres in Seitenlage bei stark gestértem Sensorium, Gebarkoma

Durch einen Mangel an Calcium wird die Kontraktilitdt des Muskels negativ beeinflusst (Goff
2006), es kommt zu einer schlaffen LAhmung. Untherapiert fuhrt die Gebarparese infolge
unzureichender Herzmuskelfunktion und eines Blutdruckabfalls zum Tod (Reinhardt et al.
1988). Tiere, die sich trotz erfolgter Therapie nicht erholen, werden als downer cows
bezeichnet (Barlet und Davicco 1992). Die Prognose wird als schlecht eingeschatzt, wenn

durch das Festliegen bedingte Schadigungen von Muskeln oder Nerven hinzukommen.

Pathogenese: Die Ursache der hypocalcamischen Gebarparese der Milchkuh ist die
erhdhte Calcium-Abgabe zu Laktationsbeginn (Abb. 1). Die Gesamtmenge des
extrazellularen Calcium-Pools betragt ca. 8-10g, die im Blutplasma vorhandenen
Calciumreserven (2,0 - 2,5mmol Cal/l) belaufen sich sogar nur auf ca. 3g (Horst et al. 1997;
Goff 2008).

DeGaris et al. geben den Calcium-Verlust mit 30g/d wahrend der Trachtigkeit (davon ca. 15g
Uber Verdauungstrakt und Urin und ca. 15g fir das fetale Wachstum) und 50g/d mit
Einsetzen der Laktation an (DeGaris und Lean 2008). Horst und Goff geben hingegen den

Calcium-Verlust mit 10-12g wahrend der Trockenstehzeit und >30g mit der einsetzenden



Literaturtibersicht

Laktation an (Goff et al. 1991; Horst et al. 1997). Um die bendtigten Calcium-Mengen zur
Verfigung zu stellen, muss der extrazellulare Calcium-Pool vier- bis funf-mal pro Tag ersetzt
werden. Dieser Calcium-Verlust wird nicht allein Gber eine erhdéhte Resorption aus dem
Darm und reduzierte renale Ausscheidung, sondern durch zusatzliche Calcium-Mobilisierung
aus dem Knochen ersetzt. Die Milchkuh befindet sich dann wie die meisten Saugetiere in
einer Laktationsosteoporose, sie verliert ca. 9-13% ihres Knochen-Calciums in den ersten
vier Laktationswochen (Goff 2008).

Ubersteigt der akute Calcium-Verlust die Mobilisierungsfahigkeit des Organismus, entwickelt
sich eine Hypocalcamie mit subklinischem (1,4- 2,0mmol/l) oder klinischem Erscheinungsbild

(<1,4mmol/).

Ca-Zufuhr mit dem
Futter 4- 5g/kg TS

Osséare Ca-Mobilisation
98% des Gesamt-Ca

Intestinale Ca-
Resorption (~40%)

Hohes Serum-Ca | 1,25(0H),D,/PTH 1
Calcitonin | Azidose 1 Alter| 1,25(0H),D5 1

Extrazellularer Ca-Pool (8-10g)
Plasma-Ca-Pool (2,5- 3,09)

PTH | Calcitonin 1

Ca-Verlust Uber das Kolostrum || Ca-Verlust Gber die Ca-Verlust tber den Harn
(20-80g Ca/d) Fazes (~6g Ca/d) (0,2-1g Ca/d)
(101 = 239)

Abb. 1: Pathogenese der hypocalcdmischen Gebarparese am Beispiel einer peripartalen
Kuh mit ca. 500kg Lebendgewicht. Der Calcium-Verlust mit dem Kolostrum uUbersteigt die
intestinale Calcium-Absorption und die ossare Mobilisierungsfahigkeit. Modifiziert nach (Goff
et al. 1991).

Mit Hypocalcamie assoziierte Erkrankungen: Man geht davon aus, dass nur 5%
aller hypocalcamischen Kuhe tatsachlich festliegen, eine groe Anzahl von Kuhen aber

unerkannt unter subklinischen Hypocalcamien und damit assoziierten Erkrankungen leiden

5
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(Abb. 2). In den USA hat man subklinische Erkrankungsraten von 25% bei Erstkalbinnen und
bis zu 42% bei Kiuhen in der 6. Laktation gemessen (Reinhardt et al. 2010). Leicht
erniedrigte Blut-Calcium-Werte fihren zu reduziertem Fressverhalten, schwacher Pansen-
und Darmaktivitat, beeintrachtigter Produktivitat (Goff 2008) und erhdéhter Anfalligkeit fir
infektidse Krankheiten durch Immunsuppression. Durch die herabgesetzte Motilitdt von
Pansen und Labmagen (Daniel 1983) erhoht sich die Gefahr einer Labmagenverlagerung
(Coppock 1974) und durch die Reduzierung der Futteraufnahme (Energiedefizit) wird
vermehrt Korperfett freigesetzt, was wiederum die Gefahr der Lipidose mit anschliefiender
Ketose erhoht. Durch die herabgesetzte Kontraktilitat des Zitzenschliemuskels wird die
Gefahr einer aufsteigenden Mastitis nach dem Melken erhoht (Goff 2008). Curtis et al.
fanden einen hochgradig signifikanten Zusammenhang zwischen periparturienter
Hypocalcamie und Festliegen, Nachgeburtsverhaltung, Ketose und Mastitis und einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Gebarparese und koliformer Mastitis (Curtis et al.
1983). Erb et al. stellten fest, dass Milchfieber das Auftreten von Reproduktionsstérungen um
das 1,6- 2,4-fache steigert und indirekt zu schlechten Trachtigkeitsraten und erhdhten
Merzungsraten beitragt (Erb et al. 1985). Da Calcium aufierdem eine Schllsselrolle in der
Immunzell-Aktivierung innehat, tradgt Hypocalcamie durch erniedrigte Calciumgehalte in
peripheren mononukledren Blutzellen zu einer periparturienten Immunsuppression bei

(Kimura et al. 2006).

Auswirkung von Calciummangel

Abb. 2: Eisberg-Modell nach
Staufenbiel modifiziert nach
(Zieger 2001). Nur etwa 5%
der Kihe mit peripartaler
Hypocalcamie liegen fest.
Die meisten Tiere erkranken

Klinischer
Calciummangel Gebarparese

Subklinischer

: Reduziertes Fressverhalten subklinisch und leiden an
Calciummangel i3 .
Mastitis begleitenden Erkrankungen,
Ketose die durch den veranderten
Labmagenverl_a_igerung Calciumhaushalt,
Verda“vgt‘:';itsrunge” Innappetenz oder die damit

einhergehende
Immunsuppression
beglnstigt werden.

Nachgeburtsverhaltung
Uterusvorfall
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2.1.1 Regulation des Calcium-Haushalts bei der Kuh

Die Regulation des Calcium-Haushalts mithilfe von Vitamin D, beziehungsweise dem
Vitamin-D-Hormon Calcitriol (1,25(0OH),Ds), erfolgt bei der Kuh wie in Abb. 3 skizziert®. In der
Regel ist der passive Calcium-Transport fur die Calciumversorgung einer nicht-laktierenden,
tragenden Kuh ausreichend (Goff et al. 1991). Mit Einsetzen der Laktation und den damit
verbundenen Calciumverlusten wird jedoch auch der aktive Calciumtransport benétigt.

Als Folge einer Hypocalcamie wird Parathormon (PTH) aus der Nebenschilddrise
freigesetzt. PTH regt in den Knochen eine erhdhte Calciummobilisation durch indirekte
Stimulation der Osteoklasten an, steigert die renale Calcium-Reabsorption und stimuliert die
1,25(0OH),D3-Synthese in der Niere. Der durch PTH stimulierte Anstieg von 1,25(0OH),D3 im
Blut erfolgt mit einer Verzégerung von etwa 10— 12 Stunden (Blum et al. 1983), so dass die
1,25(0OH),D3-abhangigen Kompensationsmechanismen zum Anstieg des Calcium-Spiegels
verzogert einsetzen.

Die Calcium-Zufuhr in der Frihlaktation ist vor allem durch Calcium-Absorption aus dem
Darm gesichert (Ramberg et al. 1984), die Freisetzung von Calcium aus dem Knochen
erfolgt erst zwei Wochen post partum (Horst et al. 1978).

Diese bekannte Kaskade der Regulationsschritte des Calcium-Haushalts der Kuh bietet
jedoch keine befriedigende Erklarung fir die grofe Variation beim Auftreten von

Hypocalcamien.

2 Eine ausfiihrliche Beschreibung der Regulationsmechanismen der Calcium-Homdostase erfolgt im
Kapitel 2.2 (Calcium-Homdostase).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der an der Steigerung bzw. Senkung der Blut-Calcium-
Konzentration beteiligten Regelkreislaufe, nach (Holick 2007). Vitamin D (Aufnahme mit der
Nahrung oder Eigensynthese in der Haut) wird unreguliert in der Leber zu Calcidiol
(25(COH)D) hydroxyliert. Die Umwandlung von Calcidiol zu Calcitriol (1,25(0OH),D3, 1,25-
Dihydroxycholecalciferol) in der Niere erfolgt streng reguliert und wird primar durch PTH
induziert, das aus der Nebenschilddrise freigesetzt wird, wenn die Blut-Calcium-
Konzentration abfallt. Die Wirkungen von 1,25(OH),D; auf die Zielorgane Knochen, Niere
und Darm sind vereinfacht dargestellt. In Knochen und Magen-Darm-Trakt wird die Calcitriol-
Wirkung Uber den Vitamin-D-Rezeptor vermittelt.
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2.2 Calcium-Homoostase

Calcium erfullt vielfaltige biochemische und physiologische Aufgaben im Saugetier. So ist
Calcium an der Blutgerinnung, an der Stabilisierung des Ruhemembranpotentials von
Nerven- und Muskelzellen, der synaptischen Reizubertragung durch Transmitterfreisetzung,
sowie der Muskelkontraktion (elektromechanische Kopplung) beteiligt. Ferner fungiert es in
vielen Zellen als second messenger von Hormonen und Transkriptionsfaktoren und ist
essentiell fur die Mineralisierung von Knochengewebe und damit fur die Stabilitat des
Skeletts (Hoenderop et al. 2005).

Bei Abfall der Calcium-Konzentration in der extrazellularen FlUssigkeit kommt es durch
Destabilisierung des Ruhemembranpotentials zu einer erniedrigten Reizschwelle in
erregbaren Zellen und zu Funktionsbeeintrachtigungen von Nerven und Muskeln (Schroder
und Schemann 2000). Bei langanhaltender hochgradiger Hypocalcdmie kommt es zu
lebensbedrohlichen Ausfallserscheinungen.

Aufgrund des breiten Aufgabenspektrums ist der Calcium-Gehalt im Blut in engen
physiologischen Grenzen reguliert. Die Regulation erfolgt im Wesentlichen Uber die drei
Hormone Calcitriol (1,25(OH),D3), Parathormon (PTH) und Calcitonin (Bringhurst und
Kronenberg 1998), wobei PTH in der Nebenschilddrise, Calcitriol in zwei Schritten in Leber
und Niere synthetisiert wird und Calcitonin in den C-Zellen der Schilddriise bereitgestellt wird
(Abb. 3). Die Resorption von Calcium erfolgt im Magen-Darm-Trakt, seine Speicherung im

Knochen. In den Nieren wird auflerdem die Calcium-Ausscheidung reguliert.

2.21 Calcium

Der Korper von Wirbeltieren besteht zu ca. 2% aus Calcium, wobei sich 99% im Knochen
und nur 1% des Calciums in den Weichteilen befinden (Kaune 2000). Die Netto-Aufnahme
von Calcium im Dunndarm betragt etwa 20-25% des mit der Nahrung aufgenommenen
Calciums, da es im Darm sowohl resorbiert als auch sezerniert wird. Die Ausscheidung von
Calcium erfolgt zu 80-90% uber den Darm. Da ca. 40% des Calciums im Blut an Proteine
gebunden vorliegt, werden nur 60% des Blut-Calciums in der Niere frei filtriert. Ca. 1% des in
der Niere filtrierten Calciums wird ausgeschieden, 60% werden im proximalen Tubulus
(parazellular durch Diffusion und solvent drag), 30% im dicken Teil der aufsteigenden

Henleschleife (passiv entlang des Konzentrationsgradienten) und 9% Uber distale
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Nephronsegmente resorbiert. Die Re-Absorption in der Niere erfolgt vorwiegend passiv, via
solvent drag (Fromm und Hierholzer 2000). Die Feinabstimmung erfolgt im distalen Tubulus,
wo das verbleibende, filtrierte Calcium transzellular reabsorbiert wird (Mensenkamp et al.
2006). Die renale Calcium-Ausscheidung ist bei Wiederkauern gering und betragt nur 0,2 -

1g Calcium pro Tag (Abb. 1).

2.2.2 Calcium-sensitiver Rezeptor (CaSR)

Calcium-sensitive Rezeptoren (CaSR) sind transmembrane, G-Protein-gekoppelte
Oberflachen-Rezeptoren auf Calcium-sensitiven Zellen, welche auf Anderungen der
extrazellularen Calcium-Konzentration reagieren. Sie sind unter anderem in Hormon-
sezernierenden Zellen der Nebenschilddriise, Calcitonin-sezernierenden Zellen der
Schilddrise und im gesamten Nephron in der Niere zu finden. In der Nebenschilddrise
reguliert der CaSR die Genexpression, Synthese und Sekretion von Parathormon (Abb. 4)
und die Zellproliferation der Nebenschilddrise. In den C-Zellen der Schilddriise beeinflusst
der CaSR die Sekretion von Calcitonin (Carmeliet et al. 2003). CaSR kdénnen sowohl
stimulierend als auch inhibierend auf die Hormonsekretion einwirken (Brown 1999). In der
Niere reguliert der CaSR die tubuldre Reabsorption von Calcium und Magnesium (Riccardi et
al. 1998). Unabhangig von Zellen, die der Regulation der Calcium-Homdostase dienen,
befindet sich der CaSR in vielen weiteren Geweben (Darm, Knochen, Gehirn), wo er auf

Zellproliferation und lonen-Transport einwirkt (Brown und MacLeod 2001).
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Abb. 4: Wirkung des Calcium-sensitiven Rezeptors (CaSR/ CaR) auf die Genexpression,
Synthese und Sekretion von PTH nach (Murray et al. 2008). Die durch den CaSR vermittelte
Kontrolle der PTH-Synthese und -Sekretion ist von zentraler Bedeutung fur die Calcium-
Homdostase von Sadugetieren. Eine niedrige Calcium-Konzentration (ionisierten Calciums)
stimuliert die Ausschittung von PTH, welches eine Erhdhung des Blut-Calcium-Spiegels
vermittelt. Bei hohen Calcium-Konzentrationen (ionisierten Calciums) wird die PTH Sekretion
Uber den CaSR inhibiert und dadurch der Blut Calcium-Spiegel gesenkt.

2.2.3 Parathormon (PTH)

Parathormon, ein Polypeptid aus 84 Aminosauren, wird in den Epithelkérperchen der
Nebenschilddriise gebildet. Bei einem Abfall der Calcium-Konzentration im Blut, gemessen
durch Calcium-sensitive Rezeptoren (CaSR) auf PTH-sezernierenden Zellen (Abb. 4), wird
es vermehrt gebildet und freigesetzt (Nemeth und Scarpa 1987; Brown et al. 1993), durch
hohe Konzentrationen von 1,25(0OH),D; im Blut wird die PTH-Gen-Transkription gehemmt
(Carmeliet et al. 2003). Die Wirkung von PTH in den Zielorganen wird Uber den G-Protein-
gekoppelten PTH1-Rezeptor (PTH1R) vermittelt (Mannstadt et al. 1999).

Eine durch PTH induzierte schnelle Calcium-Abgabe aus dem Knochen tragt relativ
kurzfristig zur Steigerung der Calcium-Konzentration im Blut bei, von geringer Bedeutung ist
beim Wiederkduer die ebenfalls durch PTH induzierte erhéhte Calcium-Rickresorption und

Phosphat-Exkretion in der Niere. In den proximalen Tubulus-Zellen der Niere wirkt PTH

11
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cAMP-vermittelt stimulierend auf die 1,25(OH).D; Synthese aus 25(OH),D; (Rost et al.
1981). St-Arnaud et al. haben steigende 1a-Hydroxylase-mRNA-Konzentrationen unter PTH-
Medikation gezeigt (St-Arnaud et al. 1997), welche durch den direkten Einfluss von PTH auf
die Gentranskription der 1a-Hydroxylase erklart wird (Brenza et al. 1998; Murayama et al.
1998). Die 1a-Hydroxylase ist ein streng reguliertes Enzym, welches 25(OH)D; zum aktiven
1,25(0H),D3; hydroxyliert. Am Knochen induziert PTH neben einer schnellen Calcium-
Abgabe aus dem osséaren Calcium-Pool eine Langzeit-Anderung Uber eine indirekte Wirkung
auf den osteoklastischen Knochenabbau. In Osteoblasten stimuliert es die Produktion von
receptor activator of NF-kB- ligand (RANKL), ein Rezeptor-Protein welches Uber den von
Osteoklasten exprimierten Rezeptor RANK (receptor activator of NF-kB) auf die
Osteoklasten-Reifung Einfluss nimmt (Dusso et al. 2005). Osteoklasten bewirken den Abbau
von Knochen und damit die Freisetzung von Calcium. Des Weiteren beeinflusst PTH in
Osteoblasten Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Regulationsmolekule und Zell-
Zyklus-Regulations-Proteine und nimmt dadurch Einfluss auf Osteoblasten-Proliferation,
-Differenzierung und -Funktion (Datta und Abou-Samra 2009). Auferdem wirkt PTH
inhibierend auf die Osteoprotegerin-Synthese (Lee und Lorenzo 1999), einem hormonellen
Regulator der Knochenresorption. Osteoprotegerin (OPG) ist Mitglied der Tumor-Nekrose-
Faktor-Familie und blockiert im extrazelluldaren Milieu die Osteoklastogenese und
-differenzierung (Simonet et al. 1997) durch Konkurrenz mit RANKL um RANK (Lacey et al.

1998), wodurch es dem osteoklastischen Knochenabbau entgegen wirkt.

Die dargestellten Vorgange sind auch fur das Rind zutreffend. Die Ausschittung von PTH ist

zeitnah nach Abfall des Calcium-Spiegels gemessen worden (Blum et al. 1983).

Neben Parathormon wirkt ein dem PTH ahnliches Protein auf die Calcium-Homdostase ein.
Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) wird im Gegensatz zu PTH in vielen Geweben
wie Haut, BlutgefalRen, glatter Muskulatur, Knochen und Niere exprimiert (Datta und Abou-
Samra 2009). Es weist Sequenzhomologien mit PTH auf, welche es ihm erméglichen mit
renalen und ossaren PTH1R zu interagieren und dadurch dieselben Zellreaktionen wie PTH
auszulésen (Goltzman et al. 1989). Versuche mit PTHrP-Gen Ablationen resultieren unter
anderem in gestorter Skelettentwicklung (Karaplis et al. 1994). In in vitro Versuchen wurde
gezeigt, dass 1,25(0OH).,D; Calcium-Konzentration- und zeitabhangig inhibierend oder

stimulierend auf die Synthese von PTHrP wirkt (Kremer et al. 1991), wobei ein inhibitorisches
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response element (spezifische DNA-Bindungsstelle) fur 1,25(0OH),D; im Promotor-Abschnitt
des PTHrP-Gens eindeutig bestimmt wurde (Kremer et al. 1996). Diese Zusammenhange
sind fur die Hypocalcamie bzw. Gebarparese des Wiederkauers aber wahrscheinlich nicht

relevant.

2.2.4 Calcitonin

Calcitonin, ein Polypeptid aus 32 Aminosauren, wird in den parafollikuldaren C-Zellen der
Schilddriise gebildet. Calcitonin ist der wichtigste Antagonist von PTH, es wirkt einer
Hypercalcamie entgegen. Bei zu starkem Anstieg der Blut-Calcium-Konzentration, ebenfalls
durch Calcium-sensitive-Rezeptoren gemessen (Fudge und Kovacs 2004), wird Calcitonin
sezerniert. Es hemmt die Calcium-Resorption aus dem Knochen (Murayama et al. 1998) und
stimuliert die Calcium-Ausscheidung mit dem Harn (Bijvoet et al. 1971; Warshawsky et al.
1980). In der Niere stimuliert es aulierdem die 1a-Hydroxylase (Galante et al. 1972;
Murayama et al. 1998) und induziert dadurch indirekt die Synthese von 1,25(OH),Ds.
1,25(0H),D3 wiederum inhibiert die Synthese von Calcitonin (Naveh-Many und Silver 1988)
durch direkte Beeinflussung der Gen-Expression Uber ein negatives response element in der
das Calcitonin-Gen umgebenden DNA (Peleg et al. 1993).

In einer Studie mit durch 1,25(0OH),D; induzierter Hypercalcamie bei Rindern, senkte
Calcitonin den Blut-Calcium-Spiegel erfolgreich (Barlet 1980). Nicht ausreichend geklart ist,
warum das Fehlen oder eine Uberproduktion von Calcitonin nicht zu einer Entgleisung des

Calcium-Haushalts fihrt (Erben 2010).

2.2.5 Calicitriol

Vitamin D ist ein fettldslicher, steroidahnlicher Wirkstoff und wird auch anti-rachitisches
Vitamin genannt (Pschyrembel 2007a). Es wird Uber die Nahrung aufgenommen oder durch
UV-Strahlung in der Haut aus einem Cholesterol-Derivat (7-Dehydrocholesterol)
synthetisiert. Damit gehort Vitamin D strenggenommen nicht zu den Vitaminen, da es bei
ausreichender UV-Exposition vom Koérper selbst synthetisiert werden kann.

Im Korper wird Vitamin D durch zweifache Hydroxylierung an C; und Cys zum wirksamen
Vitamin-D-Hormon Calcitriol synthetisiert. Die erste Hydroxylierung erfolgt unreguliert, also
lediglich abhangig von der Substratmenge, in der Leber an Co5 durch die D3-25-Hydroxylase

(CYP27), einem mitochondriellen und mikrosomalen Cytochrom p-450-Enzym (Cheng et al.
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2003). Es entsteht 25(0OH)D; (Calcidiol, 25-Hydroxycholecalciferol), welches selbst
metabolisch nicht aktiv ist, aber als Indikator der Vitamin-D-Versorgung angesehen werden
kann (DeLuca 2004). Durch die zweite Hydroxylierung in der Niere an C, entsteht das aktive
1,25(0H),D;3 (Calcitriol, 1,25-Dihydroxycholecalciferol) (Holick et al. 1971). Die Reaktion
erfolgt durch das Enzym 25(OH)Ds;-1a-Hydroxylase (CYP1a) in den proximalen
Tubuluszellen der Niere, welches durch hohe 1,25(0OH),D;-Konzentrationen gehemmt (Gray
et al. 1972) und niedrige Calcium-Konzentrationen induziert wird (Armbrecht et al. 1999).
Aktiviert wird die 1a-Hydroxylase durch PTH (Kap. 2.2.3) und Calcitonin (Kap. 2.2.4). Die 10-
Hydroxylase wurde auch in extra-renalen Geweben nachgewiesen (Murayama et al. 1999).
25(0OH)D; kann auch an anderen C-Atomen hydroxyliert werden, so zum Beispiel an Cy
durch die 25(OH)D;-24-Hydroxylase (CYP24) in allen Zielzellen von 1,25(0OH).D; (Jones et
al. 1998). 25(0OH)D3 und 24,25(0OH),D; haben jedoch nur ein Hundertstel der
Bindungsaffinitdt von 1,25(0OH),D; (Dusso et al. 2005). Man geht davon aus, dass
24,25(0H),D3; sowohl Abbauprodukt ist, als auch eine eigene nicht-genomische Wirkung auf
den Knochenstoffwechsel durch Modifizierung der Knochenmatrix und Kalzifikation hat
(Boyan et al. 1994). Die Induktion der 24-Hydroxylase durch 1,25(0OH),D; wird von PTH
moduliert (Armbrecht und Hodam 1994; Armbrecht et al. 1997).

Die zelluldre Wirkung von 1,25(0H),D; wird durch den intrazellularen VDR vermittelt®.
Wichtigste Funktion von 1,25(0OH),D; ist die Erhéhung der Blut-Calcium-Konzentration durch
Mobilisierung von Calcium aus dem Knochen, Erhéhung der intestinalen Calcium- und
Phosphat-Resorption und die Steigerung der renalen Calcium-Reabsorption durch
Steigerung der Synthese der entsprechenden Proteine. Unter anderem wird auch die Gen-

Expression des VDR durch 1,25(0OH),D; geregelt (Zella et al. 2006).

1,25(0OH),D;-vermittelte Calcium-Resorption:  Der epitheliale Calcium-Transport erfolgt
in der Niere und im DiUnndarm trans- und parazellular (Abb. 5).

Bei parazelluldarer Aufnahme mussen die Calcium-lonen tight junctions uUberwinden. Der
Transport des Calciums verlauft dabei passiv, abhangig von Konzentrationsgradient und
elektrischem Gradient. Die tight junctions werden durch Wachstumsfaktoren, Hormone,
Zytokine und andere Faktoren moduliert (Hoenderop et al. 2005).

Der transzellulare Calcium-Transport verlauft mithilfe mehrerer Transportproteine. Calcium

wird in der Niere vorwiegend Uber TRPV5- (transient receptor potential cation channel

® Eine genaue Beschreibung der VDR-vermittelten Ablaufe erfolgt im Kapitel 2.5 (Vitamin-D-Rezeptor).
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subfamily V, ECaC1, CaT2) Kanale (Hoenderop et al. 1999) und im Magen-Darm-Trakt
vorwiegend Uber TRPV6- (ECaC2, CaT1) Kanale (Peng et al. 1999) in die Zelle geleitet.
Dieser Influx verlauft entlang eines grofien Konzentrationsgradienten und ist von der Anzahl
der Kanale abhangig. Die Anzahl der Kanale wird von 1,25(0OH),D; reguliert (Hoenderop et
al. 2005). Zusatzlich besitzen die TRPV-Kandle Calcium-abhangige Autoregulations-
Mechanismen, die zu schneller Inaktivierung und langsamer Down-Regulierung fihren
(Vennekens et al. 2000). TRPV5-Kanale werden durch das Hormon Klotho aktiviert
(Alexander et al. 2009), welches bei Mutation unter anderem mit Osteoporose und

schnellerem Altern in Verbindung gebracht wird (Kuro-o et al. 1997).

Trotz hoher Calcium-Transport-Raten, ist die zytosolische Konzentration freier Calcium-
lonen in der Zelle gering. Das lasst sich folgendermalien erklaren: in der Zelle vermitteln
calcium-binding proteins, sogenannte Calbindine, den Transport des Calciums von der
apikalen zur basolateralen Seite der Zelle (Abb. 5) und wirken durch die Calcium-Bindung
gleichzeitig als Calcium-Puffer. So wird der Calcium-Gradient fir den Influx in die Zelle
aufrechterhalten. Auch Calbindin wird von 1,25(0OH),D5 reguliert (Feher und Wasserman
1979; Feher et al. 1992). Bekannt sind zwei Typen des Calbindins: Calbinding,, welches bei
Saugetieren vor allem im Dinndarm vorkommt, und Calbindin,g, welches bei Saugetieren
vor allem in den Nierenzellen zu finden ist. Unklar ist, ob Calbindin wie andere Calcium-
bindende Proteine (z.B. Troponin C) mit spannungsabhangigen Calcium-Kanalen

kommuniziert (Hoenderop et al. 2005).

Der Efflux von Calcium erfolgt gegen einen Konzentrationsgradienten durch zwei bekannte
Calcium-Transporter in der basolateralen Membran. Bekannt sind ein Natrium-Calcium-
Austauscher (NCX) und eine Calcium-ATPase (plasma membrane calcium ATPase, PMCA).
In der Niere wird Calcium vor allem Uber NCX heraustransportiert (Bindels et al. 1992). NCX
wird durch PTH (Hoenderop et al. 2005) und 1,25(OH),D; reguliert, wie mit Vitamin-D-
defizienten knock-out Mausen bestétigt wurde (Hoenderop et al. 2002). Von den Calcium-
Pumpen (PMCA) sind vier Isoformen bekannt (PMCA 1-4). Im Dinndarm ist PMCA1b
vorherrschender Calcium-Transporter, wahrend NCX nur gering ausgepragt ist. Auch PMCA

wird durch 1,25(0OH),D; reguliert (Cai et al. 1993; Kip und Strehler 2004).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der para- und transzelluldren Calcium-Absorption,
modifiziert nach (Hoenderop et al. 2005). Der passive, parazelluldre Transport verlauft Gber
tight junctions entlang eines Konzentrationsgradienten. 1,25(0OH),D; reguliert die Calcium-
Aufnahme durch Stimulation der Transportproteine TRPV5/6, Calbindins, NCX1 und
PMCA1b. Die Absorption erfolgt in 3 Schritten: Calcium gelangt Gber TRPV5/6 Kanéle in der
apikalen Membran in das Zellinnere, wird dort von Calbindins zur basolateralen Seite
transportiert und Uber Calcium-ATPasen (PMCA) oder Na/Ca-Austauscher (NCX) in das
Interstitium befordert.

1,25(0OH),D;-vermittelte Calcium-Mobilisation aus dem Knochen: Wie PTH (Kap.
2.2.3) wirkt 1,25(0OH),D3 Uber die Stimulierung der Expression von RANKL auf die Reifung
osteoklastischer Vorauferzellen (Kitazawa et al. 1999) und hemmt die Bildung von OPG, was
ebenfalls zur Osteoklastogenese beitragt (Kondo et al. 2004). Wie PTH bewirkt 1,25(0OH),D3
also die Reifung der Osteoklasten und damit den Abbau von Knochenmatrix, wodurch die

Calcium-Freisetzung gefdrdert wird (Teitelbaum 2000).
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Phospat und Calciumhaushalt: Die klassische Beschreibung der Regulation des
Calcium-Stoffwechsels tber PTH, Calcitriol und deren Zielorgane schlie3t auch Effekte auf
den Phosphat-Haushalt ein. So wird z.B. die Phosphat-Absorption aus dem Darm durch
Calcitriol bzw. die renale Phosphat-Ausscheidung durch PTH erhéht. Diese Verbindung des
Phosphat-Stoffwechsels mit der Regulation des Calcium-Haushalts erklart aber eine Reihe
von Beobachtungen Uber Abweichungen im Phosphat-Haushalt nicht. Untersuchungen der
letzten 15 Jahre haben nun gezeigt, dass offensichtlich ein Phosphat regulierendes Hormon
existiert (Marsell und Jonsson 2010). Es handelt sich um den im Knochen gebildeten
fibroblast growth factor (FGW23). Zahireiche Untersuchungen an Versuchstieren (Maus und
Ratte) sowie am Menschen mit offensichtlich erblich bedingten Stérungen des Phosphat-
Haushalts haben verschiedene Wirkungsmechanismen des FGW23 aufgezeigt. Es kann als
gesichert angesehen werden, dass eine erhohte Phosphat-Konzentration im Blut zur
Freisetzung des FGW23 fihrt, der die Abgabe von PTH hemmt, in der Niere die Phosphat-
Ausscheidung erhdht und in der Niere die Bildung von Calcitriol reduziert. Die Wirkungen des
FGW23 auf die PTH-Freisetzung sowie die Calcitriol-Synthese tangieren die Regulation des
Calcium-Haushalts (Marsell und Jonsson 2010). Die bekannte Beziehung zwischen
Phosphat-Uberversorgung und der Inzidenz der Gebérparese kdnnte eine Erklarung Uber die
Wirkungen von FGW23 liefern (Julien et al. 1977; Barton et al. 1987), Untersuchungen uber
FGW23 beim Rind sind bisher jedoch nicht durchgefiihrt worden.
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2.3 Hypocalcamie-Management

Das Management der Hypocalcamie und Gebarparese bei der Milchkuh umfasst die

Pravention, Therapie und die zlichterische Selektion.

2.3.1 Pravention

Um einer Gebarparese grundsatzlich entgegenzuwirken, sollte man durch ein optimiertes
Management im Abkalbezeitraum folgende Punkte gewahrleisten: hohe Futteraufnahme,
Vermeidung der Verfettung durch Konditionsiberwachung mittels body condition score
(BCS), rutschfeste Liegeflachen zum Vermeiden von Verletzungen durch Aufstehversuche,
Minimierung der Verletzungsrisiken durch optimierten Kuhkomfort, verzégertes Ausmelken
bis drei Tage nach dem Kalben, Drenchen mit Wasser oder Wirkstofflésungen nach der
Geburt (Vitamine, Propylenglykol, Mengen- oder Spurenelemente) zum Beispiel Uber eine
Nasen-Schlundsonde (Staufenbiel 2004) bzw. zur Verfigung stellen von ausreichenden
Mengen warmen Wassers.

Spezielle Prophylaxe-MaRnahmen umfassen im Wesentlichen vier Strategien (Thilsing-
Hansen et al. 2002; Staufenbiel 2004):

1. Calciumapplikation zum Geburtszeitpunkt,

2. Anionen-reiche Futterung,

3. Calcium-restriktive Futterung im prapartalen Zeitraum und

4. Vitamin D/ Vitamin-D-Metaboliten Gabe.

Calciumapplikation zum Geburtszeitpunkt: GrolRe Mengen (50-1259) leicht
verfugbarer Calciumsalze werden oral zur Erhéhung der passiven Calcium-Aufnahme
verabreicht (Goff 2008). Stauffenbiel empfiehlt CaCl, oder anorganische Calcium-
Verbindungen einen Tag vor dem Kalben, zum Kalben, sowie 12 und 24 Stunden nach dem

Kalben (Staufenbiel 2004).

Anionen-reiche Fiitterung: Zur Sensitivierung von PTH und dadurch bedingter
Verstarkung der intestinalen Calcium-Aufnahme und ossaren Calcium-Mobilisation wird eine
milde metabolische Azidose herbeigeflihrt (Block 1984). Durch Gabe saurer Salze (Oetzel et

al. 1991) wird eine dietary cation-anion difference (DCAD) zwischen -100 und -150mval/kg
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Trockensubstanz Futter angestrebt (Anionen-Uberschuss). Die DCAD beschreibt die Menge
der Haupt-Kationen (Na* und K*) abziiglich der Haupt-Anionen (CI" und SO,*). Zur Kontrolle
der Wirkung der sauren Salze kann der pH im Harn gemessen werden, der idealerweise
zwischen pH 6-7 liegen sollte (Staufenbiel 2004). In verschiedenen Studien wurde bewiesen,
dass die Gebarparese-Inzidenz nach Fuitterung saurer Salze deutlich sinkt (Block 1984;
Oetzel et al. 1988; Oetzel 1991; Penner et al. 2008). Calcium sollte bei Einsatz von sauren
Salzen nicht restriktiv geflttert werden, da eine leicht azidotische Stoffwechsellage die
Calciumverfugbarkeit zwar heraufsetzt, nicht jedoch das verfigbare Calcium des Korpers
(Gelfert und Staufenbiel 2008). Ein Nachteil der Anionen-reichen Futterung ist die geringere
Aufnahme von Trockenmasse aufgrund der herabgesetzten Palatabilitdit des Futters
(Thilsing-Hansen et al. 2002). In einer Futterungsstudie mit CaCl,-versetztem Heu (und
dadurch negativer DCAD) wurden allerdings keine Unterschiede in der Aufnahme der

Trockenmasse im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (Penner et al. 2008).

Calcium-restriktive Fiitterung: Durch eine prapartale, Calcium-arme Futterung werden
die Regulationsmechanismen der Calcium-Homobostase frihzeitig aktiviert (Green et al.
1981) und kénnen so nach der Kalbung effizienter arbeiten. Um Calcium restriktiv zu flttern,
sollte die verabreichte Menge unter der normalerweise bendtigten Tages-Dosis von 30g
Calcium pro Tag liegen (Staufenbiel 2004). Herkdmmliche Futtermittel sind allerdings meist
Calcium-reich und ermdglichen das Herabsetzen des Calcium-Gehaltes nicht. Calciumfanger
kénnen den Calcium-Gehalt des Futter jedoch senken (Thilsing-Hansen et al. 2002; Wilson
2003). Die Gebarparese-Inzidenz war in Futterungsversuchen mit 8g Ca/d (Goings et al.
1974), 13-18g Cal/d (Wiggers et al. 1975) oder 26,4g Ca/d (van de Braak et al. 1986) in

Bezug zur Versuchsgruppe mit héherer Calcium-Aufnahme deutlich reduziert.

Vitamin D/ Vitamin-D-Metaboliten Gabe: Eine weitere Mdglichkeit der Milchfieber-
Prophylaxe ist die Gabe von Vitamin D oder seinen Metaboliten zur Aktivierung der
Calciummobilisation. Allen Vitamin-D-Praparaten gemein ist das Ausldsen eines negativen
Feedbacks auf die 1a-Hydroxylase in der Niere bei hohen Dosierungen (Horst et al. 2005)
und das Problem der Applikation in einem definierten Zeitfenster vor dem Geburtstermin, der
sich nur ungenau berechnen lasst. In Tab. 2 werden verschiedene Studien und ihre Wirkung

auf die Gebarparese-Inzidenz aufgefuhrt.
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Tab. 2: Ubersicht (ber verschiedene Studien zur Milchfieberprophylaxe mit Vitamin D, bzw.
Vitamin-D-Hormon oder seinen Metaboliten. Legende: MF= Milchfieber

Vitamin D | Dosis Applikation | Bemerkungen Hypocalcamie- Referenz
Metabolit Inzidenz (HI)
Vitamin D 15-17,5 32d + 25d | 10 von 17 Kihen | Keine  Gebarparese- | (Littledike
mio IE prapartal starben an | Entwicklung, und Horst
Vitamin D | 22% MF-Inzidenz in | 1982)
Intoxikationen der Kontrollgruppe
1,25(0OH),D; | Kontrolle 5d prapart., 33% (2 of 6) (Gast et al.
0,4mg i.m. Reinjektion 0 1979)
alle 5d
1,25(0H),D; i.m., Erhéhung des (Yamagishi
+PGF2a kurz vor | Plasma-Calciums et al. 2005)
dem Kalben | bis 3d postpart.
1,25(0OH),D; | 500ug Oral, verhindert eine | (Hove und
+ Ca-reiche 24h prapart. Hypocalcamie, wenn | Kristiansen
Diat 1-3d prapart 3d prapart. verabreicht | 1982)
4-5d prapart
1a-(OH)D; Kontrolle 52-36h pra Hypocalcamie (Bar et al.
350ug i.m. | partum leichte Hypocalcamie 1985)
700ug i.m. | HWZ 2,1d Hypercalcamie
1a-(OH)D; Kontrolle i.m. nach 72h Geburt | 10 von 57 (Sachs et
350ug Ca’" 72h eingeleitet 2 von 60 al. 1987a)
prapart.
10-(OH)D; 700ug i.m. Keine Hypocalcamie (Sachs et
7-9d vor — al. 1987b)
350ug dem Kalben Hypocalcamie
25(0OH)D; 0,5-2,0mg | i.v. 2 von 5 ohne | 6 von 11 erholten sich | (Olson et
bei Zeichen | Rekonvaleszenz innerhalb von 13h al. 1973a)
von MF liten nicht an
Hypocalcamie
25(0OH)D; 4mg i.m., Starkere Effekte | Reduzierte (Jorgensen
8mg 3d prépart. bei P-armer Diat Milchfieberrate et al. 1978)
25(0OH)D; 2,0mg s.C. Schlecht pradiktive | (Olson et
Absorptionsrate al. 1973b)
4,0mg i.m. Reduziert MF | Hypocalcédmieinzidenz
wenn 72h bis 10d | sank von 29% auf 16%
8,0mg vor dem Kalben | Hypocalcdmieinzidenz
verabreicht sank von 52% auf 19%
1,25(0OH),D; | 25,100,400 Eingeschrankte Leichte Hypercalcamie | (Goff et al.
Mg Nierenfunktion bei | und -phosphatamie 1986)
24F- 100 und 400ug | Mittlere Hypercalcamie
1,25(0H)D; Dosis, und -phosphatédmie
24,24F »- Studie mit nicht- | Schwere
1,25(0OH)D; laktierenden Hypercalcamie und -
Kuhen phosphatamie
24F- Kontrolle 85% MF (Goff et al.
1,25(0CH)Ds | 100ug i.m. Keine Erhdhung | 43% 1988)
+ Ca-reiche | 150, 1-mal/Wo, | der 29%
Diat bis zur | Hydroxyprolin-
Kalbung werte (keine Ca**
Resorption  aus
dem Knochen)
24F- Kontrolle 80% (8von10) (Goff und
1,25(0H)Ds s.C., 7d 9% (1von11) Horst
prapart. alle 1990)
7d
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Vitamin D (Cholecalciferol) muss nach Applikation im Koérper zunachst zum Vitamin-D-
Hormon (1,25(0OH).D3) umgebaut werden. Die wirksame Dosis liegt dabei nahe der toxischen

(Goff 2008), welche Weichteil-Calcifikationen hervorruft (Littledike und Horst 1982).

2.3.2 Therapie

Die Infusion Calcium-haltiger Lésungen wird heute als Therapie der Wahl eingesetzt (Horst
et al. 1997; Staufenbiel 2004; Horst et al. 2005; Gelfert et al. 2007). Als Richtlinie empfehlen
Goff et al. die Infusion von 2g Calcium pro 100kg Kdrpergewicht bei einer Infusionsrate von
1g Calcium pro Minute. Bei zu schneller Applikation kommt es zu Herzarrhythmien oder
sogar zum Herzstillstand (Goff 2008), weswegen die Gabe sorgfaltig Uberwacht werden

sollte.

2.3.3 Zucht

Zur Steigerung der Milch- und Fleischproduktion in der Rinderhaltung, werden von den
Tieren Zuchtwerte fur Einzelmerkmale (z.B. Kalbeverlauf, somatische Zellzahl in der Milch)
erstellt, mithilfe derer die erfolgreiche Vererbung des Merkmales an die Nachkommen
ausgedrickt wird. Die Zuchtwerte werden nach 6konomischen und genetischen Kriterien
gewichtet und in Teilzuchtwerten zusammengefihrt, welche ebenfalls gewichtet in einem
Gesamtzuchtwert zusammengefasst werden. Tiere mit Zuchtwerten Gber dem Durchschnitt
der Population (100) werden als positive Vererber bezeichnet und vermehrt in der Zucht
eingesetzt, um bestimmte Merkmalsauspragungen in der Population zu verbessern (Muller
und Reinecke 2004). Bislang basierte diese Zuchtwertschatzung auf der Bewertung des
Phanotyps des Tieres, seiner Eltern, der Geschwister und seiner Nachkommen.

Mit molekulargenetischen Methoden kann das gesamte Genom eines Tieres seit kurzem
anhand von individuellen Punktmutationen der DNA, sogenannten single nucleotide
polymorphisms (SNPs), kartiert werden (Abb. 6). Dafur stehen DNA-Chips zur Verfugung,
mit denen bis zu 50000 SNPs nachgewiesen werden kénnen. Anhand von Daten aus der
Zuchtwertschatzung und mithilfe von familiaren Kopplungsstudien kdénnen die Effekte der
SNPs auf Leistung und Exterieur innerhalb einer Population geschatzt werden, ohne dabei
die genaue Funktion eines Gens zu kennen. Der sogenannte genomische Zuchtwert ist die
Summe der geschatzten Effekte aller erfassten SNPs bezuglich eines Merkmals (Brade und

Brade 2010). Aufgrund der Diploidie missen die Haplotypen (Nukleotid-Sequenzvarianten)
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beider Eltern bestimmt werden, um Aussagen Uber die Funktionalitat der Genkopien machen

zu kénnen (Hoehe et al. 2009).

SNP
a) SNPs l

wn

NP SNP

Chromosom 2 AACAICIGCCA ... TTCGIAIGGT C ... AGTC ACCG
Chromosom 3 AACAI|ITIGC CA ... TTCGIGIGGT C ... AGTC ACCG
Chromosom 4 AACA|ICIGCCA ... TTCG GG T |C...... AGTC ACCG

a) Haplotypen \

Haplotyp 1 CTCIAAGTACGGTTCAGGCA

Chromosom 1 AACAICIGCCA ... TTCGIGGTC ...... AGTC|GIACCG

Haplotyp2 T T G TTGICIGCAACAIGITAATA
Haplotyp3 C C C ATCITIGTGATAICITGGTG
Haplotyp4 T C G TTCICIGCGGTTI|ICIAGACA
r s
c) Marker SNP G T/c C/G

Abb. 6: SNPs, Haplotypen und Marker SNPs. a) SNP: DNA Abschnitt mit vier Versionen
derselben Chromosomenregion verschiedener Individuen. Die Abschnitte sind bis auf drei
Basen identisch. Jedes SNP hat zwei mdégliche Allele (hier Allel C und T fir SNP 1). b)
Haplotypen: Ein Haplotyp besteht aus einer bestimmten Kombination von SNPs. Hier
dargestellt sind die beobachteten Genotypen von 20 SNPs, welche sich Uber 6000 Basen
der DNA erstrecken. Gezeigt werden nur die variablen Basen, einschlieRlich der drei SNPs
aus Abschnitt a. Fur diese Region, hat sich gezeigt, dass die meisten Chromosomen einer
Population die Haplotypen 1-4 besitzen. c¢) Marker SNPs: Die Genotypisierung der drei
Marker SNPs reicht aus, um die vier Haplotypen zu identifizieren. Wenn die Marker SNPs
eines bestimmten Chromosoms beispielsweise das Muster A-T-C aufweisen, passt dieses
Muster auf jenes des Haplotyps 1. Modifiziert nach (International HapMap Consortium 2003).

Studien haben gezeigt, dass die Prognosen mittels des genomischen Zuchtwertes
zuverlassiger sind, als die durch traditionell berechnete Zuchtwerte. Je mehr Tiere und
genetische Marker in die Berechnung einbezogen werden, desto grof3er ist die prognostische
Sicherheit (VanRaden 2008). Um genetische Gemeinsamkeiten prazise zu ermitteln, sollten
uber 100000 verschiedene Marker verwandt werden (Meuwissen 2007). Je grofer das
Wissen Uber Genabschnitte und ihre Auswirkungen auf phanotypische Merkmale und
Produktionsleistung ist, desto grofRer ist die rechnerische Genauigkeit (VanRaden et al.

2009).
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Wenn in Zukunft die Zuchtwertschatzung ohne Leistungstest der Nachkommen méglich wird
(Soller 1994), haben Studien eine Kostenreduzierung um 92% durch alleinige
Zuchtwertmessung mittels genomischem Zuchtwert ermittelt und die Moglichkeit in Aussicht
gestellt, dass genetische Anderungen in einer Population effektiver bewirkt werden kénnen

(Schaeffer 2006).

2.4 Ursachenforschung

Eine ganze Reihe von Gebarparese beglinstigenden Faktoren sind seit langem bekannt. An
erster Stelle steht ein fehlerhaftes Herdenmanagement mit Haltungs- und Fitterungsfehlern
in der Transitphase (2-3 Wochen vor bis 3-4 Wochen nach der Kalbung) (Kap. 2.3.1). Fehler
im Herdenmanagement kdnnten die grof3e Breite der Gebarparese-Inzidenz von 0 - >80% in

Milchviehhaltungen erklaren (Mullen 1975; Lean et al. 2006).

Neben dem Einfluss durch reine Stallhaltung (Hardeng und Edge 2001), Klimaeinflissen
(Roche 2006) oder Uberkonditionierung, das heilit einem BCS > 3,5 (Heuer et al. 1999;
Theera et al. 1999; Thilsing-Hansen et al. 2002), werden die nachfolgenden Punkte als

Ursachen fir die Entstehung einer Gebarparese diskutiert.

Pradisposition durch endokrine Fehlfunktionen: Ausgeschlossen werden konnten
Stérungen in der hormonellen Antwort von PTH (Mayer et al. 1969), 1,25(0H),D; (Horst et al.
1978) oder Calcitonin (Mayer et al. 1975; Shappell et al. 1987) auf eine Hypocalcamie. Die
Hormonspiegel erkrankter Kilhe waren genauso hoch oder hoher als die Nicht-Erkrankter.
Bandzaite et al. fanden eine negative Korrelation zwischen erhéhten PTH-Konzentrationen
und niedrigen Calcium-Konzentrationen im Blut paretischer Kiihe. Die PTH-Werte gesunder
Kihe lagen zwischen 3,47 und 5,20pmol/L, die paretischer Kihe lagen zwischen 3,95 und
15,21pmol/L (Bandzaite et al. 2005). Murray et al. sehen eine herabgesetzte Osteoklasten-
Sensibilitat fur PTH als Grund fur die im Alter reduzierte ossare Calcium-
Mobilisierungsfahigkeit bei der Kuh (Murray et al. 2008). Armbrecht et al. fanden bei alten
Ratten eine reduzierte Fahigkeit von PTH, die renale 1,25(0OH),D;-Synthese zu stimulieren

(Armbrecht 1986; Armbrecht et al. 2003; Armbrecht et al. 2007).
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Smith et al. zeigten eine negative Korrelation zwischen erhéhten 24,25(0OH),Ds-
Konzentrationen und niedrigen Calciumspiegeln bei erkrankten Kihen nach der Geburt
(Smith et al. 1982). Barton et al. konnten in einer Studie die Gebarparese-Inzidenz durch
24,25(0H),Ds-Injektionen erhdhen (Barton et al. 1984). Horst et al. malien bei paretischen
Kuhen einen prapartal erhdhten 24,25(0OH),D;-Wert, der mit der Geburt unter den Normwert
abfiel (Horst et al. 1979).

Einfluss von Ostrogen: Auch der Einfluss des Ostrogenanstiegs am Ende der
Trachtigkeit und sein Einfluss auf die Calcium-Homoostase sind untersucht worden, die
Resultate sind jedoch widersprichlich. Eine Erhdéhung der VDR-Gen-Transkript-
Konzentrationen wurde in mit Ostrdgen behandelten Ratten (Schwartz et al. 2000) und
Mausen (Duque et al. 2002) gemessen, wahrend andere Versuchsgruppen héhere VDR-
Konzentrationen in ovarektomierten Ratten malien (Leonard et al. 2001). Bei paretischen
Milchkiihen wurden héhere Ostrogenkonzentrationen als bei normo-calcdmischen Kiihen
gemessen (Sechen et al. 1988).

Ostrogen wird auRerdem mit der Fettleber-Entwicklung (Grummer 1993) und
Immunsuppression in Verbindung gebracht (Wyle und Kent 1977), die beide auch mit der

Hypocalcamie vergesellschaftet sind.

Einfluss der Fiitterung*: = Wahrend eine Calcium-reiche Diat (Jorgensen 1974) und durch
Giillediingung bedingte Kationen-reiche Diat (insbesondere Natrium und Kalium) die
Gebarparese-Inzidenz  erhéht (Block 1984), kann eine Calcium-arme Diat die
Regulationsmechanismen der Calcium-Homdostase ebenso stimulieren (Goings et al. 1974;
Green et al. 1981; Kichura et al. 1982) wie eine Phosphat-arme Diat (Barton et al. 1987).
Eine Magnesium-arme Diat reduziert die Mobilisationsfahigkeit von Calcium (Contreras et al.
1982; van de Braak et al. 1987). Weiterhin stimuliert eine leicht azidotische Stoffwechsellage
durch Zufltterung saurer Salze die Aktivitdt von PTH, welches als Folge eine erhdhte

1,25(0OH),D3s-Konzentration im Blut induziert (Abu Damir et al. 1994; Phillippo et al. 1994).

* Pravention der Gebarparese durch optimiertes Futtermanagement: Kapitel 2.3 (Hypocalcadmie-
Management)
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Rassebedingte Pradisposition: Bei der Rasse Jersey wurde eine hdhere Anfalligkeit zur
Entwicklung der Hypocalcamie beschrieben (Harris 1981; Lean et al. 2006). Goff et al.
fanden im Vergleich zur Rasse Holstein Frisean eine geringere Anzahl von VDR, wodurch
ein Sensibilitatsverlust fur 1,25(0H),D; im Zielgewebe hervorgerufen wird. Unterschiede der
Hypocalcamie-Inzidenz innerhalb der Jersey Population kdnnen damit aber nicht erklart

werden (Goff et al. 1995).

Heriditat: Die Heriditdt (Vererbbarkeit) von Gebarparese wird mit
widersprichlichen Werten zwischen 0,04 (Van Dorp et al. 1998) und 0,47 (Lyons et al. 1991)
angegeben. Die meisten Werte liegen jedoch zwischen 0,09 und 0,13 (Uribe et al. 1995;
Heringstad et al. 2005; Hossein-Zadeh und Ardalan 2010) und sind damit als gering
einzustufen. Die Anzahl der Laktationen, bzw. das Alter, gilt als Risikofaktor zur Entwicklung
einer Gebarparese (Abdel-Azim et al. 2005; Hossein-Zadeh und Ardalan 2010). Zusatzlich
wurde Uber eine genetische Korrelationen zwischen Milchfieber und Ketose berichtet

(Heringstad et al. 2005).

Altersbedingte Pradisposition: Bei Menschen (Ireland und Fordtran 1973),
Kdhen (Harris 1981) und Ratten (Armbrecht 1986) wurden erniedrigte Calciumaufnahme-
Raten aus dem Darm mit erhéhtem Alter festgestellt.

Ebeling et al. stellten bei Frauen zwischen 20 und 87 Jahren eine geringere Konzentration
intestinaler 1,25(0OH),D3;-Rezeptoren (VDR) mit zunehmendem Alter fest (Ebeling et al.
1992). Kinyamu et al. sprachen der Abnahme der VDR-Konzentration jedoch nur eine
Teilschuld an der abnehmenden Calcium-Aufnahme zu (Kinyamu et al. 1997). Andere
Studien widerlegen die Abnahme der VDR mit dem Alter (Lee et al. 2003).

Horst et al. fanden bei jungen Ratten eine hohere Anzahl ungebundene VDR, aber gleiche
Dissoziationskonstanten der Rezeptoren bei alten und jungen Ratten. Bei Infusion von
1,25(0H),D; gab es bei den jungen Ratten eine signifikant gréfiere VDR-Hochregulierung
(Horst et al. 1990). Liang et al. fanden weniger VDR- und Calbindin-mRNA in alten als in
jungen Ratten (Liang et al. 1994). Liang et al. begrindeten eine niedrigere Calcium-
Aufnahme in isolierten Duodenumzellen alter Ratten mit niedrigen 1,25(0OH).D;-Serum-
Konzentrationen (Liang et al. 1989; Liang et al. 1991), wahrend Wood et al. keine Abnahme
der VDR-Konzentrationen, aber eine abnehmende Sensibilitat fir 1,25(0OH).D; feststellten

(Wood et al. 1998). Johnson et al. fanden bei 18 Monate alten Ratten aulRerdem eine
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signifikant erhdhte Aktivitat und erhéhte mRNA-Konzentration der renalen 24-Hydroxylase im
Vergleich zu jingeren Tieren (Johnson et al. 1995).

Auch bei der Milchkuh wurde eine erhdhte Gebarparese-Inzidenz mit zunehmendem Alter
(ab der dritten Laktation) festgestellt (Curtis et al. 1984). Lean et al. fanden einen Anstieg der
Gebarparese-Inzidenz von 9% pro Laktation (Lean et al. 2006). Griinde dafir kénnen eine
niedrigere Anzahl und Ansprechbarkeit des VDR mit erhéhtem Alter sein (Horst et al. 1990).
Aulerdem nimmt mit der Laktationszahl auch die Milchleistung zu, was einen erhéhten
Calciumbedarf bei altersbedingt reduzierter Calcium-Transportrate aus dem Darm und
Mobilisierungsrate aus dem Knochen mit sich fluhrt (Horst et al. 2005). Liesegang et al.
fanden jedoch bei Rindern der Rassen Holstein Frisean und Brown Swiss keine Abnahme
von intestinalen VDR mit dem Alter (Liesegang et al. 2008).

Yamagishi et al. stellten in einer Studie eine negative Korrelation zwischen duodenaler
Calbinding.e-mRNA und dem Alter fest (Yamagishi et al. 2006), wahrend Lee et al. eine
altersbedingte Erhohung der humanen Calbinding.-Expression im Duodenum entdeckten

(Lee et al. 2003).

Vitamin-D-Rezeptor (VDR): Liesegang et al. stellten fest, dass die Anzahl des VDR
bei der gesunden Kuh mit dem Zyklus der Laktation schwankt, wobei am Anfang jeder
Laktation die VDR-Konzentration am geringsten ist (Liesegang et al. 2007). Goff et al. fanden
aber keine unterschiedliche Anzahl der VDR im Colon gesunder und hypocalcamischer
Jersey-Kihe (Goff et al. 1995).

In der Humanmedizin sind Variationen in der Gensequenz des VDR wiederholt als Grund flr
Stérungen im Calciumstoffwechsel beschrieben worden. So sind Korrelationen zwischen
Polymorphismen des VDR und verandertem Milch-Calcium-Gehalt, geringerer
Knochendichte, erhdhtem Frakturrisiko, Osteoporose, Rachitis oder Osteomalazie
nachgewiesen worden. In Studien wurde gezeigt, dass die Ansprechbarkeit des Rezeptors
bei bestimmten Veranderungen herabgesetzt wird oder er in seiner Funktion malfgeblich

beeinflusst wird®.

® Eine ausfiihrliche Erlauterung folgt in Kapitel 2.5.4 (Polymorphismen und Punktmutationen des
VDR).
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2.5 Vitamin-D-Rezeptor (VDR)

Die Signalverarbeitung von 1,25(0OH),D; Uber den intrazellularen Vitamin-D-Rezeptor (VDR)
ist von zentraler Bedeutung bei der Umsetzung der Signalkaskade zwischen Calcitriol und
der Expression Calcitriol-abhangiger Gene (DeLuca 2009) und somit der Regulation des
Calcium- und Phosphor-Stoffwechsels.

Variationen der Gensequenz des VDR kénnten analog zum Menschen Abweichungen in der
Signalverarbeitung oder sogar einer Resistenz gegenuber Calcitriol bedingen und zu einer
erhéhten Hypocalcamie-Inzidenz beitragen.

Bisher wurden mogliche Polymorphismen des Vitamin-D-Rezeptors bei der Milchkuh nicht
als eine weitere Moglichkeit der individuell unterschiedlichen Signalverarbeitung und damit

der Pradisposition zur Entwicklung einer Gebarparese nachgewiesen oder diskutiert.

2.5.1 Aufbau und Funktionsweise des VDR
Das 55kB lange Gen des bovinen VDR ist auf Chromosom 5 lokalisiert und enthalt zehn

Exons (Abb. 7).

Aufbau: Der VDR ist ein Liganden-bindender Transkriptionsfaktor aus der Gruppe der
Steroidhormonrezeptoren (Fleet 2006). Durch Bindung an 1,25(0OH).D; aktiviert, reguliert er
die Transkription von verschiedenen Genen. Er besteht aus 427 Aminosauren und besitzt
eine Hormon-bindende Domane am COOH-Ende und zwei Zink-Finger-Motive in der
hochkonservierten DNA-bindenden Domane am NH,-Ende, um an den Promotor

(regulatorische Gensequenz) zu binden (Horst et al. 1994; Dusso et al. 2005).
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Chromosom 5 - NC_007303.4

35511365 35744059 |
} ErEr——— I
a 4um VDR C pwepmmmms) o E=————)
b = d 4mm

| H—H1H—H
4

Exons: 1 203 D6 89 10

a) Transmembrane protein 106C

b) hCG15121-like

c) Histone deacetylase 7

d) Solute carrier familiy 48

e) Rap genuine nucleotide exchange factor

Abb. 7: Lokalisation des tiber 55kB langen bovinen VDR-Gens auf Chromosom 5 sowie die
Anordnung der zehn Exons im Gen, modifiziert nach (NCBI 2011). a-e: Lokalisation anderer
Gene auf dem Chromosom

Die in Abb. 8 dargestellten Domanen sind fir die vier Hauptschritte des VDR zur Kontrolle

der Gentranskription verantwortlich (Dusso et al. 2005).

1) Bindung des Liganden 1,25(OH),D3 (E)

3
4

)
2) Heterodimerisation mit dem Retinoid-X-Rezeptor (H)
) Bindung des Heterodimers an die DNA (DBD)

)

Rekrutierung der mit dem VDR interagierenden Hilfsproteine (Co-Regulatoren) zur

Initiierung der Transkription (z.B. AF-2)
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Abb. 8: Der VDR besteht aus 427 Aminosauren. Dargestellt sind die funktionellen Domanen
des humanen VDR: DNA-bindende Doméne (DBD) mit zwei Zink-Finger-Motiven (Zn) am
Hs"N-Ende, Liganden-bindende (E) Doméne mit a-Helices (H) zur Heterodimerisation mit
dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) am COO™-Ende und Domanen zur Transaktivierung
(Konformationsanderung), insbesondere AF-2 (ligand-dependent activation function).
Modifiziert nach (Haussler 2008).

Funktionsweise: Im Plasma an Vitamin-D-bindendes-Protein (DBP) gebunden, wird
1,25(0H),D3 zu den Zielorganen transportiert und diffundiert dort aufgrund seines lipophilen
Charakters durch die Zellmembranen in die Zelle. Nach Bindung an den VDR bildet der
1,25(0OH),D3-VDR-Komplex mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) ein Dimer (MacDonald et al.
1993), welches sich an die Promotoren an der DNA anlagern kann. Diese Protein-Protein-
Interaktion (VDR-RXR) dient der korrekten Positionierung der DNA-bindenden Domanen an
ihre spezifischen DNA-Zielsequenzen (Kurokawa et al. 1993; Rastinejad et al. 1995;
Haussler et al. 1997).

Fir die Translokation aus dem Zytoplasma in den Zellkern spielt die AF-2-Domane (ligand-
dependent activation function domain) nahe dem COOH-Ende eine wichtige Rolle. Durch die
Hormonbindung wird eine Repositionierung der AF-2-Doméane  herbeigeflhrt
(Konformationsanderung), durch welche Motorproteine rekrutiert werden, die den Transport
des VDR-Komplexes zur DNA steuern (Masuyama et al. 1997; Racz und Barsony 1999). Die
Transkription wird nach Phosphorylierung des VDR (Hsieh et al. 1991) durch Dissoziation
vom Co-Repressor und Bindung an den Co-Aktivator-Komplex initiiert (Haussler 2008).

Die Sequenz der Bindungsstelle des Hormon-Rezeptor-Komplexes an der DNA wird als
vitamin D response element (VDRE) bezeichnet (Horst et al. 1994; Dusso et al. 2005). Den

entsprechenden Bindungsabschnitt des Hormon-Rezeptor-Komplexes bezeichnet man als
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HRE-Consensus-Sequenz. Sie besteht aus zwei hintereinander folgenden, identischen,
meist hexamerischen Abschnitten von Nukleotiden (direct repeats) (Kurokawa et al. 1993),
die durch mehrere (meist drei) Nukleotide, sogenannte Spacer, getrennt sind (Rachez und
Freedman 2000; Dusso et al. 2005). Diese genau festgelegte Nukleotid-Abfolge
gewabhrleistet eine spezifische Bindung der Protein-Dimere an die DNA (Perlmann et al.
1993).

Nach Bindung an den Promotor und Aktivierung von Hilfsproteinen stellt die RNA-
Polymerase aus der im Kern vorliegenden DNA RNA her (Transkription). Die RNA verlasst
den Zellkern und dient an den Ribosomen im Zytoplasma als Vorlage fir die

Proteinbiosynthese.

Hilfsproteine: Komplexe Zell- und Promotor-spezifische Hilfsproteine und Co-
Aktivator- und Repressor-Molekile (Abb. 9) sind an der Bindung des VDR-RXR-
1,25(0H),D3-Komplexes an die VDREs der Ziel-Gene und an der Transkription der Vitamin-
D-abhangigen Gene beteiligt (DeLuca und Zierold 1998). Die zwei Hauptaufgaben der
Hilfsproteine sind die ,Lockerung“ des Chromatins und Aktivierung der RNA- Polymerase |l
fur die Transkription. Beschrieben sind unter anderem TATA-Box binding protein (TBP), TBP
associated factors (TAFs), basal transkription factor (TFIIB) (Haussler et al. 1997), p160 Co-
Aktivatoren mit Histon-Acetylase-Aktivitdt (SRC-1, NcoA1, GRIP-1/ TIF2 und ACTR/pCIP)
und der Co-Aktivatoren-Komplex DRIP (VDR interaction protein), welcher die RNA-
Polymerase aktiviert (Christakos et al. 2003). Oft kommt den Hilfsproteinen eine bi-
funktionelle Rolle zu, je nach Konstellation induzieren oder hemmen sie die erfolgreiche

Gentranskription (Dusso et al. 2005).

Regulationsproteine: In Versuchen mit Neuwelt-Primaten hat man aullerdem zwei
Gruppen von Vitamin-D-Regulationsproteinen gefunden. Zum einen VDRE-binding proteins
(VDRE-BP), welche als dominant negative Inhibitoren die Interaktion der VDR-RXR Dimere
zu ihrem VDRE blockieren. Sie gehdren zur Gruppe der heterogenous nuclear
ribonucleoproteins (hnRNPs). Man vermutet, dass diese Proteine bei Uberexpression
Rachitis bei den Primaten verursachen.

Die zweite Gruppe stellen die intracellular vitamin D binding proteins (IDBPs) dar, welche

den intrazelluldaren Transport von Vitamin-D-Hormon und seinen Metaboliten regulieren
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(Adams et al. 2004). Man geht davon aus, dass IDBPs zellspezifisch die Bindungsraten von

VDR zu seinem Liganden modulieren (Dusso et al. 2005).

Der Abbau des VDR-Komplexes vollzieht sich iber einen Proteosomen-Komplex, wobei die
AF-2-Domane des VDR mit supressor for gal (SUG1), einer Komponente des 26S-

Proteosom, interagiert (Masuyama und MacDonald 1998).
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Abb. 9: Modell der Signalverarbeitung von 1,25(0OH),D; Uber den VDR. 1,25(0OH).D;
zirkuliert an Vitamin-D-bindendes Protein (DBP) gebunden im Blut und diffundiert aufgrund
seiner Lipophilie durch die Zellmembran der Zielzelle. Durch intracellular vitamin D binding
proteins (IDBPs) wird 1,25(0OH),D; entweder zur mitochondrialen 24-Hydroxylase
transportiert und inaktiviert oder zum VDR transportiert. Der 1,25(0OH),D3;-VDR-Komplex
heterodimerisiert mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und bindet an spezifische Sequenzen
der Promotor-Region des Zielgens (VDREs). Das DNA-gebundene Heterodimer zieht
Komponenten des RNA-Polymerase II-Pra-Initiations-Komplexes und nukleare Transkriptins-
regulatoren an, welche dann die Transkriptionsrate des Gens modifizieren. Modifiziert nach
(Brown et al. 1999; Dusso et al. 2005).
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Auler seiner Wirkung durch den VDR hat 1,25(0OH),D; noch VDR-unabhangige
Zellfunktionen inne: schnelle Stimulierung von lonen-Fluxen (Calcium-Aufnahme und
Freisetzen intrazellularer Calciumspeicher, z.B. Uber spannungsabhangige Calcium-Kanale
in Osteoblasten) und Aktivierung von Protein-Kinasen durch transkriptionsunabhangige
Mechanismen, wie zum Beispiel Phospolipase C und D, Inositol 1,3,4-Triphosphat und 1,2-
Diacylglycerol, Adenylatcyclasen, extracellular response activated kinase (ERK) und mitogen
activated protein kinase (MAPK, z.B. in Leukdmiezellen) oder Stimulation der

Insulinsekretion im Pankreas (Fleet 2004; Norman et al. 2004).

2.5.2 Vorkommen

Der VDR wird nicht nur in Niere, Knochen und Darm, sondern auch in vielen anderen
Geweben exprimiert (Tab. 3): z.B. Leber, Schilddrise, Nebenniere, Brust (Berger et al.
1988), Epidermis, Haarschaft, Talgdrisen, Hypophyse, Nebenschilddrise, Gonaden,
Thymus, Pankreas, Magen und Haut (Stumpf et al. 1979).

Tab. 3: VDR-Vorkommen in Geweben mit und ohne Beteiligung an der Calcium-Homdostase
(Holick 1995)

VDR-Vorkommen in | VDR-Vorkommen in Geweben, die nicht an der Calcium-
Geweben, die an der | Homdostase beteiligt sind
Calcium-Homoostase beteiligt

sind
Dinndarm Hypophyse Pankreas Haarfollikel
Knochen Prostata Brust Dermis
Niere Gonaden Magen Monozyten
Thymus Plazenta Lymphozyten
Nebenschilddriise | Epidermis Myozyten
Melanozyten Herzmuskel

Die Haut ist beispielsweise nicht nur Entstehungsort, sondern auch Zielorgan des Vitamin-D-
Hormons: 1,25(0H).D; wirkt inhibierend auf die Keratinozyten-Proliferation, aber stimulierend
auf die epidermale Differenzierung (Smith et al. 1986).

Evans et al. entdeckten einen Einfluss von 1,25(0OH),D; auf die fetal-plazentale Entwicklung

(Evans et al. 2004).
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Abb. 10: Starke Expression von
VDR in basalen Drusen- und
Krypten-Epithelzellen (BG) im
Duodenum der Ziege (Boos et al.
2007). Legende: oberflachliche
Epithel- (SE), Driusen- und
Krypten-Epithelzellen (SG),
intermediare Drusen- und
Krypten-Epithelzellen (1G), Villus
(V)

2.5.3 Zielproteine

Verteilung: Die VDR weisen ein deutliches
Segment-spezifisches  Verteilungsmuster  in
Magen-Darm-Trakt von Ziege (Boos et al. 2007),
Schaf (Riner et al. 2008) und Rind (Liesegang et
al. 2008) auf. In den genannten Studien wurde
die  Rezeptor-Konzentration = semiquantitativ
mittels nukledrer VDR-Immunreaktion gemessen.
So weisen oberflachliche Enterozyten und
Kryptenzellen eine geringe VDR-Konzentration
auf, wahrend basale und intermediar lokalisierte
Zellen eine héhere VDR-Konzentration zeigten
(Abb. 10).

Die Befunde der Segmente mit hoch
exprimiertem VDR decken sich mit den
Abschnitten der hodchsten Calciumaufnahme
(Schroder et al. 1997). Die Verteilung ist im
Duodenum am starksten und im Colon
descendens am schwachsten ausgepragt.
Signifikante Einflusse von Alter und Rasse
konnten nicht verzeichnet werden (Liesegang et

al. 2008)

Der VDR beeinflusst die Expression von Uber 200 Genen sowohl positiv als auch negativ

(Horst et al. 1994; Holick 2006). Neben Genen, deren Proteinprodukte die Calcium-

Homodstase kontrollieren (z.B. TRPV6, Osteocalcin, 25(0OH)D3, 24-Hydroxylase, Calbindin),

werden aber auch andere Proteine, wie zum Beispiel solche zur Immunmodulation

beeinflusst (Christakos et al. 2003).

Positiv kontrollierte Gene sind unter anderem Osteopontin (Noda et al. 1990), Vitamin-D-24-

Hydroxylase (Ohyama et al. 1994) und R3-Integrin (Cao et al. 1993). Negativ kontrollierte

VDRE (Haussler et al. 1995) existieren in der 5'-Region von Kollagen-Typ | (Pavlin et al.
1994), Sialoprotein im Knochen (Li und Sodek 1993), PTH (Demay et al. 1992) und PTH-
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related peptide (Falzon 1996; Kremer et al. 1996). Die genauen Mechanismen, mit denen
der VDR Gene sowohl positiv als auch negativ kontrolliert, sind noch nicht vollstandig geklart
(Haussler et al. 1997). Bekannt ist aber beispielsweise, dass die 1,25(OH),D;-vermittelte
Down-Regulierung von PTH Uber den VDR ohne RXR-Bindung ablauft, was zu der
Uberlegung fiihrte, dass die Repression der VDR-abhéngigen Gene andere Mechanismen

aufweisen kdnnte, als die der Stimulierung (Mackey et al. 1996).

2.5.4 Polymorphismen und Punktmutationen des VDR

In der Humanmedizin liegt der VDR-Forschungsschwerpunkt in der Entwicklung von
Prophylaxe-Strategien gegen Rachitis, Osteoporose und Osteomalazie (Holick 2003; Holick
2006).

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden mithilfe von Restriktionsenzymen (Bsml, Apal,
Taql) Nukleotid-Sequenzen bestimmter Abschnitte des menschlichen VDR-Gens untersucht,
um Polymorphismen (individuelle Abweichungen der Ursprungssequenz) festzustellen. Diese
allelischen Variationen des VDR wurden mit verschiedenen Krankheitskomplexen wie
Osteoporose, Frakturhaufigkeit oder unterschiedlichen Calcium-Gehalten in Blut, Milch oder
Knochen korreliert. Verschiedene Mutationen des VDR wurden beispielsweise fir die
autosomal rezessive Vitamin-D-Resistenz (hereditary vitamin D resistance rickets, HVDRR)
verantwortlich gemacht (Rut et al. 1994; Malloy et al. 1997).

Die mithilfe der Restriktionsenzyme gefundenen Basenabweichungen lagen dabei sowohl in
Intron- (Bsml, Apal) als auch in Exon-Bereichen des VDR-Gens (Tagl, Fokl). Bisher wurden
jedoch nur nicht-funktionelle Polymorphismen in gréf3eren Screening-Studien untersucht, die
keinen Effekt auf die kodierende Sequenz erkennen lassen (Uitterlinden et al. 2002). Basen-
Alterationen in Exons kénnen direkte Auswirkungen auf die Aminosauresequenz und damit
auf das Protein haben, wahrend Alterationen in der Promotor- oder 3’'UTR-Region des Gens
die mRNA-Expressionsraten und -Stabilitat beeinflussen kénnen. Korrelationen zwischen
Krankheitskomplexen und Polymorphismen in Intron-Bereichen werden durch gekoppelte
Vererbung mit funktionellen Polymorphismen erklart. Sie koénnen als Marker in der
Genanalyse eingesetzt werden (Uitterlinden et al. 2002).

Funktionelle Mutationen in Exons kdénnen je nach Lokalisation bestimmte Funktionen des
VDR beeintrachtigen. Whitfield et al. entdeckten zwei Punktmutationen in der Liganden-

bindenden Domane des VDR (1314S, R391C), welche die 1,25(0OH),Ds-abhangige

34



Literaturtibersicht

Transaktivierung und Heterodimerisierung mit dem RXR negativ beeinflussen (Whitfield et al.
1996). Mutationen im Bereich der Zinkfinger beeinflussen die DNA-Bindung (Sone et al.
1990), Mutationen am C-Terminus beeinflussen die Hormon-Bindung oder

Heterodimerisierung (Abb. 11).

Novel Mutations affecting
RXR heterodimerization

DNA Binding and Nuclear Localization Mutations

1314S R391C

DNA- . g
binding Hormone |Binding

Domain 24 89 427

Q152st0p R274L  Y295stop H305Q
Hormone Binding Mutations

Abb. 11: Natirliche Mutationen des humanen VDR, welche zu 1,25(0OH),Ds;-Resistenzen
fuhren kénnen. Je nach Lokalisation der Mutation sind unterschiedliche Funktionen des
Rezeptors gestort. Dargestellt sind bekannte Mutationen mit Auswirkungen auf die Bindung
des VDR mit der DNA, auf die Bindung des VDR mit seinem Liganden und auf die
Heterodimerisierung mit dem RXR. Nach (Haussler et al. 1997).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben die Auswirkungen von VDR-Polymorphismen
untersucht. Nachfolgend sollen drei Arbeiten stellvertretend genannt werden.

Fang et al. haben den Zusammenhang zwischen Polymorphismen des Vitamin-D-Rezeptors
und dem Auftreten von Osteoporose untersucht. Bei 6148 Patienten mit insgesamt 937
Frakturen wurde das VDR-Gen auf 15 verschiedene SNP geprift. Bei Patienten mit

bestimmten Normabweichungen der Nukleotid-Sequenz wurde ein erhdhtes Frakturrisiko
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festgestellt. Multiple Abweichungen gingen mit erniedrigten VDR-mRNA-Konzentrationen in
Osteoblasten einher (Fang et al. 2005).

Wood et al. haben einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen im humanen VDR-Gen
und einem mit geringerer Knochendichte einhergehenden erhéhten Frakturrisiko aufzeigen
konnen und stellten bei Vorliegen von Mutationen in funktionell kritischen Arealen des VDR-
Gens deutliche Effekte auf den Calciumstoffwechsel fest (Wood 1998).

In einer Studie von Bezerra et al. wurde der Einfluss von unterschiedlichen Apal-Bsml-Taql-
Haplotypen auf Knochenmasse und Milch-Calcium-Gehalt bei jugendlichen Muttern
nachgewiesen. Die Autoren testeten Blut- und Milchproben von im Schnitt 16,4 Jahre alten
laktierenden brasilianischen Mdattern, analysierten deren Calcium-Aufnahme mittels des
Programms The food processor (ESHA research) und malen die Gesamt- und lumbale
Knochendichte mittels Rontgen-Absorptiometer. Dabei fielen Unterschiede in der
Knochendichte, der Milch-Calcium-Konzentration und Serum-Parathormon-Konzentration bei

abweichenden VDR-Nukleotid-Sequenzen auf (Bezerra et al. 2008).

Die Ergebnisse von Bezerra waren ausschlaggebend fir diese Studie, Genvariationen im
VDR-Gen auch bei der Milchkuh zu untersuchen und auf Korrelationen mit der haufigsten
Calcium-Homoostase-Entgleisung der Kuh, mit der Gebarparese, zu testen.

In BLAST konnte ein Homologie der humanen (NC_000012.11) und bovinen (NC_007303.4)
VDR-DNA von 80,2% ermittelt werden. Ein alignment der humanen und bovinen open
reading frames (ORF) der VDR-mRNA mit dem Programm Jellyfish® ergab eine Homologie
von 88,8%, das humane und bovine VDR-Protein waren sogar zu 90% homolog.

In der Studie von Bezerra wurden jugendliche Muatter mit unterdurchschnittlichen Calcium-
Einnahmen ausgesucht, um Einflisse auf eine geringe Knochendichte in jungen Jahren zu
untersuchen, die mafgeblich an der Entstehung von Osteoporose im Alter beteiligt sind.

Im Gegensatz dazu wurde in dieser Studie der Schwerpunkt auf Milchkihe in einer
fortgeschrittenen Laktation mit durchschnittlichen Calcium-Einnahmen gelegt, um dem
Krankheitsbild der Gebarparese Rechnung zu tragen, welches in der Regel vermehrt in einer

fortgeschrittenen Laktation auftritt.
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2.6 Zusammenfassung und daraus resultierende Aufgabenstellung

Die Hypocalcamie gehort zu den wichtigsten Storungen des Mineralstoffwechsels der
modernen Milchviehhaltung, da zu Beginn der Laktation viele Milchkihe unter einem
abfallenden Blut-Calcium-Spiegel leiden. Fallt dieser unter den physiologischen
Schwellenwert von 2,0mmol/l kommt es zur Hypocalcamie. Die Hypocalcamie ist im
subklinischen Bereich mit leistungsmindernden Begleiterkrankungen vergesellschaftet, im
klinischen Bereich (<1,4mmol/l) kommt es zu einer schlaffen Lahmung mit Festliegen (Kap.
2.1). Der Korper reagiert auf die Hypocalcamie mit einem Anstieg von PTH und darauf
folgend mit einer verstarkten Synthese von 1,25(0OH),D;. Diese beiden Botenstoffe heben
den Blut-Calcium-Spiegel durch verstarkte Calcium-Absorption aus dem Magen-Darm-Trakt,
Calcium-Mobilisierung aus dem Knochen und gesteigerte Calcium-Reabsorption in der Niere
(Kap. 2.2). Die Wirkung von 1,25(0OH),D3; wird Uber den intrazelluldren Vitamin-D-Rezeptor
vermittelt. Durch Bildung eines 1,25(0OH),D3;-VDR-RXR Komplexes und darauffolgende
Anlagerung an vitamin D response elements der DNA wird die Genexpression verschiedener
Calcium-Homoostase-regulierender Proteine stimuliert. So wird zum Beispiel die
Proteinbiosynthese verschiedener Calciumtransporter und -kandale, aber auch die Synthese
von PTH, VDR und 1,25(0H),D; verstarkt (Kap. 2.2.5). Durch gezielte Prophylaxe-
Malnahmen, Therapieansatze und zichterischen Einfluss versucht man der Entstehung
einer Hypocalcamie entgegenzuwirken (Kap. 2.3), aulerdem gibt es verschiedene Ansatze,
eine individuell erhéhte Anfalligkeit fir die Entgleisung der Calcium-Homoéostase zu erklaren
(Kap. 2.4). In der humanmedizinischen Forschung ist der Zusammenhang zwischen
Abweichungen in der Gensequenz des VDR und Variationen seiner Funktionalitdt bzw.
Stérungen im Calciumhaushalt untersucht worden. Zwischen humaner und boviner VDR-
DNA existiert eine Homologie von 80,2%, die ORF der humanen und bovinen VDR-mRNA ist
sogar zu 88,8% homolog (Kap. 2.5.4).

Aufgrund der vorgestellten Literatur ergibt sich folgende Fragestellung:

Existieren Gen-Sequenz-Variationen im Vitamin-D-Rezeptor-Gen der Milchkuh, die mit

einer erhohten Anfilligkeit fir Gebarparese einhergehen?
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Im ersten Schritt der vorliegenden Arbeit sollen fir das VDR-Protein kodierende Abschnitte
des VDR-Gens (Exons) von Milchkiihen sequenziert werden und auf Sequenz-Variationen
zwischen den Tieren, zur verodffentlichten Sequenz auf NCBI und auf deren potentielle
Auswirkungen auf die Aminosauresequenz untersucht werden.

Im zweiten Schritt sollen eventuelle Sequenzalterationen mit der Krankengeschichte

(vorangegangene Hypocalcamie) der Tiere korreliert werden.

Bei Verifizierung der Arbeitshypothese ergeben sich neue Moglichkeiten, zlchterisch auf die

Auspragung erwilnschter und unerwiinschter SNP einzuwirken.
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3 Versuchstiere, Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Der Betrieb

Alle Versuchstiere stammen aus einem Milchviehbetrieb in Gotha/ Thiringen, dessen
Rinderbestand hauptsachlich der Rasse Holstein Frisean angehdrt. Der Betrieb fihrt
durchschnittlich 960 laktierende Kihe und 140 Farsen aus eigener Nachzucht, dazu 100
Kalber. 2007 wurde eine Milchproduktion von durchschnittlich 9600 kg Milch pro Kuh und
Jahr verzeichnet (4,2 % Fett, 3,3% Eiwei). Die Kalber werden spatestens eine Stunde post
partum von der Mutter getrennt und in Kalberiglus aufgezogen. Weibliche Kalber werden
nach vier Wochen in einen Aufzuchtbetrieb nach Wechmar, Weimar abgegeben, Fresser in
einem Farsen-Aufzuchtbetrieb eingestallt und als tragende Farsen zurlickgekauft. Mannliche
Kalber werden mit zwei bis drei Wochen verkauft. Die adulten Rinder leben in Gruppen zu
100 Tieren in Boxenlaufstallen mit Spaltenboden. Die Milchgewinnung erfolgt drei Mal pro

Tag in regelmafigen Abstanden im Milchkarussel.

3.1.2 Probennahme

Es wurde von 26 Milchkihen (Rasse Holstein Friesian) Blut aus der Vena coccygea in
EDTA-Rd&hrchen enthommen. Das Blut wurde bei Raumtemperatur gelagert und daraus die
DNA innerhalb von 48 Stunden isoliert.

Die Tiere wurden mithilfe des computergestitzten Herdenmanagement-Systems ausgewabhilt,
da in diesem alle Beobachtungen der vorangegangen und auch der Verlauf der aktuellen
Laktation aufgezeichnet wurden. So konnten Tiere ausgewahlt werden, die nicht miteinander
verwandt waren und sich mindestens in ihrer vierten Laktation befanden, da die Anfalligkeit

fur Gebarparese in der Regel mit dem Alter zunimmt (Kap. 2.4).
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Die Versuchstiere wurden den folgenden zwei Gruppen zugeordnet (Tab. 4):
1. mit Vorbericht ,Hypocalcamie“ in mindestens einer vorangegangenen oder der aktuellen
Laktation (17 Tiere)

2. ohne vorberichtliche Stérung des Calcium-Haushalts (9 Tiere)

Tab. 4: Ohrmarkennummern der 26 Versuchstiere, Angaben zu Elterntieren, Anzahl der
vorangegangenen Laktationen und Einteilung in zwei Versuchsgruppen nach
Krankheitsgeschichte: vorangegangene Hypocalcamie (*Hypocalcamie, Gruppe 1) oder
ohne vorberichtliche Stérung des Calcium-Haushalts (*ohne Stérung, Gruppe 2).

Nr. |Ohrmarke |Vater Mutter Laktation |Calciumhaushalt
1 63143 Lentini RF DE1600760100 5 Hypocalcamie
2 60698 Celsius DE001600576620 6 Hypocalcamie
3 60105 Diaposon DE1600257418 6 Hypocalcamie
4 63139 Lake DE1600576722 5 Hypocalcamie
5 63183 Maniser DE1600760198 5 Hypocalcamie
6 86374 Raimon DE1600317471 6 Hypocalcamie
7 42038 821511 DE001502711224 6 Hypocalcamie
> 8 60854 Blackred RF | DE001600317073 6 Hypocalcamie
g |9 63018 Bestow DE001600317783 6 Hypocalcamie
5 10 |60852 Rudor DE002282101531 5 Hypocalcamie
11 | 63023 Hattrick DE001600760169 5 Hypocalcamie
12 | 63655 Lombi DE1600760673 4 Hypocalcamie
13 | 86045 Petterson DE2282109110 6 Hypocalcamie
14 | 86321 Heldor DE1600317513 6 Hypocalcamie
15 | 63663 Sektor DE1600760187 4 Hypocalcamie
16 | 86334 Cutis DE2282108746 5 Hypocalcamie
17 |63168 Cadon DE001600760324 5 Hypocalcamie
18 | 63455 Ciso DE1600317647 5 ohne Stérung
19 86145 Ladin DE002282112366 6 ohne Stérung
20 86235 Lobach DE001600317330 5 ohne Stérung
Cgl) 21 | 63030 Pedant DE002282109503 5 ohne Stérung
S |22 |86588 Lukas DE1600317700 5 ohne Stérung
8 23 63439 Lake DE002282108860 5 ohne Stérung
24 | 86463 Johann DE0012282101498 6 ohne Stérung
25 63511 Lynch DE001600760778 5 ohne Stérung
26 | 63537 Trailor DE001600760637 5 ohne Stérung
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3.2 Probenaufbereitung

3.2.1 DNA-Isolierung
In Zusammenarbeit mit dem Institut fir kardiale Diagnostik und Therapie GmbH, Berlin
(IKDT) wurde aus der Leukozyten-Fraktion des EDTA Blutes DNA nach in Tab. 5

ersichtlichen Schema gewonnen.

Tab. 5: Arbeitsschritte der DNA-Isolierung aus EDTA-Blut

Arbeitsschritt Technik
Praparation der 3ml EDTA Blut + 12ml Erylyse Puffer (4,14g NH,CI; 0,5g KHCOg3;
Leukozyten 0,018g EDTA)

Zentrifugation: 5 min bei 4000g, Uberstand verworfen
Insgesamt 3-mal, bis Sediment farblos

DNA-Isolation Puregene Core Kit A (Qiagen GmbH, Hilden) und
gemal Protokoll Puregene Proteinase K (Qiagen GmbH, Hilden)
des Herstellers

Konzentrations- mittels Photometer bei 260nm Wellenlange,

bestimmung Multiplikation mit DNA Faktor: 10D2gonm = 50ug/ml und
Verdinnungsfaktor

Lagerung bei -20°C

3.2.2 Primeretablierung und PCR

Acht Primerpaare wurden so ausgewahlt, dass lediglich die zehn Exons (fUr Proteine
kodierende Abschnitte) mit teilweise anschlielienden Intron-Bereichen (nicht kodierende
Bereiche) amplifiziert wurden (Abb. 12), da die Sequenzierung des gesamten 55kB langen
bovinen VDR-Gens zu aufwendig war.

Um nur die Exons zu sequenzieren, wurden sequenz-spezifische Primer entwickelt, die nur
kleine Fragmente mit den gewunschten Informationen eingrenzen. Diese Fragmente wurden

dann mittels polymerase chain reaction (PCR) vervielfaltigt und anschielRend sequenziert.
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Das Primerdesign erfolgte mit dem Programm ,,Primer3“ (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) auf
Basis der predicted version (Version von 2008) des bos taurus VDR-Gens, wobei auf eine fir
die Sequenzierung optimierte Fragmentgrof3e von 400-600 Basenpaaren abgezielt wurde.
Bei der Etablierung der Primer wurde eine Primer-Lange von 20 Basen bei ausgeglichenem
Adenosin/Thymin- zu Cytosin/Guanin-Verhaltnis und ahnliche Schmelzpunkte zwischen
55°C und 80°C angestrebt. AuRerdem wurde darauf geachtet, dass die Primer mit- und
untereinander keine Haarnadeln oder Dimere entwickeln konnen, welche eine korrekte

Anlagerung an die DNA beeintrachtigen wurden.

[Patwd | [Pomwd| [Pamwa| [Paswa| [ Posiwd | | Patwd | | Posfwd | | Pri0 fwd |
> > .
= Exon1 Exon2 Exon3 Exoni_l-|— Ex5 H Ex6 Exonij— Ex8 H Ex9 —l-‘_;xonw -
- -« -
|Prarev| [P2rev] [Parev| [Pirev| | Pbrev| | Pitrev | [P@orev| | Pri0rev |
476 bp 513 bp 521 bp 564 bp 471 bp 439 bp 459 bp 493 bp
Abb. 12: Positionierung der acht Primerpaare in Exon- und Intron-Bereichen mit

Angaben zu Grofen der entstehenden PCR-Produkte

Die Hybridisierungstemperatur der Primerpaare fir die PCR wurde anhand der
Schmelzpunkte der einzelnen Primer mithilfe des Sequenzbearbeitungsprogramms von TIB
Biomol (Berlin, Deutschland) optimiert.

In BLAST (http:/ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) wurden die Primer hinsichtlich unspezifischer
Bindungen mit dem Rindergenom untersucht, um die Amplifikation falscher Genabschnitte zu
verhindern. Dabei ergaben sich die in Tab. 6 ersichtlichen Primersequenzen und

Hybridisierungstemperaturen.
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Tab. 6: Exons mit zugehoérigen Primerpaaren, Lokalisation, Fragmentgréfe, Primernamen,
(fwd: forward, rev: reverse), Schmelztemperatur, Hybridisierungstemperatur und

Primersequenzen.

c
0 : () '
% (= % = 5 &
c & e R 8 S S
O =] S 2 =
ke) n QO | E o a o 2
T E S5 |8 2 N |28
= 0 QE | o) S o
S5 2R|E  |E s |58
3 d G | o ® Te
Exon 1 1...47 476 bp Pr1 fwd 5'_agcgcggagcagcgtgc 66,8 °C
62 °C
Prirev | 5-cccatgtatggtcacctgcgag 62,6 °C
Exon 2 (21815...21896 |510 bp Pr2 fwd 5'_Caacacagggctgtacataaagc 57,8 °C
58 °C
Pr2rev | 5-aggccatagatgectagaccte | 97,2 °C
Exon 3 [25299...25446 521 bp Pr3 fwd 5'-gctcgactttgctgagcttc 56,9 °C
56 °C
Pr3rev | 5'-ctcctaccattgatgatcagage | 99,0 °C
Exon4 [34783...34913 563 bp Pr4 fwd 5'-gtcacaggctctctcatgca 55,6 °C
58 °C
Prdrev | 5'-ctgagacttcatcgctattctcaca 97,0 °C
Exon 5/642153...42337 471 bp Pr5/6 fwd 5'-Cctgactgatgaagaagtgcag 55,9 °C
42509...42623 ,.196°C
Pr5/6 rev | 5'-ggatcactgtacctcctctccag | 97,2 °C
Exon 7 [45391...45562 |439 bp Pr7 fwd 5'-gacacaatggagccaaccag 57,7 °C
56 °C
Pr7rev | 5'-gacactgcccagtgaagttc 55,0 °C
Exon 8/9(53438...53592 459 bp Pr8/9 fwd 5'-acctcacccctgaggaccagatc 63,0 °C
60 °C
Pr8/9 rev | 5'-ccatctgcattgtctccccag 60,5 °C
Exon 10 {53780...53896 |492 bp Pr10 fwd 5'-gagacgaggtgggacaggac 58,3 °C
55394...55653 ,.198°C
Pri0rev |5'-gtttggcaacgagatctcctga 99,2 °C
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Die PCR wird als in vitro Amplifikation eines DNA-Fragmentes durch ein Primerpaar (zwei
Oligonukleotidprimer) mithilfe hitzestabiler DNA-Polymerasen definiert. Die DNA-
Doppelstrange werden zunachst durch Hitze denaturiert. Es folgt die Anlagerung der Primer
an ihre komplementare Basensequenz und davon ausgehend die Synthese eines neuen
komplementaren DNA Strangs mithilfe der DNA-Polymerase. Danach wiederholt sich der
Zyklus und die DNA-Fragmente werden exponentiell vervielfaltigt. Der neu-synthetisierte
DNA Strang dient dabei jeweils als Matrize fiir alle folgenden (Lottspeich und Zorbas 1998b).
Die PCR besteht aus folgenden Phasen:

Denaturierung: Auftrennen des Doppelstranges in Einzelstrange
Hybridisierung: Ansetzen der Primer (Annealing)
Neusynthese: Verlangerung des Amplifikats mittels DNA-Polymerase

(Extension)

Synthese: Elongation

In Tab. 7 sind die flur den Ansatz der PCR bendétigten Materialien zusammengestellit.

Tab. 7: PCR-Ansatz mit Angaben der Hersteller und der eingesetzten Materialien

Materialien Hersteller

ca. 200ng genomische DNA (templates)

2yl Primer forward (60ng/pl) TIB Biomol GmbH, Berlin
2yl Primer reverse (60ng/pl) TIB Biomol GmbH, Berlin
8ul 1,25 mM dNTP-Mix Promega GmbH, Mannheim

5ul 10x PCR Puffer (mit 15 mM MgClI2) Applied Biosystems, Foster City, USA

0,5ul AmplTaq DNA-Polymerase (5U/pl) Applied Biosystems, Foster City, USA

DEPC-Wasser ad 50l

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler mit Gradientenfunktion (Mastercycler gradient,

Eppendorf, Hamburg) nach dem in Tab. 8 ersichtlichen Programm.
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Tab. 8: PCR-Protokoll mit Angaben von Temperatur und Zeit

Temperatur Zeit
Initial Denaturierung 95°C 5 min
40 Zyklen Denaturierung 95°C 10 sec

Hybridisierung (Annealing) |entsprechend Tab.6 30 sec
Neusynthese (Extension) 72°C 60 sec

AbschlieRend |Synthese (Elongation) 72°C 10 min

Zur Optimierung von Primern und Proben wurden Hybridisierungstemperaturen,
Probenmenge und Konzentrationen mehrfach getestet und angeglichen. Da die AmpliTag-

Poymerase bei Raumtemperatur aktiviert wird, wurde der Reaktionsansatz auf Eis pipettiert.

3.2.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Kontrolle der FragmentgrofRen wurden die PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt.
Dazu wurden sie mit 2ul Probenpuffer (2,38ml Glycerol, 25mg Bromphenol Blau) versetzt
und auf 2ul Ethidiumbromid enthaltendes 2%iges Agarosegel aufgetragen. Zur eindeutigen
GrolRenbestimmung der Fragmente wurde in die &auleren Geltaschen je ein DNA-
Langenstandard (Tracklt 100bp DNA-Ladder, Invitrogen) pipettiert.

Die Auftrennung erfolgte bei 100 Volt fur 30 Minuten nach Ladung und GroRe. Die
Fragmente wurden mittels GeneGenius Gel Imaging System (Syngene, Cambridge, USA)

sichtbar gemacht (Abb. 13).

Li 1 2, 3F 4 53 G Ja 8 43 Fash 4 5, 6 g8 Kk
600~

-----_-----—-—--—‘600

Abb. 13: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Die zu Exon 4
gehorigen Fragmente zeigen unspezifische Doppelbanden, die durch Erhdéhung der
Hybridisierungstemperatur spater reduziert wurden.
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3.2.4 Sequenzierung

Um dberschissige Primer und Nukleotide zu entfernen, wurden die PCR-Produkte vor der
Sequenzierungsreaktion zunachst mit 1yl EXOSAP-IT (USB Corperation, Cleveland, USA)
pro 10ul Probe flr 15 min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung von EXOSAP-IT wurden die
Proben anschliefend fur 15 min bei 80°C inkubiert.

Die PCR-Produkte wurden zur Herstellung von DNA-Einzelstrangen (Hin- oder Riickstrang)
mit sense und anti sense Primern jeweils separat sequenziert. Die Sequenzierungsreaktion
wurde mit Genome Lab™ DTCS-Quick Start Kit (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, USA)
durchgefihrt (Tab. 9).

Das Prinzip der DNA-Sequenzierung entspricht der Amplifizierung eines gewtinschten DNA-
Einzelstranges gemal PCR, jedoch wird durch im Kit enthaltene farbmarkierte
Didesoxynukleotide  (Dye-Terminatoren) der Neusynthesevorgang immer wieder
abgebrochen, sodass am Ende verschieden lange DNA Fragmente mit farblich markiertem
Basenende entstehen. Die Reaktion erfolgte im Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) nach
dem aus Tab. 10 ersichtlichen Protokoll.

Mittels Kapillarelektrophorese kann anschlieRend anhand der unterschiedlichen Lange der
Fragmente und des eingebauten Farbstoffes die Sequenzabfolge bestimmt werden

(Abb. 14).

Tab. 9: Sequenzieransatz mit Angaben der Hersteller der eingesetzten Materialien

Materialien Hersteller

2ul DTCS Quick Start Master Mix Beckman Coulter, Onc; Fullerton, USA

5ul Wasser (bidest)

1ul Primer (20ng/pl) TIB Biomol GmbH, Berlin

2ul Gereinigte Template DNA

Tab. 10: Sequenzierungsprotokoll mit Angeben zu Temperatur und Zeit

Temperatur Zeit
Denaturierung 96°C 20 sec
35 Zyklen  Hybridisierung 55°C 20 sec
Neusynthese 60°C 2 min.
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Die Sequenzierprodukte wurden mithilfe des Agencourt® CleanSEQ® Protokolls (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, USA) auf einer Sample Mikrotiter Platte (96 well) (Beckman Coulter
Inc., Fullerton, USA) aufgereinigt. AnschlieRend wurde GenomelLab™ Seperation Buffer
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) auf eine Puffer Mikrotiter Platte (96 well) (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, USA) aufgetragen, auf welches anschlieRend das GenomeLab™
Seperation Gel-LPA | (Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) aufgetragen wurde.

Die Sequenzierug erfolgte im CEQ™ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter Inc.,

Fullerton, USA) mit dem Programm "LFR-60min” (Tab. 11).

Tab. 11: Sequenzierungsprotokoll

Einstellungen LFR-60min

Capillary Temperature 50°C
Wait for temp Yes

Denature Temperature 90°C

Denature Duration 0 sec
Pause after Denature 1 min
Injection Voltage 2,0kVv
Injection Duration 15 sec

Primary Voltage Stagel 4,2kvV
Total Separation Duration 60 min
Ramp Duration Stagel 5 min
Separation Voltage Stage2 4,2kV

Start Time Stage2 5 min
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Die resultierenden Sequenzen wurden mithilfe des Analyseprogrammes des CEQ™ 8000
Genetic Analysis System (Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) ausgewertet. Die
Basenabfolge wurde folgendermaBen angegeben: Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G),
Cytosin (C). Konnte eine Base nicht eindeutig bestimmt werden, wurde sie mit ,N"

(anything) angegeben. Die Basenzuordnung erfolgte dann durch manuelle Nachanalyse.

Analyzed Data

360 370 380 390 400 oo

|
il"Iﬁ‘r((r\r CCTT CACA GT AT CGAT GT GA G A G ARCA(ACACT(CCCA(T(AR(IAV—%A-‘
|

Il I — — JI | I —— J I L1 1 I | I - — = | S — E | S — t NI - — } 11 [. L i 1Ll
7100 T200 7300 7400 mo rwn 700 Ta00 T900 8000 8100
Data Points

TR T T N W |
I I

Abb. 14: Beispiel fur ein Ergebnis der Sequenzierung nach einer Auftrennungszeit von 60
Minuten mit dem Programm LFR-60min. Der hohe rote Peak fungiert als Endungsmarker.
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3.3 Statistik

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der erhobenen Werte erfolgte mithilfe

von Microsoft Excel, Word und PowerPoint 2010.

Die Haufigkeiten der abweichenden Sequenzalterationen wurden ermittelt und entsprechend

der zugehdrigen Krankheitsgeschichte (vorberichtliche Hypocalcamie/ ohne Stérung) des

Versuchstieres in Kontingenztafeln eingetragen. Bei einer abweichenden Basensequenz

wurden 4-Felder-Kontingenztafeln eingesetzt, bei zwei abweichenden Sequenzabfolgen 6-

Felder-Kontingenztafeln.

Korrelationen der verschiedenen Sequenzen zu vorberichtlichen Stérungen des Calcium-

Haushalts wurden mittels Fisher’s exact probability-Test fir 2x2 Felder-Tafeln (4-Felder-

Kontingenztafeln) und Freeman-Halton’s Erweiterung des Fisher’s exact probability-Test fir

2x3 Felder-Tafeln (6-Felder-Kontingenztafeln) ermittelt.

P-Werte < 0,05 werden als statistisch signifikant angesehen (Freeman 1951; Agresti 1992;

Bender und Lange 2001).

3.3.1 Kontingenztafeln
Tab. 12: 4-Felder-Tafel,
a - d = Haufigkeiten,

fett= Randsummen, N=

a+b+c+d

Tab. 13: 6-Felder-Tafel,
a - f = Haufigkeiten, fett=
Randsummen, N=

a+b+c+d+e+f

Sequenz A | SequenzB | Y
Hypocalcamie a c atc
ohne Stérung b d b+d
> atb c+d N

Sequenz A | Sequenz B | Sequenz C >
Hypocalcamie a (o} e a+c+e
ohne Stérung b d f b+d+f
> a+b c+d e+f N
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3.3.2 Fisher’s exact probability-Test

Der Fisher's exact probability-Test gewahrleistet im Gegensatz zum Chi-Quadrat-Test (x*
Test) auch bei Haufigkeiten < 5 pro Feld zuverlassige Wahrscheinlichkeitswerte.

Er basiert auf der Wahrscheinlichkeitsberechnung der verschiedenen moglichen
Kombinationen von Zellhaufigkeiten bei festen Randsummen. Dazu werden die
Wahrscheinlichkeiten (p) fir den gegeben Fall und fir alle mdglichen extremeren Falle,
deren Betrag (Formel 1, Formel 3) grof3er ist, als der der Ausgangsverteilung, berechnet und
aufaddiert (Formel 2). Bei einer Gesamtwahrscheinlichkeit p < 0,05 gilt die Nullhypothese als

abgelehnt. Der Test wurde als zweiseitiger Test durchgefuhrt.

Nullhypothese: Die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen
Basensequenzen ist unabhangig von einer vorangegangenen
Stoérung des Calciumstoffwechsels.

Alternativhypothese: Die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen
Basensequenzen ist nicht unabhangig von einer

vorangegangenen Stérung des Calciumstoffwechsels.

a b ‘
(a+c) (b+d)|

Formel 1: Berechnung des Betrages fiir 4-Felder-Kontingenztafeln

(a+b)(a+c)(c+d)(b+d)!
Nlal-blc\-d!

Formel 2: Berechnung von Wahrscheinlichkeiten nach dem Fisher’s exact probability-Test
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3.3.3 Freeman-Halton’s Erweiterung des Fisher’s exact probability-Test
Die Erweiterung des Fisher’s exact probability-Test nach Freeman und Halton ermdéglicht
das Ausrechnen von Wahrscheinlichkeiten fir drei und mehr Merkmalsauspragungen. Das

Rechenprinzip entspricht dem Fisher’s exact probability-Test (Formel 4).

a B b
(a+c+e) (b+d+f)

Formel 3: Berechnung des Betrages fiir 6-Felder-Kontingenztafeln

(a+b)(c+d)(e+ fH(a+c+e)(b+d+ [)!
N'lal\-b\-cld'e! 1!

Formel 4: Berechnung von Wahrscheinlichkeiten nach der Erweiterung nach Freeman und
Halton

3.3.4 Rechenbeispiel
Die Haufigkeiten flir das Auftreten der Base A oder B an Position x der DNA werden in eine

Kontingenztafel eingetragen (Tab. 14).

Tab. 14: Rechenbeispiel: von 26 Tieren (N) A B >
wurde bei 12 Tieren mit Vorbericht

Hypocalcamie und 9 Tieren ohne Vorbericht | Hypocalcamie | 12 S 17
Hypocalcamie an Position x der DNA die =

Bgse A sequenziert. Bei 5 Tieren mit S SHE : ¢ .
Vorbericht Hypocalcamie wurde an Position |y 21 5 26
x der DNA die Base B sequenziert.

Der Betrag und die Wahrscheinlichkeit der Ausgangsverteilung und anderer mdglicher
(extremerer) Verteilungen bei gleichen Randsummen werden anhand der genannten

Formeln errechnet (Tab. 15, Tab. 16).
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Tab. 15: Berechnung des Betrages und der Wahrscheinlichkeit der Ausgangsverteilung
mittels Fisher’s exact probability-Test.

Ausgangsverteilung | Betrag Wahrscheinlichkeit
12 5 17 1 1 1 !
2_2‘ _0.29 12+ 12+ 545+ 0)(9+0)! —0,094071146
9 0 9 17 9 26!-12!-91-5!-0!
21 5 26

Tab.

16: Berechnung des Betrages und der Wahrscheinlichkeit anderer maoglicher

(extremerer) Verteilung bei gleichen Randsummen mittels Fisher’s exact probability-Test.

Andere Verteilungen Betrag Wahrscheinlichkeit

13 |4 17 13 8 keine Berechnung der Wahrscheinlichkeit, da Betrag
8 1 9 ﬁ _5 =0,124 kleiner als Betrag der Ausgangsverteilung (<0,29)
21 5 26
14 17 14 7 keine Berechnung der Wahrscheinlichkeit, da Betrag
7 9 ﬁ_g =0,046 kleiner als Betrag der Ausgangsverteilung (<0,29)
21 5 26
15 17 15 6 keine Berechnung der Wahrscheinlichkeit, da Betrag
6 9 ﬁ_g =0,216 kleiner als Betrag der Ausgangsverteilung (<0,29)
21 5 26
16 17

16 5 16+5)16+DHL1+4)(5+4)!

165 _g386  UOEIMUOFDHAXDIO+D_ ) 135563089
5 |4 |9 17 9 261-16!-5111-4!
21 26
17 10 17 17 4 17+4)17+0)0+5)(4+5)!

———‘ =0,55 ( )M )M )M ) =0,001915475829
4 9 17 9 2611714105
21 5 26

Die errechneten Einzelwahrscheinlichkeiten werden addiert:

0,0941
0,0326
0,0019
0,1286

Ergebnis: Die Alternativhypothese wird abgelehnt, da p>0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Sequenzierung

Von jedem der 26 Tiere wurden acht Fragmente im Doppelansatz in sense und anti sense
Richtung sequenziert und jede Sequenz mithilfe des CEQ™ 8000 Genetic Analysis System
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) mit der auf NCBI veréffentlichten bos taurus Sequenz
NC_007303.4 (NCBI) der Rasse Hereford und untereinander verglichen. Eine geringflgige
Abweichung der Sequenzen war aufgrund der unterschiedlichen Rassezugehérigkeiten der
untersuchten Tiere (Holstein Frisean) im Vergleich zur auf NCBI publizierten Sequenz
(Rasse Herford) zu erwarten. In den Fragmenten 3, 4, 5/6 und 8/9 gab es keine
Abweichungen zur publizierten Sequenz oder unter den Probanden. Die Fragmente 1, 2, 7
und 10 zeigten hetero- und/ oder homozygote Variationen einzelner Basen (Tab. 17),
entweder in Intron- (vier von acht) oder in Exon-Bereichen (vier von acht).

Die vier Exon-Variationen wurden auf Auswirkungen auf die Aminosauresequenz untersucht.
Dazu wurde der Leserahmen der VDR-mRNA mithilfe der auf NCBI verdffentlichten
Aminosauresequenz des Vitamin-D-Rezeptor-Gens (NCBI Reference  Sequence:
NM_001167932.1) bestimmt, und die Basen-Alterationen den entsprechenden Codons
zugeordnet (Kap. 4.7). Die modifizierten Codons wurden der durch sie verschlisselten
Aminosaure zugeordnet. Jede der vier Basen-Alteration resultierte dabei in einer potentiellen
Veranderung der Aminosaure. Die Aminosauresequenz wurde nicht untersucht.

Die acht Sequenz-Variationen werden nachfolgend einzeln aufgeflhrt: Fragment 1 (Kap. 4.3,
Tab. 18, Abb. 15, Abb. 16), Fragment 2 (Kap. 4.4, Tab. 19, Abb. 17, Abb. 18), Fragment 7
(Kap. 4.5, Tab. 20, Abb. 19, Abb. 20, Abb. 21, Abb. 22) und Fragment 10 (Kap. 4.6, Tab. 21,
Abb. 23, Abb. 24, Abb. 25, Abb. 26).

4.2 Statistik

Die Haufigkeit des Auftretens von Gensequenzvariationen wurde mithilfe von
Kontingenztafeln mit der Inzidenz von Hypocalcamie des Spendertieres korreliert.

In keinem der Falle gab es eine statistisch evidente Korrelation (p>0,05).
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Ergebnisse

4.3 Fragment 1

Tab. 18: Sequenzalterationen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens der 26 Versuchstiere in
Fragment 1. Spalten 1-3: Identifikation der Versuchstiere (Tab. 17), Laktationsnummer und
aufgetretener Calciumhaushaltentgleisung (Hypocalcamie: Entgleisung des Calcium-
Haushalts mit Calcium-Blutwerten <0,9mmol/l, ohne Stérung: Stérung der Calcium-
Homoostase noch nie aufgetreten). Spalte 4: Fragmentnummer (entspricht dem enthaltenen
Exon), Fragmentposition der Sequenzalteration, Position in DNA (flir Sequenzalterationen in
Intron-Bereichen), verdffentlichte VDR-Sequenz (veranderte Base unterstrichen),
heterozygote Sequenzierergebnisse (T/C), Cytosin (C), Guanin (G), Adenosin (A), Thymin
(T).

Fragmentname Fragment 1
Position des Fragments 147
Position in DNA NC_007303 (wenn Intron) 374
Position in mRNA XM 613129 (wenn Exon) B
Erwartete Sequenz (Aminosaure) GTCTG
Mutation GTT/CTG
GTITG, GTCTG
Ermittelte Sequenz| und heterozygot
(GTTTG/GTCTG)
Mogliche Aminosaure Z
Tier Nr. Laktation  Calclum- Sequenzfer-
haushalt ergebnis
1 5 Hypocalcamie
2 4 Hypocalcamie Il
3 6 Hypocalcamie CIT
4 6 Hypocalcamie ciT
5 6 Hypocalcamie CIT
6 6 Hypocalcamie C
7 5 Hypocalcamie cT
8 5 Hypocalcamie cT
9 4 Hypocalcamie I
10 5 Hypocalcamie CIT
11 6 Hypocalcamie CIT
12 6 Hypocalcamie CiT
13 6 Hypocalcamie T
14 6 Hypocalcamie i
15 5 Hypocalcamie cIT
16 5 Hypocalcamie CcIT
17 5 H alcamie cT
18 5 0 orung cm
19 6 0 orung CIT
20 5 0 orung 13
21 5 O O ’ T
22 5 0 orung CIT
23 5 0 orung C
24 6 0 orung i
25 5 0 orung CIT
26 5 0 orung CT
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Ergebnisse

Fragment 1

Fragment 1

Fragment 1
Alteration

Fragment 1

Fragment 1

Fragment 1

Fragment 1

Fragment 1

Fragment 1

Fragment 1

T e e I L I
10 20 30 40 50
AGCGCGGAGC AGCGTGCCCA CCCGCAGGAC CAGGTGCGCA CCCGGGAGTG

60 70 80 90 100
GCGGGGCGAG GGGGGTCCCA GGATCGAGAT TAGGCGGCGT AGGGTTGGGG

110 120 130 140 150

GCTTTGGGAA TTCCGGACCT CAGTGCCCCG GAACAAGCAC TAGAGTE®TGG
........................................ ....GTHTG.
B S L I L I
160 170 180 190 200

GCAAACTTGG CGACTGAGAA CTGGGCTTTC GTGCCCTAAG GCTGGGGCAC

210 220 230 240 250
TAAGGGGATC CTGAGGTCTG AGAAAGACCT GAAGTTCGTG CCAGGCTGGC

T T L I e I I
260 270 280 290 300
ACGGGGAGCG GCGAGCTCCT CGGGGCTCAA ACAGCTGAAC GCAGAAATGC

310 320 330 340 350
TGCCCCGGCA GGGTGCTCCG CATTTGAGCA ATCAGAAGCT TTTGCGTCCT

360 370 380 390 400
TCCCCAGTCT GGGCGCGGGA GGAATAAGAC AGCGAAGGAT TGGCTCTCGG

e e e e e
410 420 430 440 450
AGGTGCTGAG GTCTTCTGGG GGTGGGGTGT GTGTAGCCTT GTTATCTTGT

B B L e T
460 470
AGGGCCCATG TATGGTCACC TGCGAG

Abb. 15: Im ersten Fragment, welches das erste Exon teilweise enthalt, wurde eine
Sequenzveranderung im Intron an 147. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der
erwarteten Base Cytosin (C) wurde Tyrosin (T) bei 8 von 26 Tieren homozygot und bei 16
Tieren heterozygot gefunden (C-T). Das Fragment umfasst 476 Basenpaaren. Legende:
Exon, , Intron
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Ergebnisse

Fragment 1

Position im Fragment: 147

Erwartete Sequenz: GTCTG
18

16 -
o l1l4 -
S92 nC/T
510 T
' - m C (erwartet)
| [ —y|

Hypocalcamie ohne Stérung p>0,99

Tie

Anzahl de

ON P O ®

Calciumhaushalt

Abb. 16: Die C-T Alteration trat homozygot (T) und heterozygot (C/T) auf. Statt der
erwarteten Base Cytosin an 147. Stelle des ersten Fragmentes, wurde bei 8 Tieren auf
beiden Allelen Tyrosin gefunden. Davon waren 5 Tiere bereits mindestens einmal
hypocalcéamisch, 3 jedoch noch nie. Bei 16 Tieren war Tyrosin nur auf einem Allel zu finden.
Davon waren 11 bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 5 jedoch noch nie. Eine
Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).
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Ergebnisse

4.4 Fragment 2

Tab. 19: Sequenzalterationen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens der 26 Versuchstiere in
Fragment 2. Spalten 1-3: Identifikation der Versuchstiere (Tab. 17), Laktationsnummer und
aufgetretener Calciumhaushaltentgleisung (Hypocalcamie: Entgleisung des Calcium-
Haushalts mit Calcium-Blutwerten <0,9mmol/l, ohne Stérung: Stérung der Calcium-
Homoostase noch nie aufgetreten). Spalte 4: Fragmentnummer (entspricht dem enthaltenen
Exon), Fragmentposition der Sequenzalteration, Position in DNA (fir Sequenzalterationen in
Intron-Bereichen), verdéffentlichte VDR-Sequenz (veranderte Base unterstrichen),
heterozygote Sequenzierergebnisse (T/C), Cytosin (C), Guanin (G), Adenosin (A), Thymin
(T).

Fragmentname Fragment 2
Position des Fragments 344
Position in DNA NC_007303 (wenn Intron) 22110
Position in mRNA XM 613129 (wenn Exon) B
Erwartete Sequenz (Aminosaure) GTGGG
Mutation GTG/CGG
GTGGG, GTCGG
Ermittelte Sequenz| und heterozygot
(GTGGG/GTCGG)
Mogliche Aminosaure E
Tier Nr. Laktation Eo sl Sequenzfer-
haushalt ergebnis
1 5 Hypocalcamie G
2 4 Hypocalcamie G
3 6 Hypocalcamie G/C
4 6 Hypocalcamie C
5 6 Hypocalcamie G/C
6 6 Hypocalcamie C
7 5 Hypocalcamie G/C
8 5 Hypocalcamie G/C
9 4 Hypocalcamie G/IC
10 5 Hypocalcamie G/IC
11 6 Hypocalcamie G/C
12 6 Hypocalcamie G/C
13 6 Hypocalcamie G
14 6 Hypocalcamie C
15 5 Hypocalcamie G/C
16 5 Hypocalcamie C
17 5 H alcamie G/IC
18 5 ohne Storung G/C
19 6 0 orung G/C
20 5 0 0 g G
21 5 0 0 q G
22 5 0 orung G/IC
23 5 0 0 q C
24 6 0 orung G
25 5 0 orung G/C
26 5 0 orung G/C
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Ergebnisse

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2
Alteration

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2

Fragment 2

B e e T e I
10 20 30 40 50
CAACACAGGG CTGTACATAA AGCATTTATT TCCCTTTTTT TCATTTCAGA

60 70 80 90 100
GTCCTTTTGG TTGGAAGCAT CTGCGAACCC TCACAGAAGG GCACCCCTTG

110 120 130 140 150
GCCTGACTTC CCTGTCCCCC TGCTCCTACA GGTGGGTGTT TCCTCCTCAG

e e e T L I
160 170 180 190 200
CCACAACCTC TGGGCTTCTT GTTTTCGAGG GGTGAGGCGG GCAGGGATGT

B 1 e e L L I
210 220 230 240 250
TGAATGGGAG CAAATCAGAA GGCGGTGGTC AGAGGGAGGA AGAGATACTG

260 270 280 290 300
CCTGCCTTTG GCAGATGTGG CTGGGTGCAT CCTGTGTCAG CAGAGACCAC

310 320 330 340 350

AGCAGCCCGA AGCTGAGACC CAGAGCTGGG CCCAGGTCGG GGTEGGGGCT
........................................ .GTEGG. . ..
T e e T L I
360 370 380 390 400

CAGAGGGAGG GGCTTGCAGA CACCCTGGCC AGGACCCCAG GAGGTCATCA

410 420 430 440 450
GCAAGGCGGT ATTGCCAGCC CAACTCCCAT CTCCTTTGTC TCTCCTGCCC

B e e e e I
460 470 480 490 500
TCCGCAGTCT CTGCCCTTCA CTCCTAGCAC TACCAGCTCT CAGGCCATAG
B
510
ATGCCTAGAC CTC

Abb. 17: Im zweiten Fragment, welches das zweite Exon vollstandig enthalt, wurde eine
Sequenzveranderung im Intron an 344. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der
erwarteten Base Guanin (G) wurde bei 20 von 26 Tieren homo- oder heterozygot Cytosin (C
gefunden (G-C). Das Fragment umfasst 513 Basenpaare. Legende: Exon,

Intron
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Ergebnisse

Fragment 2
Position im Fragment: 344
Erwartete Sequenz: GTGGG
18
16 -+
iO:J 12 4 mG/C
g 10 - C
©
= 8 1 m G (erwartet)
N 6 -
==
< 4 |
1
0
Hypocalcamie ohne Storung p=0,73
Calciumhaushalt

Abb. 18: Die G-C Alteration trat homozygot (C) und heterozygot (G/C) auf. Statt der
erwarteten Base Guanin an 344. Stelle des zweiten Fragmentes, wurde bei 5 Tieren auf
beiden Allelen Cytosin gefunden. Davon waren 4 Tiere bereits mindestens einmal
hypocalcéamisch, 1 jedoch noch nie. Bei 15 Tieren war Cytosin nur auf einem Allel zu finden.
Davon waren 10 bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 5 jedoch noch nie. Eine
Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).
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Ergebnisse

4.5 Fragment7

Tab. 20: Sequenzalterationen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens der 26 Versuchstiere in
Fragment 7. Spalten 1-3: Identifikation der Versuchstiere (Tab. 17), Laktationsnummer und
aufgetretener Calciumhaushaltentgleisung (Hypocalcamie: Entgleisung des Calcium-
Haushalts mit Calcium-Blutwerten <0,9mmol/l, ohne Stdrung: Stérung der Calcium-
Homobostase noch nie aufgetreten). Spalten 4-6: Fragmentnummer (entspricht dem
enthaltenen Exon), Fragmentposition der Sequenzalteration, Position in DNA (fur
Sequenzalterationen in Intron-Bereichen) oder Position in mRNA (fir Sequenzalterationen in
Exon-Bereichen), veroffentlichte VDR-Sequenz  (veranderte Base unterstrichen),
heterozygote Sequenzierergebnisse (T/C), mdgliche Aminosaurenveranderung fur jede
allelische Variation (veroffentlichte Aminosaure (AS), AS-Nummer, ersetzte AS: Leu 271
Met), Cytosin (C), Guanin (G), Adenosin (A), Thymin (T), Leucin (Leu), Methionin (Met),

Alanin (Ala), Valin (Val).

Fragmentname Fragment 7 Fragment 7 Fragment 7
Position des Fragments 106 110 336
Position in DNA NC_007303 (wenn Intron) - - 45726
Position in mRNA XM_613129 (wenn Exon 813 817 -
Erwartete Sequenz (Aminosaure CTG (Leu) GCT (Ala) TTTGA
Mutation CIATG GC/IT TTT/AGA
CTG und GCT und
Ermittelte Sequenz heterozygot heterozygot gﬁgﬁg&
(CTG/ATG) (GCT/GTT) )
Mogliche Aminosaure|  Leu 271 Met Ala 272 Val -
Tier Nr. Lakiation Calcium- Sequenzier- Sequenzier- Sequenzier-
haushalt ergebnis ergebnis ergebnis
1 5 Hypocalcamie C/A 63 T/A
2 4 Hypocalcamie C C T
3 6 Hypocalcamie C/IA C T/A
4 6 Hypocalcamie C/A C T/A
5 6 Hypocalcamie C/A C T/A
6 6 Hypocalcamie C/IA CIT T/A
7 5 Hypocalcamie C/A CiT T/A
8 5 Hypocalcamie C/A CIT T/A
9 4 Hypocalcamie C/IA CIT T/A
10 5 Hypocalcamie C/A CIT T/IA
11 6 Hypocalcamie C/A CIT T/A
12 6 Hypocalcamie C/A CIT T/A
13 6 Hypocalcamie C/IA CIT T/A
14 6 Hypocalcamie C/A CIT T/IA
15 5 Hypocalcamie C/A CIT T/A
16 5 Hypocalcamie C/A CIT T/IA
17 5 Hypocalcamie C/A CcT T/A
18 5 ohne Stérung C/A CIT T/A
19 6 ohne Stérung C/A cT T/A
20 5 ohne Stérung C/IA CIT T/A
21 5 ohne Stérung C/A c T/A
22 5 ohne Stérung C/A CT T/A
23 5 ohne Stérung C/A CT T/A
24 6 ohne Stérung C/A CIT T/A
25 5 ohne Storung C/IA CIT T/A
26 5 ohne Stérung C/IA C/T T/IA
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Ergebnisse

T T L T L I
10 20 30 40 50
Fragment 7 GACACAATGG AGCCAACCAG CTTCTCCAAC CAGGATCTGA ATGAAGAAGA

60 70 80 90 100
Fragment 7 CTCCGATGAC CCTTCTGTGA CCCTGGACCT GTCCCAGCTC TCCATGCTGC

SO T [ (A R I R [ EURR
110 120 130 140 150
Fragment 7 CCCACHOMTGGE® TGACCTGGTC AGTTATAGCA TCCAGAAGGT CATCGGCTTT
Alteration e JACINTGGHEE TGA . vt it et ettt et eee ettt teeene e eetenennn
| |

.. N
160
Fragment 7 GCCAAGATGA TCCCAGGGTT CAGGTAAGGA GCTTCTGGGA CATCCAGAAG

B S L e e
210 220 230 240 250
Fragment 7 ACAAAGTCAG AATCCTATCC TGAGCCCAAA GAAGTCTTGG AAATTCTCAA

260 270 280 290 300
Fragment 7 CCTACTGCTT CCCAAAATAC ACCTTCAGGT CCTATCCCAG ACCTCCTAAA

310 320 330 340 350

Fragment 7 TCAGAATCTC TAGGCGAGGT CCAGAAATCT GTATTHWGAGA AGTACAGCCT
Alteration ... ... e e e e CLTTIRGA. . L.
O S S O
360 370 380 390 400

Fragment 7 CTCCAACATT ATAGGGCAGG CCAACAGTGG AAAGCCATGG ATCCTTCACA

410 420 430
Fragment 7 GTATCGATGT GAGAGAACAG ACACTGCCCA GTGAAGTTC

Abb. 19: Im siebten Fragment, welches das siebente Exon vollstdndig enthalt, wurden drei
Sequenzveranderung gefunden. Davon sind zwei im Exon an 106. und 110. Stelle
positioniert, die dritte wurde im Intron an 336. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der
erwarteten Base Cytosin (C) an 106. Stelle wurde bei 25 von 26 Tieren auf einem Allel
Adenin (A) gefunden (C-A). Statt der erwarteten Base Cytosin (C) an 110. Stelle wurde bei
21 von 26 Tieren auf einem Allel Tyrosin (T) gefunden (C-T). Statt der erwarteten Base

Tyrosin (T) an 336. Stelle wurde bei 25 von 26 Tieren auf einem Allel Adenin (A) gefunden
(T-A). Das Fragment umfasst 439 Basenpaare. Legende: Exon, [SEREIRAICIEI]Y, Intron.
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Ergebnisse

Fragment 7
Position im Fragment: 106
Erwartete Sequenz: CTG
18
16
o 14
5 10
= 8 m C (erwartet)
NS
[ o
< 4
2
0 | By
Hypocalcamie ohne Stérung p>0,99
Calciumhaushalt

Abb. 20: Die C-A Alteration trat heterozygot (C/A) auf. Statt der erwarteten Base Cytosin an
106. Stelle des siebten Fragmentes, wurde bei 25 Tieren auf einem Allel Adenin gefunden.
Davon waren 16 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine
Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).

Fragment 7
Position im Fragment: 110
Erwartete Sequenz: GCT

=
B O 00

/T

=
o N

u C (erwartet)

Anzahl der Tiere

o N B O

Hypocalcamie ohne Stérung p=0,13

Calciumhaushalt

Abb. 21: Die C-T Alteration trat heterozygot (C/T) auf. Statt der erwarteten Base Cytosin an
110. Stelle des siebten Fragmentes, wurde bei 21 Tieren auf einem Allel Tyrosin gefunden.
Davon waren 12 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine
Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).
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Ergebnisse

Fragment 7
Position im Fragment: 336
Erwartete Sequenz: TTTGA
18
16
o 14
£ 12 T/A
g 10
= 8 BT (erwartet)
N 6
{ o
< 4
2
0 T
Hypocalcamie ohne Stérung p>0,99
Calciumhaushalt

Abb. 22: Die T-A Alteration trat heterozygot (T/A) auf. Statt der erwarteten Base Tyrosin an
336. Stelle des siebten Fragmentes, wurde bei 25 Tieren auf einem Allel Adenosin gefunden.
Davon waren 16 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine
Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).
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4.6 Fragment 10

Tab. 21: Sequenzalterationen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens der 26 Versuchstiere in
Fragment 10. Spalten 1-3: Identifikation der Versuchstiere (Tab. 17), Laktationsnummer und
aufgetretener Calciumhaushaltentgleisung (Hypocalcamie: Entgleisung des Calcium-
Haushalts mit Calcium-Blutwerten <0,9mmol/l, ohne Stdrung: Stérung der Calcium-
Homobostase noch nie aufgetreten). Spalten 4-6: Fragmentnummer (entspricht dem
enthaltenen Exon), Fragmentposition der Sequenzalteration, Position in DNA (fur
Sequenzalterationen in Intron-Bereichen) oder Position in mRNA (fir Sequenzalterationen in
Exon-Bereichen), veroffentlichte VDR-Sequenz  (veranderte Base unterstrichen),
heterozygote Sequenzierergebnisse (T/C), mdgliche Aminosaurenveranderung fur jede
allelische Variation (veroffentlichte Aminosaure (AS), AS-Nummer, ersetzte AS: Leu 271
Met, Cytosin (C), Guanin (G), Adenosin (A), Thymin (T), Lysin (Lys), Alanin (Ala), Asparagin

(Asn), Tyrosin (Tyr), terminierende Aminosaure (Stop).

Fragmentname| Fragment 10 Fragment 10 Fragment 10

Position des Fragments 212 365 389
Position in DNA NC_007303 (wenn Intron) 55487 - -
Position in mMRNA XM_613129 (wenn Exon) - 1284 1308
Erwartete Sequenz (Aminosaure) CGCCC AAG (Lys) AAC (Asn)
Mutation CGCIACC AITAG AITAC
CGCCC und AAG und AAC und
Ermittelte Sequenz heterozygot heterozygot heterozygot
(CGCCCICGACC) (AAGITAG) (AACITAC)
Mogliche Aminosaure - Lys 428 Stop Asn 436 Tyr
. : Calcium- Sequenzier- Sequenzier- Sequenzier-
Tier Nr. Lakiation haushalit ergebnis ergebnis ergebnis
1 5 Hypocalcamie CIA A AT
2 4 Hypocalcamie C A A

3 6 Hypocalcamie CIA A AT
4 6 Hypocalcamie CIA AT AT
5 6 Hypocalcamie CIA A AT
6 6 Hypocalcamie C A AT
7 5 Hypocalcamie CIA A AT
8 5 Hypocalcamie CIA A AT
9 4 Hypocalcamie CIA A AT
10 5 Hypocalcamie CIA A AT
11 6 Hypocalcamie CIA A AT
12 6 Hypocalcamie CIA A AT
13 6 Hypocalcamie CIA A AT
14 6 Hypocalcamie CIA A AT
15 5 Hypocalcamie C A AT
16 5 Hypocalcamie CIA A AT
17 5 Hypocalcamie C A AT
18 5 ohne Stérung CIA A AT
19 6 ohne Stérung CIA A AT
20 5 ohne Storung CIA A AT
21 5 ohne Stérung CIA A AT
22 5 ohne Storung CIA A AT
23 5 ohne Storung C A AT
24 6 ohne Stérung C A AT
25 5 ohne Storung CIA A AT
26 5 ohne Storung C A AT
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Fragment 10

Fragment 10

Fragment 10

Fragment 10

Fragment 10
Alteration

Fragment 10

Fragment 10

Fragment 10
Alteration

Fragment 10

Fragment 10

B e S e I L I
10 20 30 40 50
GAGACGAGGT GGGACAGGAC CAGATGACCC AGGTGGACCT GAGACTTGAT

B S L I L I
60 70 80 90 100
CCTCAAGGCA ATGGGAAGTG GCCAAGGGGT TGGGGAGGTC TGATGTCACA

B 1 e e L I
110 120 130 140 150
GATTAGCAGC CATCCAGGAG TGACCGAGGA AGGTGCTGAG GCTGGGGGTC

160 170 180 190 200
TGTCTTCGGG CTGAGGGGTG AGGGCTGGGC AGTAAGGGAC CCGACTCAGA

| o-o-|-o | ....l.- | ....|. | ....l.. |

210 220 230 240 250

GCTCCCCCCC G@CCCCCACC TCTCTGCCCA CAGACCGCCC TGGAGTGCAG
......... O € 7 ]
T T e I L e
260 270 280 290 300

GACGCAGCAC TGGTCGAGGC CATCCAGGAC CGCCTGTCCA ACACGCTGCA

310 320 330 340 350
GACCTACATC CGCTGCCGCC ACCCGCCCCC AGGCAGCCAC CTGCTCTACG

| o-o-|-o | ....l.- | ....|.. .l ....l.. |

360 370 380 390 400

CCAAGATGAT CCAGHAGCTG GCGGACCTGC GCAGCCTGEA CGAGGAGCAC
.......... ..AGEAGCT. ceeeeieeee ce... . TGA CGA.......
e e T e I L e
410 420 430 440 450

TCCAAGCAGT ACCGCTGCCT CTCCTTCCAG CCCGAGTCCA GCATGAAGCT

460 470 480 490
CACACCCCTC CTGTTCGAGG TGTTTGGCAA CGAGATCTCC TGA

Abb. 23: Im zehnten Fragment, welches das zehnte Exon vollstandig enthalt, wurden drei
Sequenzveranderung gefunden. Davon sind zwei im Exon an 365. und 389. Stelle
positioniert, die dritte wurde im Intron an 212. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der
erwarteten Base Cytosin (C) an 212. Stelle wurde bei 19 von 26 Tieren auf einem Allel
Adenin (A) gefunden (C-A). Statt der erwarteten Base Adenosin (A) an 365. Stelle wurde bei
einem von 26 Tieren homozygot Tyrosin (T) gefunden (A-T). Statt der erwarteten Base
Adenosin (A) an 389. Stelle wurde bei 25 von 26 Tieren auf einem Allel Tyrosin (T) gefunden
(A-T). Das Fragment umfasst 492 Basenpaare. Legende: EX0N, EER NG EeL, Intron.
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Ergebnisse

Fragment 10
Position im Fragment: 212
Erwartete Sequenz: CGCCC

18

16
o 14
5 10
=8 m C (erwartet)
N 6
C
< 4

: i

0

Hypocalcamie ohne Stoérung p=0,66
Calciumhaushalt

Abb. 24: Die C-A Alteration trat heterozygot (C/A) auf. Statt der erwarteten Base Cytosin an
212. Stelle des zehnten Fragmentes, wurde bei 19 Tieren auf einem Allel Adenosin
gefunden. Davon waren 13 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 6 jedoch noch
nie. Eine Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht

(p>0,05).

Fragment 10

Position im Fragment: 365

Erwartete Sequenz: AAG
18

16
o 14
A/T

r Tier:

5 10
m A (erwartet)

Anzahl d

o N B Oy 0

Hypocalcamie ohne Stérung p>0,99

Calciumhaushalt

Abb. 25: Die A-T Alteration trat heterozygot (A/T) auf. Statt der erwarteten Base Adenosin an
365. Stelle des zehnten Fragments, wurde bei einem Tieren auf einem Allel Tyrosin (T)
gefunden. Dieses Tier war bereits mindestens einmal hypocalcamisch. Eine Korrelation
zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).
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Fragment 10
Position im Fragment: 389
Erwartete Sequenz: AAC
18
16
o 14
212 AT
5 10
; 3 m A (erwartet)
NS
[ o
< 4
2
0 A
Hypocalcamie ohne Stérung p>0,99
Calciumhaushalt

Abb. 26: Die A-T Alteration trat heterozygot (A/T) auf. Statt der erwarteten Base Adenosin an
389. Stelle des zehnten Fragmentes, wurde bei 25 Tieren auf einem Allel Tyrosin gefunden.
Davon waren 16 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine
Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).

68



Ergebnisse

4.7 mRNA und Aminosauresequenz des VDR

Die vier der acht Einzel-Basen-Alterationen, welche in Exon-Bereichen gelegen waren,
verursachten potentielle Anderungen in der Aminoséuren-Sequenz auf einem Allel. Der
Leserahmen zur Identifizierung der Basen-Tripletts wurde durch die Aminosaure-Sequenz
(NCBI Reference Sequence: NM_001167932.1) bestimmt (Abb. 27). In Fragment 7 anderte
sich das Basen-Triplett, welches die 271. Aminosaure in der mRNA verschlisselt, durch die
Substitution C-A von CTG, kodierend fir die Aminosaure Leucin, zu ATG, kodierend flr die
Aminosaure Methionin (Leu 271 Met). Im selben Fragment anderte sich das Basentriplett
welches die 272. Aminosaure in der mRNA verschlisselt, durch die Substitution C-T von
GCT, kodierend fur die Aminosaure Alanin, zu GTT, kodierend fir die Aminosaure Valin (Ala
272 Val).

In Fragment 10 anderte sich das Codon durch die Substitution A-T von AAG, kodierend flr
die Aminosaure Lysin, zu TAG, kodierend fur ein terminierendes Codon (Lys 428 Stop), und
durch die zweite A-T Substitution von AAC, kodierend fir die Aminosaure Asparagin, zu
TAC, kodierend fur die Aminosaure Tyrosin (Asn 436 Tyr).

Die Basenanderung in Fragment 10 welche den Austausch der Aminosaure Lysin zu einem
terminierenden Codon verursachte (Lys 428 Stop) wurde lediglich bei einem Versuchstier
heterozygot festgestellt. Eine terminierende Aminosaure flhrt zum Abbruch der Protein-
Sequenz an dieser Stelle und kann die Funktionalitdt des Proteins wesentlich vermindern.
Da es keine signifikante Korrelation mit der Hypocalcamie-Inzidenz gab, wurde von Tests zur
Funktionalitat der Sequenzalterationen (Protein-Analyse) abgesehen.

Lediglich bei einem Tier der Versuchsgruppe entsprach die vollstandige Sequenz exakt der

publizierten Sequenz.
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903 atc gtg ctg ctg aag tcg agt gcc att gaa gtc atc atg ctt cgc 947
301 Ile Val Leu Leu Lys Ser Ser Ala Ile Glu Val Ile Met Leu Arg 315

948 tcc aac cag tcc ttc acc ctg gac gac gac atg tcc tgg acc tgt 992
316 Ser Asn Gln Ser Phe Thr Leu Asp Asp Asp Met Ser Trp Thr Cys 330

993 ggc agc ccg gac tac aag tac caa gtc agc gac gtg acc aga gcc 1037
331 Gly Ser Pro Asp Tyr Lys Tyr Gln Val Ser Asp Val Thr Arg Ala 345

1038 gga cac agc ctg gag ctc att gag ccc ctc atc aag ttc cag gtg 1082
346 Gly His Ser Leu Glu Leu Ile Glu Pro Leu Ile Lys Phe Gln Val 360

1083 ggg ctg aag aag ctg aat ttg cac gaa gag gaa cat gtc ctg ctc 1127
361 Gly Leu Lys Lys Leu Asn Leu His Glu Glu Glu His Val Leu Leu 375

1128 atg gcc atc tgc att gtc tcc cca gac cgc cct gga gtg cag gac 1172
376 Met Ala Ile Cys Ile Val Ser Pro Asp Arg Pro Gly Val Gln Asp 390

1173 gca gca ctg gtc gag gcc atc cag gac cgc ctg tcc aac acg ctg 1217
391 Ala Ala Leu Val Glu Ala Ile Gln Asp Arg Leu Ser Asn Thr Leu 405

1218 cag acc tac atc cgc tgc cgc cac ccg ccc cca ggc agc cac ctg 1262
406 Gln Thr Tyr Ile Arg Cys Arg His Pro Pro Pro Gly Ser His Leu 420

1263 ctc tac gcc aag atg atc cag Elag ctg gcg gac ctg cgc agc ctg 1307
421 Leu Tyr Ala Lys Met Ile Gln Leu Ala Asp Leu Arg Ser Leu 435

1308 ac gag gag cac tcc aag cag tac cgc tgc ctc tcc ttc cag ccc 1352
436 A Glu Glu His Ser Lys Gln Tyr Arg Cys Leu Ser Phe Gln Pro 450

1353 gag tcc agc atg aag ctc aca ccc ctc ctg ttc gag gtg ttt ggc 1397
451 Glu Ser Ser Met Lys Leu Thr Pro Leu Leu Phe Glu Val Phe Gly 466

1398 aac gag atc tcc tga 1412
466 Asn Glu Ile Ser End 469

Abb. 27: mRNA des VDR mit verschlisselten Aminosduren und Basen-Alterationen.

Legende: Aminosduren des VDR, FERINNGE oSy Welche potentielle
bedingen. Angegeben ist die publizierte Sequenz.
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5 Diskussion

5.1 Gebarparese als 6konomisches Problem in der Milchviehhaltung

Die Gebarparese ist trotz ihrer seit langem bekannten Pathogenese (Goff 2008) immer noch
eine der kostenintensivsten Erkrankungen in der Milchviehhaltung, da die Therapie und die
moglichen Folgeerkrankungen grofRen okonomischen Schaden anrichten. So wurden die
Kosten einer Gebarparese 1996 in den USA mit 334$ pro Fall angegeben (Guard 1996).
Auch die hohe Fallzahl an unerkannten subklinischen Hypocalcamien (bis zu 42%) bedeuten
aufgrund mdglicher Komplikationen (Kap. 2.1) wie Immunsuppression, eingeschrankter
Darmaktivitat oder beeintrachtigter Produktivitdt und Korrelationen mit anderen Krankheiten
wie Labmagenverlagerung (Coppock 1974) oder Nachgeburtsverhaltung (Curtis et al. 1983)
einen wirtschaftlichen Verlust.

Meistens betrifft das Auftreten der parturienten Hypocalcdmie und der Gebéarparese
Hochleistungskihe, die aufgrund ihrer hohen Milchleistung die Calcium-Mengen zur
Produktion des Kolostrums zu Beginn der Laktation nicht mehr zur Verflgung stellen
konnen. Dafur notwendig ist die rasche Adaptation der Regulationsmechanismen der
Calcium-Homoostase, wie die intestinale Calcium-Absorption und die Calcium-Mobilisation
aus dem Knochen (Kap. 2.1.1). Dieser Adaptationsprozess wird durch PTH (Kap. 2.2.3) und
das Vitamin-D-Hormon 1,25(0OH),D; (Kap. 2.2.5.) kontrolliert. Die Signalkaskade dieser
Regulationsmechanismen zur Aufrechterhaltung der Calcium-Homobostase, wie die
Freisetzung von PTH (Goff et al. 1995) und der Anstieg von 1,25(0OH),D; im Blut wahrend
einer Hypocalcamie, sind auch bei der Kuh bestatigt worden. Es wurde jedoch gezeigt, dass
das Auftreten der Gebarparese nicht mit reduzierten PTH- oder 1,25(0OH).Ds-
Konzentrationen erklart werden kann (Blum et al. 1974; Horst et al. 1978; Goff et al. 1991).
Zur Pravention der Gebarparese sind Vvielfaltige Prophylaxe-Strategien in der
Milchviehhaltung gangige Praxis (Goff 2008). Diese umfassen neben der Optimierung der

Haltungsbedingungen im Allgemeinen, eine Anionen-reiche und Calcium-restriktive
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Futterung, die Gabe von Vitamin D bzw. Vitamin-D-Metaboliten wenige Tage pré partum und

die Applikation von Calcium zum Geburtszeitpunkt (Kap. 2.3.1).

Verschiedene Grinde werden als Ursache fir die Anfalligkeit fir das Auftreten von
Gebarparese diskutiert (Kap. 2.3). Der wichtigste Einfluss bleibt das Herdenmanagement,
also in erster Linie der Kuhkomfort und die prapartale Fitterung, durch welches die stark
schwankenden Inzidenzen von 5-80% erklart werden kénnen (DeGaris und Lean 2008).

Des Weiteren scheint die Rasse einen Einfluss auf die Suszeptibilitdt zur Entwicklung der
Gebarparese zu haben. Speziell bei Kihen der Rasse Jersey wurde eine vermehrte
Anfalligkeit festgestellt. Auch das zunehmende Risiko im Alter zur Entwicklung einer
Gebarparese oder Hypocalcamie ist mehrfach belegt worden (Kap. 2.4). Ein Alters-bedingter
Abfall der intestinalen VDR-Konzentration wurde sowohl bei Menschen (Ebeling et al. 1992),
als auch bei Ratten und Kihen (Horst et al. 1990; Liang et al. 1994) beschrieben. Das erklart
moglicherweise, warum Farsen seltener eine Hypocalcamie entwickeln, als Kiihe in einer
fortgeschrittenen Laktation. Wood et al. beschrieben eine abfallende intestinale Vitamin-D-
Sensibilitdt mit dem Alter, die sich negativ auf die duodenale Calcium-Aufnahme auswirkt
(Wood et al. 1998). Kinyamu et al. fanden jedoch keinen Zusammenhang zwischen einem
Alters-bedingten Abfall der VDR-Konzentration und der abnehmenden Calcium-Aufnahme im
Alter (Kinyamu et al. 1997). Andere Studien deckten wiederum Uberhaupt keine Abnahme
der VDR-Konzentration mit dem Alter auf (Lee et al. 2003; Liesegang et al. 2008). AuRerdem
wurde bei allen Kiihen, unabhangig vom Auftreten einer Hypocalcamie, ein Abfall der VDR-
Konzentration in der Mukosa des Colons zu Beginn der Laktation beschrieben (Liesegang et
al. 2007).

Widerspruchlich sind auch Untersuchungen zur Calbinding,-Expression im Alter. Yamagishi
et al. beschrieben eine negative Korrelation von duodenaler Calbinding-mRNA und dem
Alter (Yamagishi et al. 2006), wahrend Lee et al. eine erhéhte Calbinding.-Expression im
kaudalen Teil des Duodenums mit zunehmendem Alter beim Menschen mafien (Lee et al.
2003).

Ebenfalls widersprichlich bleiben der Einfluss von endokrinen Fehlfunktionen, die Heriditat
und der Einfluss von Ostrogen auf die Entwicklung der Hypocalcamie. Wahrend Schwartz et
al. und Duque et al. einen Anstieg von VDR-Gen-Transkripten in mit Ostrogen behandelten
Ratten (Schwartz et al. 2000) und Mausen (Duque et al. 2002) beschreiben, malken Leonard

et al. héhere VDR-Konzentrationen bei ovarektomierten Ratten (Leonard et al. 2001).
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Die genannten Ursachen kénnen das unterschiedlich haufige Auftreten der Gebarparese
zwischen verschiedenen Herden, Altersgruppen und Rassen erklaren. Unklar bleibt jedoch
bei allen Erklarungsversuchen, warum einige Kilhe derselben Herde, einer Altersgruppe und
einer Rasse den Beginn der Laktation ohne Entgleisung des Calcium-Haushalts Gberstehen,
wahrend andere, unter denselben Bedingungen, eine subklinische oder Kklinische
Hypocalcamie entwickeln. Da die meisten Krankheiten auf Wechselwirkungen zwischen
mehreren Genen und Umweltfaktoren beruhen (Voet et al. 2010c), erscheint es logisch, die
Ursache fur eine Krankheitsanfalligkeit in genetischen Unterschieden zu suchen, wenn Tiere

denselben Umweltfaktoren ausgesetzt sind.

Ein neuer Erklarungsansatz fur eine erhéhte Anfalligkeit zur Entwicklung der Gebarparese
kénnte eine Beeintrachtigung der Funktion des Vitamin-D-Rezeptors durch Alterationen in
der Sequenz des VDR-Gens sein (Kap. 5.2). Deswegen, wurde in dieser Arbeit versucht, die
potentielle Rolle von VDR-Gen-Alterationen auf die Anfalligkeit flr Gebarparese bei
Milchkihen zu erortern.

Mit dem Entdecken einer Gen-Alteration, die mit der Gebarparese korreliert werden kann,
kénnen diese Erkenntnisse mithilfe einer bereits etablierten Methode des genombasierten
Selektionsverfahrens (Brade und Brade 2010) in die Rinderzucht einflieRen. Durch Gen-
Chips kénnen mittels Oligonukleotid-Hybridanalyse Abweichungen in der Gensequenz durch
Fluoreszenz-markierte Sonden aufgespurt und dargestellt werden.

Schon heute werden mittels SNP-Gen-Kartierung und Assoziationsstudien genomische

Zuchtwerte fur Rinder erstellt, welche in die Zuchtwertberechnung einflieien (Kap. 2.3.3).
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5.2 VDR-Gen-Polymorphismen als Ursache fiir Hypocalcamien bei der
Milchkuh?

Viele Studien in der Humanmedizin beschreiben eine positive Korrelation zwischen VDR-
Gen-Polymorphismen und individuellen Abweichungen in der Regulation des Calcium-
Haushalts. Beschrieben wurden unter anderem Korrelationen mit unterschiedlicher
Knochendichte (Arai et al. 1997), verandertem Frakturrisiko (Fang et al. 2003), dem Ausmalf}
der Expression von VDR im Dunndarm (Arai et al. 2001) oder einer veranderten
Osteoporose-Inzidenz (Wood 1998; Eisman 1999; Uitterlinden und Ralston 2006).

Meta-Analysen zeigen allerdings auch viele widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich dieser

Korrelationen (Gross et al. 1996; Fang et al. 2006).

Gen-Sequenzalterationen in Exons kdnnen Einfluss auf die Aminosaure-Sequenz und damit
auf die Struktur und Funktionalitdt der Proteine haben (Voet et al. 2010a), z.B. wenn
Leserahmen (durch Basen-Insertion oder -Deletion) oder Codons von Basen-Mutationen
beeintrachtigt sind. Da der VDR die Zellantwort auf die hormonelle Regulation einer
abweichenden Blut-Calcium-Konzentration vermittelt, kénnen sich Abweichungen in der
Gen-Sequenz wesentlich auf die Proteinfunktion des VDR auswirken und das
Zusammenspiel von PTH, 1,25(0OH),D; und der Zelle stéren. Der Einfluss von VDR-Gen-
Polymorphismen auf die VDR-Protein-Funktion und seinen Signalweg ist noch vielfach
unerforscht. Man weil3 jedoch, dass VDR-Gen-Polymorphismen einen Abfall in der
[°H]1,25(0OH),Ds-Bindungsaffinitdt an den VDR und eine geringere Gen-Transaktivierung
(Malloy et al. 1997; Whitfield et al. 2001) oder geringere VDR-mRNA-Konzentrationen (Fang
et al. 2005) zur Folge haben.

Da die vier Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thyrosin, bzw. Uracil in der RNA, in Tripletts,
also je drei Basen, die 20 mdglichen Aminosauren kodieren, gibt es mehr
Kodierungsméglichkeiten (4°=64) als Aminosduren. So werden beispielsweise Arginin,
Leucin und Serin durch je sechs verschiedene Basen-Tripletts, sogenannte Synonyme,
verschlisselt (Tab. 22). Diese Eigenschaft nennt man Degeneriertheit des genetischen
Codes (Voet et al. 2010b). Bei sogenannten stummen Mutationen kommt es zum

Basenaustausch und einer veranderten Triplett-Sequenz, das veranderte Triplett kodiert
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jedoch fir die gleiche Aminosaure, weswegen diese Basen-Alterationen keine Auswirkungen
auf die Sequenz des verschliisselten Proteins haben. Alterationen die auch eine Anderung
der Aminosaure im VDR-Protein nach sich ziehen, haben je nach Lokalisation Einfluss auf
die Funktion der entsprechenden Protein-Domane. So sind Auswirkungen auf die DNA-
Bindung, die Heterodimerisation mit dem RXR und die Hormonbindung mit 1,25(OH),D3
durch Basen-Alterationen in den entsprechenden Doméanen des VDR-Proteins beschrieben

worden (Kap. 2.5.4).

Tab. 22: Ubersicht (iber Verschliisselung der Aminosauren durch Basentripletts

1. Base 2. Base 3. Base
U C A G

U Phenylalanin Serin Tyrosin Cystein U
C
Leucin Stopp® Stopp® A
Tryptophan G
C Leucin Prolin Histidin Arginin U
C
Glutamin A
G
A Isoleucin Threonin Asparagin Serin U
C
Lysin Arginin A
Methionin? G
G Valin Alanin Asparaginsaure Glycin U
C
Glutaminsaure A
G

4 Das Codon AUG fungiert auch als Intitiations-Signal.
bStopp—Codon, terminierendes Codon

Bezerra et al. beschrieben eine Verbindung zwischen verschiedenen VDR-Genotypen und
der Calcium-Konzentration in der Milch adoleszenter brasilianischer Mutter (Bezerra et al.
2008). Ausgehend von dieser Studie, stellten wir die Hypothese auf, dass es einen ahnlichen
Mechanismus bei Milchkiihen geben kdnnte, der eine individuelle Schwache verursacht, die
Calcium-Homoostase nach der Geburt, wenn der Calciumbedarf zur Milch-Synthese
ansteigt, zu erhalten.

Der Einfluss von VDR-Gen-Alterationen auf das Auftreten von Hypocalcamie bei Milchkihen

wurde nach unserem Wissensstand noch in keiner Studie untersucht.
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5.3 Moglichkeiten der Untersuchung auf Gen-Alterationen

Um die Ursachen fiur eine Krankheit genetisch zu lokalisieren gibt es zwei Ansatze.

Zum einen die Kartierung des Erbgutes mithilfe von genetischen oder physikalischen
Markern und Lokalisierung Uber familiare Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien.
Diese Methode grenzt den verantwortlichen Gen-Abschnitt drtlich ein, ohne dessen Funktion
zu kennen (Lottspeich und Zorbas 1998a).

Groler angelegte Studien (Reese et al. 2010; Childers et al. 2011) arbeiten an der
Kartierung des gesamten Genoms, bzw. ganzer Chromosomen des Rindes. Die Bestimmung
des genomischen Zuchtwertes fur deutsche Holsteins anhand von geschatzten Effekten von
SNPs (Kap. 2.3.3) wird seit August 2009 in Deutschland bereits erfolgsversprechend
durchgefuhrt (VIT 2009).

Bei der zweiten Methode versucht man vom Phanotyp der Krankheit auf das Gen zu
schliel3en, in diesem Fall den Vitamin-D-Rezeptor aufgrund seiner Funktion in der Calcium-
Homoostase, und sucht spezifisch in diesem Gen nach individuellen Abweichungen in der
Basensequenz (Lottspeich und Zorbas 1998a).

Zum Auffinden von Gen-Veranderungen in spezifischen DNA-Segmenten werden
verschiedene Mdglichkeiten beschrieben (Tab. 23). Die meisten Methoden beschreiben das
spezifische Verhalten der DNA-Fragmente, wie zum Beispiel das Laufverhalten in der
Gelelektrophorese oder das Bindungsverhalten mit markierten Oligo-Nukleotiden, und
schlieRen bei unterschiedlichen Eigenschaften auf verschiedene Genotypen, ohne die
Veranderung selbst zu charakterisieren. Sie werden meist als Screening-Methoden fur
bekannte Mutationen in Versuchen mit grol3en Probandenzahlen benutzt.

Die Sequenzierung erlaubt die Untersuchung einer DNA-Sequenz auf unbekannte
Mutationen und erméglicht deren Charakterisierung. Nachteile sind der hohe technische und

finanzielle Aufwand.
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Tab. 23: Ubersicht Gber Methoden zum Auffinden von Gen-Alterationen mit Namen der
Methoden, kurzer Erklarung und Bemerkung nach (Lottspeich und Zorbas 1998b).

Methode Erklarung Bemerkungen
Sequenzierung Genaue ldentifizierung und Aufgrund des hohen
Charakterisierung von Mutationen durch | Aufwandes nicht fur
Bestimmung der Basensequenz. Screening-Verfahren
geeignet
Restriktionsfragment- Entstehung/ Verlust von Restriktions- Nachweis bekannter

langenpolymorphismus
(RFLP)

Schnittstellen durch Mutationen.
Schneiden der PCR-Produkte durch
Restriktions-Enzyme und
elektrophoretische Auftrennung der
Fragmente. Nachweis verschiedener
Fragment-Muster

Mutationen.

Einsatz als
genetischer Marker
bei Kartierung von
Genen.

Allelspezifische
Hybridisierung

Untersuchung des
Hybridisierungsverhalten von PCR-
Produkten mit Allel-spezifischen Sonden
auf festen Oberflachen und
Sichtbarmachen durch spezifische
Marker

Nachweis bekannter
Mutationen/
Genotypisierung.

Oligonucleotide-ligation

Bindung zweier Oligonukleotide durch

Nachweis bekannter

assay (OLA-Technik) DNA-Ligase bei gleicher Sequenz Mutationen/
Genotypisierung.
Single-strand Denaturierung der DNA-Fragmente; Keine

conformation
polymorphism analysis
(SSCP)

unterschiedliches Laufverhalten der
PCR-Produkte bei Konformations-
anderung in renaturierenden Gelen
durch Mutations-bedingte
unterschiedliche Sekundarstruktur

Charakterisierung
moglich

Denaturierende
Gradienten-Gel-
Elektrophorese (DGGE)

Unterschiedliches Laufverhalten von
doppelstrangiger DNA in Gelen mit
zunehmend denaturierendem Charakter

Keine
Charakterisierung
moglich

In Arbeiten der

Humanmedizin zu

Korrelationen von VDR-Polymorphismen mit

unterschiedlichen Krankheiten wird meist die RFLP-Technik eingesetzt (Morrison et al. 1992;
Wood 1998; Fang et al. 2006; Vupputuri et al. 2006; Tripathi et al. 2010), um den Einfluss
von Mutationen auf verschiedene Krankheiten wie Krebs, Diabetes, Tuberkulose, Nieren-
oder Knochen-assoziierte Krankheiten festzustellen (Valdivielso und Fernandez 2006). Die in
der RFLP-Technik eingesetzten Restriktionsenzyme sind bakterielle Enzyme, die auch als
.gegen Fremd-DNA gerichtetes Immunsystem® bezeichnet werden, da sie fremde DNA-

Fragmente, welche durch Viren eingeschleust wurden, an einem fremden Methylierungs-
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Muster erkennen und herausschneiden, wahrend die eigene DNA durch
Modifikationsenzyme (Methylasen) spezifisch markiert ist (Pingoud 2004).

Diese Eigenschaft macht man sich zunutze, um Gen-Mutationen festzustellen. Dafur wird die
zu untersuchende DNA mit Restriktionsenzymen inkubiert, diese erkennen spezifische
Restriktions-Schnittstellen und spalten die DNA in Fragmente mit unterschiedlicher Lénge
(Botstein et al. 1980). Die Fragmente werden in einem Agarose-Gel der Grofle nach
aufgetrennt und sichtbar gemacht und die Haplotypen anhand des spezifischen Fragment-
GroRen-Musters bestimmt (Gross et al. 1996). Durch Mutationen kdénnen Restriktions-
Schnittstellen entstehen oder verschwinden, wodurch sich das Fragment-Grofien-Muster
andert (Vandevyver et al. 1997). Auch SNPs kénnen so erkannt werden, wenn sie die
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms verandern. Eine Ubersicht Uber einige
Restriktionsenzyme welche fir die Analyse von VDR-Gen-Alterationen verwendet wurden

gibt Tab. 24.

Tab. 24: Beispiele fur in Korrelations-Studien zu VDR-Gen-Alterationen verwendete
Restriktionsenzyme, mit Beispielen fur Arbeitsgruppen welche Studien zum VDR
durchgefiihrt haben. Angegeben sind aufierdem der Ursprung des Restriktionsenzyms, seine
Erkennungs-Sequenz mit Restriktions-Schnittstellen (]) und Lokalisation im humanen
VDR-Gen.

Restriktions- | Ursprung Erkennungs- Lokalisation | Beispiele fur
enzym Sequenz in Arbeitsgruppen
humanem
VDR-Gen
Apal Acetobacter 5'...GGGCC|C...3" | Intron 8 (Faraco et al. 1989;
pasteurianus 3'...C|CCGGG...5 Morrison et al. 1992)
Bsml Bacillus stearo- | 5'...GAATGCN|...3' | Intron 8 (Morrison et al. 1992;
thermophilus 3'...CTTAC|GN...5' Ingles et al. 1997,
Vandevyver et al.
1997; Vupputuri et al.
2006)
Taql Thermus 5...T|CGA...3' Exon 9 (Morrison et al. 1992;
aquaticus 3'...AGC|T...5' Verbeek et al. 1997,
Chang et al. 2000;
Vupputuri et al. 2006)
Fokl Flavobacterium | 5'...GGATGNy|...3' | Exon 2 (Gross et al. 1996;
okeanokoites 3'...CCTACN3]...5' Vupputuri et al. 2006)
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5.3.1 Sequenzieren als Methode der Wahl

Da fir Milchkiihe bis jetzt keine bekannten Polymorphismen des VDR-Gens vorliegen,
konnte die RFLP-Technik von uns nicht eingesetzt werden. Stattdessen wurden die
Sequenzen der Exons des VDR in der vorliegenden Arbeit durch Sequenzieren direkt
bestimmt und verglichen. Daflir wurden sequenzspezifische Primer hergestellt (Kap. 3.2.2),
die lediglich die kodierenden Teile des VDR-Gens umschlieen, welche dann mithilfe einer
DNA-Polymerase amplifiziert wurden. Diese PCR-Produkte wurden automatisiert sequenziert
und mit der verdffentlichten VDR-Gen-Sequenz (NCBI) und unter den Versuchstieren
verglichen. Durch Doppelansatz  wurde versucht  die Méglichkeit  eines
Sequenzierungsfehlers zu minimieren. Die Fehleranfalligkeit fur automatisierte
Sequenzierungsverfahren wird mit 1% angegeben (Voet et al. 2010a).

Die sequenzierten Sequenzen entsprechen 7% der Gesamtlange des VDR-Gens, enthalten
aber 99% der kodierenden Bereiche. Technisch bedingt konnten im Fragment 1 die ersten
ca. 10 Basen von Exon 1 nicht eindeutig ausgelesen werden.

Die in dieser Studie eingeschlossenen Tiere gehorten samtlich der Rasse Holstein Frisean
an, weswegen ein Vergleich der sequenzierten Fragmente mit der auf NCBI veréffentlichten

VDR-Sequenz der Rasse Hereford lediglich eine Homologie von 99,75% zeigte.

5.3.2 Lokalisation der sequenzierten Gen-Bereiche

Die in dieser Arbeit untersuchten DNA-Segmente konzentrierten sich auf die kodierenden
Bereiche der DNA, die Exons, da Basen-Alterationen in diesen Bereichen direkte
Auswirkungen auf die verschlUsselten Proteine haben kdnnen. Aufgrund der Anforderung an
die Herstellung der Primer, wurden auch angrenzende Intron-Bereiche sequenziert.

Es wurden jedoch auch Krankheits-assoziierte Polymorphismen in nicht-kodierenden
Bereichen der DNA beschrieben (Wood 1998). Diese Polymorphismen werden als nicht-
funktionell bezeichnet, da sie keine direkten Auswirkungen auf das Zielprotein haben. Das
Phanomen der Korrelation mit Krankheiten erklart sich durch einen Einfluss der Alteration auf
die mRNA-Expressionsrate und -Stabilitdit oder sogenanntes genetic linkage. Dieses
beschreibt die Begebenheit, das Genbereiche, je naher sie benachbart sind, haufiger
gekoppelt vererbt werden (Lottspeich und Zorbas 1998a). Eine Abweichung dieser Regel
wird als linkage disequilibrium (Uitterlinden et al. 2004) bezeichnet, welches besagt, dass

Allel-Kombinationen in einer Population haufiger oder weniger haufig auftreten als von zwei
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Allelen zu erwarten ware. Man geht also bei mit Krankheiten assoziierten nicht-funktionellen
Polymorphismen davon aus, dass ein bestimmter unbekannter (eventuell Krankheits-
auslésender) Genabschnitt mit diesem gekoppelt vererbt wird.

McKay et al. haben 2007 das Ausmal des linkage disequilibrium im Genom bei acht Rinder-
Rassen kartiert (McKay et al. 2007).

Da Intron-Bereiche weniger stark konserviert sind als Exons, geht man sogar von einer
hoéheren Anzahl von SNPs in Introns als in Exons aus (Wang et al. 1998). Eine
Untersuchung der Intron-Sequenzen auf Gen-Alterationen und deren Korrelation mit der
Krankheitsgeschichte Gebarparese ware trotz der Tatsache, dass sich die Alteration nicht
direkt auf das VDR-Protein auswirkt, aufschlussreich. Bei Entdeckung einer korrelierten Gen-
Alteration in Intron-Bereichen des VDR ist jedoch nicht zwangslaufig auf die Kopplung mit
einer funktionellen Gen-Alteration des VDR-Proteins zu schlielien, da die Mdglichkeit der

Kopplung mit anderen Genbereichen besteht.

5.3.3 Anzahl der Einzel-Basen-Alterationen und Vorliegen von SNPs

In dem nur kleinen sequenzierten Teil des VDR-Gens (7%), sind in dieser Studie an acht
Positionen der acht Fragmente bei 26 Tieren insgesamt 160 Einzel-Basen-Alterationen
gefunden worden. Die sequenzierten Fragmente wurden dabei mit der auf NCBI
verdffentlichten bovinen VDR-Sequenz der Rasse Hereford verglichen. Die Tiere in dieser
Studie gehodrten alle der Rasse Holstein Frisean an, weswegen die hohe Anzahl an
Abweichungen zur veroffentlichten Sequenz nicht verwundert.

Als Gen-Polymorphismus werden Gen-Sequenzalterationen mit einer Inzidenz von 1% in der
Population beschrieben (Pschyrembel 2007b). Uber das Vorliegen von SNPs kann aufgrund
der kleinen Versuchstierzahl nicht geurteilt werden, da keine RUlckschlisse auf die

Population geschlossen werden kdnnen.

5.3.4 Berechnung einer moglichen Korrelation

Die gefundenen Sequenzalterationen wurden in Kontingenztafeln eingetragen, um mithilfe
des Fisher’s exact probability-Tests, bzw. seiner Erweiterung nach Freeman und Halton,
eine Korrelation zu Gruppe 1 oder 2 (vorangegangene periparturiente Hypocalcamie ja oder
nein) zu errechnen. Der x*-Test konnte aufgrund der geringen Tierzahl nicht durchgefiihrt

werden (Kap. 3.3.2).
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Die ermittelten Wahrscheinlichkeiten lagen samtlich Gber dem festgelegten Signifikanz-Wert
von p<0,05; eine Korrelation zwischen einer Basen-Alteration und dem Auftreten der

Gebarparese bzw. einer periparturienten Hypocalcamie konnte nicht festgestellt werden.

5.3.5 Limitierende Faktoren

Die Gebarparese bzw. periparturiente Hypocalcamie der Milchkuh ist eine Krankheit bei
deren Entstehung viele extragenetische Risiko-Faktoren von Bedeutung sind (Kap. 2.4), was
die Suche nach einer genetischen Ursache erschwert. In Betracht zu ziehen sind aufl’erdem
multifaktorielle genetische Ursachen, die schwierig zu untersuchen sind.

Einschrankende Faktoren dieser Studie sind des Weiteren die geringe Versuchstier-Zahl und
die geringe Anzahl erhobener Parameter.

Die geringe Tier-Zahl wurde bewusst in Kauf genommen. Zum einen wurde die Auswahl der
Probanden gezielt auf eine Milchvieh-Anlage reduziert, um von gleichen Umweltbedingungen
ausgehen zu koénnen, was die Auswahl (unterschiedliche Elterntiere, bekannte
Krankengeschichte, 4.-6. Laktation) erschwerte. Zum anderen lagen bis jetzt keine
wissenschaftlichen Erkenntnisse vor, die die von uns aufgestellte These unterstitzt und eine
grolRer angelegte Studie gerechtfertigt hatten.

Die Vielzahl der gefundenen Basenabweichungen in dieser Studie beweist zwar die

Méglichkeit der dieser Arbeit zugrunde liegenden These, konnte sie aber nicht belegen.

Ferner ist zu Uberlegen, in zuklnftigen Untersuchungen die Bedeutung des FGW23 zu
prifen, der unabhangig von moglichen Stérungen der Signalkaskade tber den VDR indirekt
die Regulation des Calcium-Haushalts, wie die PTH-Freisetzung und die Calcitriol-Synthese,

beeinflussen kann.

5.3.6 Genetische Kartierung der Rindergenoms

Nach Beginn dieser Arbeit im Jahr 2008 wurde im Rahmen der Erstellung der Genome
Bovine Database (bovinegenome.org) die Kartierung des bovinen Rinder-Genoms unter
anderem anhand von SNPs vorgenommen. Insgesamt wurden 6769 SNPs kartiert, davon
305 auf dem Chromosom 5, jedoch keines im Bereich des VDR-Gens (Arias et al. 2009). In
anderen Arbeiten wurden einzelne bovine Chromosomen anhand von SNPs Kkartiert

(Marques et al. 2008; Nilsen et al. 2008).
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5.4 Gefundene Gen-Sequenz-Variationen

Aus der Vena coccygea von 26 Milchkihen aus Gotha, Thiringen, wurde EDTA-Blut
entnommen und daraus die DNA isoliert. Die DNA-Sequenzen des VDR wurden in acht
Fragmenten mittels PCR amplifiziert und anschlieRend automatisiert sequenziert (Fragmente
1,2, 3, 4, 5/6, 7, 8/9, 10). Die Fragmente enthalten die gleichnamigen Exons. Exons 5 und 6
und Exons 8 und 9 des VDR liegen dicht beieinander und wurden jeweils in einem Fragment
sequenziert (Abb. 12). Es wurden durch Vergleich mit der veroffentlichten Sequenz acht
Abweichungen in der VDR-Gen-Sequenz festgestellt, davon jeweils eine Basen-Alteration in
den Fragmenten 1 und 2 und jeweils drei Basen-Alterationen in den Fragmenten 7 und 10
(Tab. 14).

Die meisten gefundenen Sequenz-Variationen betrafen nur ein Allel, sogenannte
heterozygote Alterationen (Fragment 7 und 10), in zwei Fragmenten gab es auch
homozygote Veranderungen, welche beide Allele betrafen (Fragment 1 und 2). Bei allen acht
Gen-Variationen handelte es sich um den Austausch je einer einzelnen Basen (Substitution).
Vier Alterationen waren in Intron-Bereichen (Fragment 1, 2, 7 und 10), vier Alterationen in
Exon-Bereichen (Exon 7 und 10) zu finden. Die vier der acht Einzel-Basen-Alterationen,
welche in Exon-Bereichen gelegen waren, verursachten potentielle Anderungen in der
Aminosaure-Sequenz. Die heterozygote Basenanderung A>T in Fragment 10 an Position
365 verursachte bei einem Tier den Austausch der Aminosdure Lysin (AAG) zu einer
terminierenden Aminosaure (TAG). Aufgrund der heterozygoten Auspragung der
Basensubstitution ist davon auszugehen, dass nicht das fehlerhafte Gen sondern die
unveranderte Gen-Kopie des zweiten Allels exprimiert wurde, da sonst gréRere
Abweichungen in der Funktion des VDR und damit in der Calcium-Homdostase zu erwarten

gewesen waren.
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5.5 Schlussfolgerungen

Die Ziele dieser Arbeit waren, herauszufinden, ob Gen-Alterationen in den Exon-Bereichen
des VDR Gens existieren, und ob diese mit der Krankheitsgeschichte, in diesem Fall
Entgleisung der Calcium-Homdostase, korrelieren.

Es wurden 160 Einzel-Basen-Alterationen an acht Positionen im VDR gefunden. Auf das
Vorliegen von SNPs kann aufgrund der geringen Versuchstier-Zahl nicht geschlossen
werden.

In Exons lokalisierte Gen-Alterationen kdnnen einen direkten Einfluss auf die Proteinstruktur
oder -funktionalitat besitzen. Gen-Alterationen in Intron-Bereichen der DNA kdnnen aufgrund
von genetic linkage oder linkage disequilibrium jedoch ebenfalls mit Krankheiten assoziiert
sein. Die Sequenzierung des vollstandigen VDR-Gens erscheint deswegen sinnvoll, fur die
Untersuchung des VDR-Proteins ist die Sequenzierung der Exon-Bereiche jedoch
ausreichend.

In dieser Studie wurde keine Korrelation zwischen Gen-Sequenzalterationen des VDR-Gens

und der Krankheitsgeschichte (Hypocalcamie ja/ nein) gefunden.
Die Ergebnisse dieser Studie lassen die Annahme nicht zu, dass Alterationen der

Gensequenz des VDR-Proteins einen Einfluss auf die Anfalligkeit fir Gebarparese

oder periparturienter Hypocalcamie bei Milchkiihen haben.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung von Sequenzalterationen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens

im Hinblick auf Hypocalcamie und Gebarparese bei Milchkiihen

Die peripartale Hypocalcamie der Milchkuh gehdrt zu den bedeutendsten Stérungen des
Mineralstoffwechsels in der Milchviehhaltung. In den USA wird das Auftreten von
subklinischen Hypocalcamien bei Erstkalbinnen mit bis zu 25%, bei Vielkalbinnen mit 40 bis
uber 50% angegeben (Reinhardt et al. 2010), die Inzidenz fur die Auspragung klinischer
Symptome wie Festliegen (Gebarparese) betragt 5-10% (DeGaris und Lean 2008; Goff
2008). Daher sind vielfaltige Prophylaxe- und Therapiekonzepte inzwischen gangige Praxis
in der Milchviehhaltung.

Die Pathogenese der Hypocalcdmie ist seit vielen Jahren bekannt. Der sprunghaft
ansteigende Calcium-Bedarf fiir die Bildung von Kolostrum und Milch kann nicht schnell
genug durch entsprechende Absorption aus dem Magen-Darm-Trakt bzw. Mobilisation aus
dem Knochen gedeckt werden. Fallt der Blut-Calcium-Spiegel unter einen Schwellenwert,
kommt es zum klinischen Bild des Festliegens.

Die Regulation des Calcium-Haushalts ist zwar vielfach und in der Sequenz der
Regulationsablaufe auch bei Kiihen beschrieben worden, unklar ist jedoch immer noch,
warum einige Tiere die Umstellung auf den erhéhten Calcium-Bedarf ohne Auspragung
klinischer Symptome U(berwinden, andere hingegen nicht. Beim Menschen sind
Polymorphismen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens im Zusammenhang mit veranderter
Knochendichte, Osteoporose und verandertem Calciumgehalt der Milch beschrieben
worden. Da der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) die Umsetzung der Wirkungen von Calcitriol, der
biologisch aktiven Form des Vitamin D, vermittelt, ist er essentiell fur den Erhalt der Calcium-
Homdostase. Die beim Menschen nachgewiesenen Beziehungen zwischen Alterationen des
VDR und Stérungen des Calcium-Haushalts Gberraschen daher nicht. Polymorphismen im
bovinen Vitamin-D-Rezeptor-Gen kénnten somit mdglicherweise eine Pradisposition flr die

Gebarparese bzw. die Resistenz erklaren. Variationen in der Nukleinsduresequenz der
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Exons kdnnen den Austausch von Aminosauren und damit eine veranderte Proteinsequenz
des Vitamin-D-Rezeptors verursachen, die wiederum eine veranderte Ansprechbarkeit des
Rezeptors, beziehungsweise, je nach Lokalisation der Mutation, eine eingeschrankte

Funktionalitat der betroffenen Protein-Domane bedingen kann.

Sequenzen von VDR-Exons und angrenzenden Intron-Abschnitten von 26 Milchkihen, alle
in der 4.-6. Laktation, wurden mit der auf NCBI veréffentlichten Sequenz verglichen. Vier der
acht entdeckten Sequenzalterationen sind auf Exons lokalisiert. Bei Vergleich der
veranderten Basensequenz mit den fir Aminosauren kodierenden Tripletts, wurden in allen

vier Fallen potentielle Anderungen auf die Aminosauresequenz festgestellt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen gefundenen Variationen in
Exon- oder exonnahen Intron-Bereichen des VDR-Gens und Hypocalcamie-Inzidenz bei
Milchkihen festgestellt werden (p>0,05).

Da nur ein begrenzter Teil des VDR-Gens sequenziert wurde, ist eine Hypocalcamie-
bedingende Basen-Alteration nicht ausgeschlossen, eine Alteration mit direkten
Auswirkungen auf das VDR-Protein erscheint aber unwahrscheinlich. Aus statistischen
Grinden ware in einer fortfiihrenden Studie aulerdem eine grofRere Fallzahl winschenswert.
Limitierender Faktor bei der Auswahl der Probanden aus einem Betrieb, sind jedoch Kihe in
ihrer 4.-6. Laktation, aus a&ahnlichen Haltungsbedingungen, die noch nie mit einer

Hypocalcamie auffallig geworden oder verwandt sind.
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7 Summary

Exploration of sequence alterations of the vitamin D receptor gene

in regard to hypocalcemia and periparturient paresis in dairy cows

Periparturient hypocalcemia belongs to the most important mineral metabolism dysfunctions
in dairy cows. The incidence of subclinical hypocalcemia in the USA is given with 25% in
heifers and up to 40 to 50 % in older cows (Reinhardt et al. 2010), the incidence of clinical
symptoms (downer cow syndrome) is given with 5-10% (DeGaris und Lean 2008; Goff 2008).
Hence manifold prophylaxis and therapy concepts to prevent periparturient paresis are
established in current practice in dairy cattle husbandry.

The aetiopathology of hypocalcemia is well known for many years. The escalating need for
calcium to produce colostrum and milk at the onset of lactation cannot be covered fast
enough through absorption of calcium from the gastrointestinal tract or through mobilization
from the bone. Clinical symptoms occur if the blood-calcium-level drops under a defined
marginal value.

The regulating steps to maintain calcium homeostasis have been described repeatedly, also
in cattle, though it remains elusive why some animals are able to adjust to the increased
calcium need without developing hypocalcemia, while others are not.

In humans, correlations of vitamin D receptor gene polymorphisms with lower bone density,
osteoporosis and varying calcium concentration in breast milk have been reported.

Because the vitamin D receptor (VDR) moderates the effects of 1,25(OH),D3, the biologically
active form of vitamin D, in the cells, it is a key factor for maintaining calcium homeostasis.
Hence, proven relations between VDR alterations and disturbances in calcium balance in
humans do not surprise. Alterations of the bovine VDR gene could possibly explain a
predisposition for periparturient paresis or resistance of the VDR. Variations of the nucleic
acid sequence can cause a replacement of amino acids and subsequent an altered protein

sequence of the vitamin D receptor, that can be etiological for a modified responsiveness of
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the receptor or cause an altered functionality of the VDR protein, according to the domain

where the mutation is located.

Sequenced VDR exons and adjacent intronic parts of 26 dairy cows, all in their 4™ to 6™
lactation, were compared to the published sequence on NCBI (NC_007303.4). Four out of
eight discovered alterations were localized on exons. When the modified base sequence was
compared to the triplets coding for amino acids, a potential change of the amino acid
sequence could be detected in all of the four cases.

Nevertheless, no correlation could be observed between located variations and

hypocalcemia incidence in tested dairy cows (p>0.05).

Because only a limited part of the VDR gene has been sequenced for this project, a VDR
gene sequence alteration causing hypocalcemia cannot be obviated, though an alteration
with direct effects on the VDR protein seems improbable. For statistical reasons a greater
number of animals would be preferable in a continuing study, though limitating factor in
choosing probands is to find dairy cows in their 4™ to 6" lactation with similar living conditions

that have never experienced hypocalcemia before.
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9 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Pathogenese der hypocalcamischen Gebarparese am Beispiel einer peripartalen Kuh mit ca.
500kg Lebendgewicht. Der Calcium-Verlust mit dem Kolostrum Ubersteigt die intestinale Calcium-
Absorption und die ossare Mobilisierungsfahigkeit. Modifiziert nach (Goff et al. 1991).........cccccoiee. 5

Abb. 2: Eisberg-Modell nach Staufenbiel modifiziert nach (Zieger 2001). Nur etwa 5% der Kihe mit
peripartaler Hypocalcamie liegen fest. Die meisten Tiere erkranken subklinisch und leiden an
begleitenden Erkrankungen, die durch den veranderten Calciumhaushalt, Innappetenz oder die damit
einhergehende Immunsuppression begunstigt Werden. ... 6

Abb. 3: Schematische Darstellung der an der Steigerung bzw. Senkung der Blut-Calcium-
Konzentration beteiligten Regelkreislaufe, nach (Holick 2007). Vitamin D (Aufnahme mit der Nahrung
oder Eigensynthese in der Haut) wird unreguliert in der Leber zu Calcidiol (25(OH)D) hydroxyliert. Die
Umwandlung von Calcidiol zu Calcitriol (1,25(0OH),D3, 1,25-Dihydroxycholecalciferol) in der Niere
erfolgt streng reguliert und wird primar durch PTH induziert, das aus der Nebenschilddriise freigesetzt
wird, wenn die Blut-Calcium-Konzentration abfallt. Die Wirkungen von 1,25(0OH),D; auf die Zielorgane
Knochen, Niere und Darm sind vereinfacht dargestellt. In Knochen und Magen-Darm-Trakt wird die
Calcitriol-Wirkung Uber den Vitamin-D-Rezeptor vermittelt..............cccccoooiiiiiii e, 8

Abb. 4: Wirkung des Calcium-sensitiven Rezeptors (CaSR/ CaR) auf die Genexpression, Synthese
und Sekretion von PTH nach (Murray et al. 2008). Die durch den CaSR vermittelte Kontrolle der PTH-
Synthese und -Sekretion ist von zentraler Bedeutung fir die Calcium-Homdostase von Saugetieren.
Eine niedrige Calcium-Konzentration (ionisierten Calciums) stimuliert die Ausschittung von PTH,
welches eine Erhéhung des Blut-Calcium-Spiegels vermittelt. Bei hohen Calcium-Konzentrationen
(ionisierten Calciums) wird die PTH Sekretion Uber den CaSR inhibiert und dadurch der Blut Calcium-
S o1 =Y o [ I 1= 7= a1 S SRR 11

Abb. 5: Schematische Darstellung der para- und transzellularen Calcium-Absorption, modifiziert nach
(Hoenderop et al. 2005). Der passive, parazellulare Transport verlauft Uber tight junctions entlang
eines Konzentrationsgradienten. 1,25(0OH),D; reguliert die Calcium-Aufnahme durch Stimulation der
Transportproteine TRPV5/6, Calbindins, NCX1 und PMCA1b. Die Absorption erfolgt in 3 Schritten:
Calcium gelangt Uber TRPV5/6 Kanale in der apikalen Membran in das Zellinnere, wird dort von
Calbindins zur basolateralen Seite transportiert und Uber Calcium-ATPasen (PMCA) oder Na/Ca-
Austauscher (NCX) in das Interstitium befordert. ............ooi e 16

Abb. 6: SNPs, Haplotypen und Marker SNPs. a) SNP: DNA Abschnitt mit vier Versionen derselben
Chromosomenregion verschiedener Individuen. Die Abschnitte sind bis auf drei Basen identisch.
Jedes SNP hat zwei mdgliche Allele (hier Allel C und T fur SNP 1). b) Haplotypen: Ein Haplotyp
besteht aus einer bestimmten Kombination von SNPs. Hier dargestellt sind die beobachteten
Genotypen von 20 SNPs, welche sich iber 6000 Basen der DNA erstrecken. Gezeigt werden nur die
variablen Basen, einschliellich der drei SNPs aus Abschnitt a. Fir diese Region, hat sich gezeigt,
dass die meisten Chromosomen einer Population die Haplotypen 1-4 besitzen. c) Marker SNPs: Die
Genotypisierung der drei Marker SNPs reicht aus, um die vier Haplotypen zu identifizieren. Wenn die
Marker SNPs eines bestimmten Chromosoms beispielsweise das Muster A-T-C aufweisen, passt
dieses Muster auf jenes des Haplotyps 1. Modifiziert nach (International HapMap Consortium 2003).22

Abb. 7: Lokalisation des Uber 55kB langen bovinen VDR-Gens auf Chromosom 5 sowie die
Anordnung der zehn Exons im Gen, modifiziert nach (NCBI 2011). a-e: Lokalisation anderer Gene auf
Lo =10 0T @3 o1 o] g o =T o o SRR 28

Abb. 8: Der VDR besteht aus 427 Aminosaduren. Dargestellt sind die funktionellen Doméanen des
humanen VDR: DNA-bindende Domé&ne (DBD) mit zwei Zink-Finger-Motiven (Zn) am H;'N-Ende,
Liganden-bindende (E) Doméane mit a-Helices (H) zur Heterodimerisation mit dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) am COO™-Ende und Doménen zur Transaktivierung (Konformationsdnderung),
insbesondere AF-2 (ligand-dependent activation function). Modifiziert nach (Haussler 2008)............. 29
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Abb. 9: Modell der Signalverarbeitung von 1,25(0OH),D; Uber den VDR. 1,25(0OH),D; zirkuliert an
Vitamin-D-bindendes Protein (DBP) gebunden im Blut und diffundiert aufgrund seiner Lipophilie durch
die Zellmembran der Zielzelle. Durch intracellular vitamin D binding proteins (IDBPs) wird 1,25(0OH),D3
entweder zur mitochondrialen 24-Hydroxylase transportiert und inaktiviert oder zum VDR transportiert.
Der 1,25(0OH),D3-VDR-Komplex heterodimerisiert mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und bindet an
spezifische Sequenzen der Promotor-Region des Zielgens (VDREs). Das DNA-gebundene
Heterodimer zieht Komponenten des RNA-Polymerase II-Pré-Initiations-Komplexes und nukleére
Transkriptins-regulatoren an, welche dann die Transkriptionsrate des Gens modifizieren. Modifiziert
nach (Brown et al. 1999; DUSSO €t @l. 2005). .......cciciuiiiiiie et a e e e e 31

Abb. 10: Starke Expression von VDR in basalen Drisen- und Krypten-Epithelzellen (BG) im
Duodenum der Ziege (Boos et al. 2007). Legende: oberflachliche Epithel- (SE), Drisen- und Krypten-
Epithelzellen (SG), intermediare Driisen- und Krypten-Epithelzellen (1G), Villus (V).....ccoeeevvvcivieenn.... 33

Abb. 11: Natirliche Mutationen des humanen VDR, welche zu 1,25(OH),D;-Resistenzen fiihren
kénnen. Je nach Lokalisation der Mutation sind unterschiedliche Funktionen des Rezeptors gestort.
Dargestellt sind bekannte Mutationen mit Auswirkungen auf die Bindung des VDR mit der DNA, auf
die Bindung des VDR mit seinem Liganden und auf die Heterodimerisierung mit dem RXR. Nach

(HAUSSIEE ©F @l. 1997 ). ettt et et e e et e e et e e e et e e e e e nbee e e e nnee 35
Abb. 12:  Positionierung der acht Primerpaare in Exon- und Intron-Bereichen mit Angaben zu
Grofen der entstehenden PCR-ProdUKLE ..........ooiiii e 42

Abb. 13:  Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Die zu Exon 4 gehorigen
Fragmente zeigen unspezifische Doppelbanden, die durch Erhéhung der Hybridisierungstemperatur
LS 0Tz LE T (= To [0 =T i AR o 1= o S 45

Abb. 14.  Beispiel fiir ein Ergebnis der Sequenzierung nach einer Auftrennungszeit von 60 Minuten
mit dem Programm LFR-60min. Der hohe rote Peak fungiert als Endungsmarker. ..............cccccueee.... 48

Abb. 15: Im ersten Fragment, welches das erste Exon teilweise enthalt, wurde eine
Sequenzveranderung im Intron an 147. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der erwarteten Base
Cytosin (C) wurde Tyrosin (T) bei 8 von 26 Tieren homozygot und bei 16 Tieren heterozygot gefunden
(C-T). Das Fragment umfasst 476 Basenpaaren. Legende: Exon, Basen-Alteration, Intron................ 56

Abb. 16: Die C-T Alteration trat homozygot (T) und heterozygot (C/T) auf. Statt der erwarteten Base
Cytosin an 147. Stelle des ersten Fragmentes, wurde bei 8 Tieren auf beiden Allelen Tyrosin
gefunden. Davon waren 5 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 3 jedoch noch nie. Bei 16
Tieren war Tyrosin nur auf einem Allel zu finden. Davon waren 11 bereits mindestens einmal
hypocalcamisch, 5 jedoch noch nie. Eine Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-
Inzidenz gibt €S NICht (P>0,05). ... et 57

Abb. 17: Im zweiten Fragment, welches das zweite Exon vollstdndig enthalt, wurde eine
Sequenzveranderung im Intron an 344. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der erwarteten Base
Guanin (G) wurde bei 20 von 26 Tieren homo- oder heterozygot Cytosin (C) gefunden (G-C). Das
Fragment umfasst 513 Basenpaare. Legende: Exon, Basen-Alteration, Intron...........c.ccccoceeviiieeeenee 59

Abb. 18: Die G-C Alteration trat homozygot (C) und heterozygot (G/C) auf. Statt der erwarteten Base
Guanin an 344. Stelle des zweiten Fragmentes, wurde bei 5 Tieren auf beiden Allelen Cytosin
gefunden. Davon waren 4 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 1 jedoch noch nie. Bei 15
Tieren war Cytosin nur auf einem Allel zu finden. Davon waren 10 bereits mindestens einmal
hypocalcamisch, 5 jedoch noch nie. Eine Korrelation zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-
Inzidenz gibt €S NICht (P>0,05). .....eiiiiiiiii e et e e s e eneneeas 60

Abb. 19: Im siebten Fragment, welches das siebente Exon vollstdndig enthalt, wurden drei
Sequenzveranderung gefunden. Davon sind zwei im Exon an 106. und 110. Stelle positioniert, die
dritte wurde im Intron an 336. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der erwarteten Base Cytosin (C)
an 106. Stelle wurde bei 25 von 26 Tieren auf einem Allel Adenin (A) gefunden (C-A). Statt der
erwarteten Base Cytosin (C) an 110. Stelle wurde bei 21 von 26 Tieren auf einem Allel Tyrosin (T)
gefunden (C-T). Statt der erwarteten Base Tyrosin (T) an 336. Stelle wurde bei 25 von 26 Tieren auf
einem Allel Adenin (A) gefunden (T-A). Das Fragment umfasst 439 Basenpaare. Legende: Exon,
ST Tt AN (=T = Lo T TR 1 a1 (o] o AP 62

Abb. 20: Die C-A Alteration trat heterozygot (C/A) auf. Statt der erwarteten Base Cytosin an 106.
Stelle des siebten Fragmentes, wurde bei 25 Tieren auf einem Allel Adenin gefunden. Davon waren
16 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine Korrelation zwischen
Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).......c..coeiiiiiieiiiiiiiiiee e 63
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Abb. 21: Die C-T Alteration trat heterozygot (C/T) auf. Statt der erwarteten Base Cytosin an 110.
Stelle des siebten Fragmentes, wurde bei 21 Tieren auf einem Allel Tyrosin gefunden. Davon waren
12 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine Korrelation zwischen
Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05).......ccccceeveeiiiiiiiiiieiie e, 63

Abb. 22: Die T-A Alteration trat heterozygot (T/A) auf. Statt der erwarteten Base Tyrosin an 336. Stelle
des siebten Fragmentes, wurde bei 25 Tieren auf einem Allel Adenosin gefunden. Davon waren 16
Tiere bereits mindestens einmal hypocalcamisch, 9 jedoch noch nie. Eine Korrelation zwischen
Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05)..........coeiiiiiiiiiiiiie e 64

Abb. 23: Im zehnten Fragment, welches das zehnte Exon vollstandig enthalt, wurden drei
Sequenzveranderung gefunden. Davon sind zwei im Exon an 365. und 389. Stelle positioniert, die
dritte wurde im Intron an 212. Stelle des Fragmentes gefunden. Statt der erwarteten Base Cytosin (C)
an 212. Stelle wurde bei 19 von 26 Tieren auf einem Allel Adenin (A) gefunden (C-A). Statt der
erwarteten Base Adenosin (A) an 365. Stelle wurde bei einem von 26 Tieren homozygot Tyrosin (T)
gefunden (A-T). Statt der erwarteten Base Adenosin (A) an 389. Stelle wurde bei 25 von 26 Tieren auf
einem Allel Tyrosin (T) gefunden (A-T). Das Fragment umfasst 492 Basenpaare. Legende: Exon,
Basen-Aleration, INTrON. ... ... et e e e e e e e s 66

Abb. 24: Die C-A Alteration trat heterozygot (C/A) auf. Statt der erwarteten Base Cytosin an 212.
Stelle des zehnten Fragmentes, wurde bei 19 Tieren auf einem Allel Adenosin gefunden. Davon
waren 13 Tiere bereits mindestens einmal hypocalcadmisch, 6 jedoch noch nie. Eine Korrelation
zwischen Basen-Alteration und Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05). ........occoeeiiieiiiienne 67

Abb. 25: Die A-T Alteration trat heterozygot (A/T) auf. Statt der erwarteten Base Adenosin an 365.
Stelle des zehnten Fragments, wurde bei einem Tieren auf einem Allel Tyrosin (T) gefunden. Dieses
Tier war bereits mindestens einmal hypocalcamisch. Eine Korrelation zwischen Basen-Alteration und
Hypocalcamie-Inzidenz gibt es nicht (p>0,05). ... 67

Abb. 26: Die A-T Alteration trat heterozygot (A/T) auf. Statt der erwarteten Base Adenosin an 389.
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