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1.  Einleitung 

Die Vertebro-Spinale Dysplasie (VSD) stellt einen bisher noch unbeschriebenen 

Krankheitskomplex bei Rindern der Rasse Holstein Friesian (HF) dar, bei welchem 

die Nachkommen (NK) der ersten Generation eines jungen, genomisch getesteten 

Besamungsbullen FBF0666 betroffen sind. Erste prägnante Fälle über Defektkälber 

des im Testeinsatz befundenen Besamungsbullen FBF0666 wurden im Winter des 

Jahres 2010 und im Frühjahr des Jahres 2011 aus der Praxis in dem Einsatzgebiet 

der zuständigen Besamungsstation (MASTERRIND) gemeldet. Besonderes Merkmal 

der betroffenen Kälber war ein manifester Schwanzdefekt. Dieser ist gekennzeichnet 

als eine variable Brachyurie (griech., brachýs „kurz“ und, ourá „Schwanz“), d.h. eine 

Verkürzung des coccygealen Wirbelsäulensegments mit leichten Knicken über Zu-

sammenhangstrennungen bis hin zu deutlichen Achsenabweichungen wie „Korken-

zieher“- oder auch „Stummelschwänzen“. Neben dieser variablen Brachyurie als 

markantem Symptom zeigten einige Kälber auch Auffälligkeiten in der Entwicklung 

von Haltungs- und Stellungsanomalien oder von defizitären Gangbildern, die sich auf 

die hinteren Extremitäten zu beschränken schienen. Der Verdacht eines kongenita-

len Defektes, verbreitet von dem Besamungsbullen FBF0666, mit einer möglichen 

Relevanz für die HF-Population gab den Anstoß einer wissenschaftlichen Verifizie-

rung dieses Sachverhaltes. 

 

In der Literatur sind bei Rindern und anderen Tierarten viele Syndrome und Krank-

heiten kongenitaler Genese beschrieben worden, bei denen der Phänotyp, alleine 

oder kombiniert, durch einen Schwanzdefekt charakterisiert ist. Hier ergeben sich 

Hinweise auf eine mögliche Vergesellschaftung mit weiteren Defekten diverser Or-

gansysteme sowie auch auf Veränderungen im Zentralen (ZNS) oder Peripheren 

Nervensystem (PNS). Kongenitale Missbildungen der Schwanzwirbelsäule bei deut-

schen HF-Rindern wurden in den letzten Jahrzehnten schon mehrfach beschrieben 

und die Frequenz in den 1960er Jahren mit 0,062 % beziffert [1]. Bereits Riek (1966) 

teilte kongenitale Schwanzdefekte erstmals in vier Kategorien ein [1]:  
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i. Die „isolierte Brachyurie“ oder Anurie ohne weitere Missbildungen anderer Or-

gansysteme; hier wurde ein zu Grunde liegender autosomal rezessiver Erbgang 

vermutet [2], 

ii. das „Caudo-recto-urogenital-Syndrom“, das einen letalen Defekt beschreibt, bei 

dem die Kälber tot oder nicht lebensfähig geboren werden; morphologisch ge-

prägt ist dieses Syndrom durch eine Anurie mit Anomalien des Urogenitaltrak-

tes (UGT) und des Gastrointestinaltraktes (GIT) [3], 

iii. das „Anurie-Anophthalmie-Syndrom“, bei dem die Kälber voll lebensfähig sind; 

hier wurde neben der Anurie das ein- bis zweiseitige Fehlen der Bulbi oder eine 

Mikrophthalmie beschrieben [3], 

iv. eine Anurie als Bestandteil von Missbildungssyndromen anderer Organsyste-

me, die weder topographisch noch entwicklungsphysiologisch miteinander in 

Zusammenhang stehen [3]. 

 

In HF-Populationen in Kansas sind in einer Langzeitstudie ebenfalls vergleichbare 

Defekte beschrieben worden. So wurden über einen Zeitraum von 22 Jahren 476 

kongenitale Skelettdefekte untersucht, wobei mit 103 Fällen am häufigsten eine Anu-

rie dokumentiert wurde. Diese war zumeist mit weiteren urogenitalen, gastrointestina-

len, kardiovaskulären, lumbosakralen, ophthalmologischen, zentralnervösen und De-

fekten kranialer Kopfnerven gekoppelt [4]. Veränderungen der Wirbelsäule, jedoch 

ohne Schwanzdefekt, kombiniert mit Arthrogrypose, Defekten am Herzen und niedri-

gem Gewichten im geschlechtsreifen Alter sind bei der „Complex Vertebral Malforma-

tion“ (CVM) beschrieben [5]. Zudem werden 77 % der mit CVM betroffenen Föten 

noch vor dem 260. Tag p.c. abortiert [6].  

Bei anderen Rinderrassen wurden ebenfalls ähnliche kongenitale Missbildungs-

komplexe beschrieben, wie das „Crooked Tail Syndrom“ (CTS) der Blauweißen Bel-

gier, verursacht durch eine Rasterschub („frame shift“)-Mutation im Exon 20 des 

MRC-2 Gens [7]. Charakteristika des CTS sind die morphologischen Auswirkungen 

des Defektes auf das knöcherne und das muskuläre System mit dem markanten 

Symptom eines verdrehten („crooked“) Schwanzes. Hier zeigen alle homozygoten 

Tiere für das CTS-Allel eine generelle Wachstumsretardierung, fasziale Dysplasien 

http://de.wikipedia.org/wiki/Anophthalmie
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(abnorm entwickelter, gedrungener und in der Tendenz brachyzephaler Gesichts-

schädel) sowie eine extreme muskuläre Hypertrophie v.a. des M. gluteus medius. 

Neben dieser Pathognomie beinhaltet dieser Symptomkomplex auch Malformationen 

des knöchernen Skeletts (Skoliose und sowohl verkürzte als auch verlängerte Vor-

derextremitäten) sowie Dysharmonien des Bewegungsmusters als Folge muskulärer 

Defekte (steiles Sprunggelenk, spastische Parese der Hinterhand ausgehend vom M. 

quadriceps femoris und/oder des M. gastrognemius).  

Bei anderen Tierarten wie Hund, Katze, Schwein, Schaf, Geflügel u.a. sind 

ebenfalls eine Reihe von Krankheitskomplexen als Rassemerkmale beschrieben 

worden, die mit Schwanzdefekten assoziiert sind [8]. Zu nennen ist hier v.a. das 

Manx-Syndrom bei den Katzen, dem ein autosomal dominanter Erbgang mit unvoll-

ständiger Penetranz des Phänotyps zu Grunde liegt [9–12]. Der Manx-Phänotyp ist 

neben den Malformationen coccygealer Wirbelkörper auch durch teilweise schwer-

wiegende Defekte des lumbo-sakralen Rückenmarks charakterisiert. Ein kausaler 

Zusammenhang zu nicht synonymen Mutationen in dem felinen T Gen wurde erst 

kürzlich von Buckingham et al. (2013) beschrieben [13].  

Mögliche Assoziationen zwischen knöchernen Veränderungen und einer um-

weltbedingten nutritiv-toxischen Genese zeigt die durch hohe Aufnahmen von eini-

gen Lupinus spp (L. sericeus, L. caudatus, L. laxiflorus und L. sulphureus) induzierte 

„Crooked Calf Disease“ (CCD), die erstmalig Ende der 1950er Jahre empirisch un-

tersucht und beschrieben wurde [14–16]. In einigen Staaten der USA ist die CCD bis 

heute immer wieder für epidemische Ausbrüche mit teilweise hoher Morbidität ver-

antwortlich, welche mit dramatischen Kälberverlusten und somit ökonomischen 

Schäden korrelieren [17]. Eine Aufnahme von sog. „bitteren“ Lupinus spp. im ersten 

Trimester der Trächtigkeit führt zu Geburten von knöchern malformierten Kälbern. 

Charakteristisch bei diesen sind arthorogrypotische Extremitäten, Skoliosen oder Ky-

phosen der Wirbelsäule, eine verdrehte Kopf- und Nackenhaltung (Torticollis) oder 

auch die Ausbildungen von Gaumenspalten [18]. Ursächlich sind hier in verschiede-

nen Lupinen spp. vorkommende teratogene Alkaloide, wie das Chinolizidin-Alkaloid 

„Anagyrin“ oder das Piperidin-Alkaloid „Ammodenderin“ [18]. 
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In der vorliegenden Studie soll die Hypothese bestätigt werden, dass es sich bei der 

VSD um einen relevanten kongenitalen Defekt handelt, welcher von dem in Verdacht 

geratenen Besamungsbullen FBF0666 verbreitet wird und wahrscheinlich nicht nur 

rein ästhetischer Natur ist (siehe „isolierte Brachyurie“), sondern potenziell auch mit 

schwerwiegenden Defekten anderer Organsysteme gekoppelt ist. Ausgehend von 

der Hypothese eines kongenitalen Defektes der VSD, ergibt sich eine in drei Punkten 

formulierte Zielsetzung, um die Relevanz der VSD zum einen für das Einzeltier und 

zum andern bezüglich der HF-Population zu erfassen und diese möglich reduzieren 

zu können: 

 

i. Ausführliche Beschreibung des Phänotyps mit allen Alterationen, die mit der 

VSD assoziiert sind, durch fundierte klinische und pathologische Untersu-

chungen, 

ii. Differenzierung zwischen einem potenziell genetischen Defekt und umweltbe-

dingten Gründen als Ursache der VSD durch epidemiologische Untersuchun-

gen, 

iii. Identifizierung der kausalen Mutation, falls ein kongenitaler Hintergrund ur-

sächlich für die VSD sein sollte, mit genomweiter Kartierung, Haplotyp-

Analysen, Sequenzierungen signifikanter Regionen und bioinformatischen 

Analysen. 
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2.  Literaturübersicht 

2.1.  Methoden zur Identifizierung kausaler Genvarianten 

Die Identifikation von kausalen Genvarianten und deren Genprodukten, also Ände-

rungen in der Sequenz eines Gens mit charakteristischen Effekten für die Ausprä-

gung eines spezifischen Phänotypen oder Merkmals, verglichen mit dem des Wild-

typs, ist nicht nur als diagnostisches (Gentest) und/oder tierzüchterisches Werkzeug 

(Selektion) wertvoll, sondern stellt ein wesentliches Ziel in der modernen Genomfor-

schung dar. Wegen der speziesübergreifenden Übertragbarkeit von kausaler Genva-

rianten erweitern sie grundlegende Erkenntnisse über funktionale Interaktionen von 

Genen und deren Produkten auf molekularer Ebene, Funktionsweisen von Genen 

und können auch Basis neuer potenzielle Ansätze für effektive pharmakogenetische 

Kausaltherapien oder Präventivansätze mit Bedeutung v.a. für den Menschen sein 

[19]. 

Grundsätzlich kann hier unterschieden werden zwischen kausalen Genvarian-

ten mit Effekten auf qualitativ-monogene (diskontinuierliche phänotypische Variation 

mit nur einem verantwortlichen Locus, z.B. das hier beschriebene VSD-Syndrom (T), 

Microphthalmia beim Texel-Schaf (PITX3) [20] oder Polyneuropathie bei Hunden der 

Rasse Greyhounds (NDRG1) [21]) und komplexen quantitativ-polygenen Merkmalen 

(kontinuierliche phänotypische Variation mit mehreren bestimmenden Genloci, z.B. 

Muskelansatz (MSTN „Myostatin“, CLPG „Callipyge“) [22–24] beim Rind bzw. Schaf 

oder Milchleistung und Zusammensetzung der Milch (DGAT1 „diacylglycerol-O-

acyltransferase“) [25,26] bei Rindern). Ein Beispiel für die Übertragbarkeit geneti-

scher Funktionsweisen innerhalb verschiedener Vertebratenspezies ist das sog. 

„fish-odour syndrome“, welches sowohl beim Menschen [27] als auch beim Rind [28] 

und Geflügel [29] beschrieben wurde. Eine Kausalität besteht bei allen dieser Spe-

zies in Genvarianten des FMO3 („flavin-containing mono-oxygenase 3“) Gens und 

resultiert in einer fehlerhaften Trimethylamin-Oxidation, welche einen unangenehmen 

fischfauligen Geruch bei betroffenen Personen bzw. Geschmack in Milch und Eiern 

zur Folge hat. 
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Zielführend für eine erfolgreiche Charakterisierung kausaler Genvarianten sind 

neben einer phänotypischen Defektbeschreibung und Klassifizierung betroffener In-

dividuen primär eindeutige Hinweise einer genetischen Basis des zu untersuchenden 

Merkmals bzw. Krankheitskomplexes mit Hilfe von epidemiologischen Untersu-

chungsansätzen. Bei deutlichen Hinweisen einer genetischen Determination des 

Merkmals bzw. spezifischen Phänotypen folgen zu Lokalisation eines Erbdefektes 

etablierte molekularbiologische Methoden: Eine genetische Kartierung („mapping“) 

innerhalb des Genoms wird mit Hilfe von sog. Kopplungsanalysen (Kosegregation 

innerhalb von Familienstrukturen) [30] oder auch Assoziationsstudien (Betrachtung 

des Kopplungsungleichgewicht) [31] durchgeführt, gefolgt von Sequenzierungen 

(Bestimmung der Nukleotidabfolge eines Desoxyribonukleinsäure (DNS)-Abschnitts 

proteincodierender aber auch nicht-proteincodierender Regionen, v.a. der Exonstruk-

turen eines Gens) bereits annotierten Kandidatengenen, um kausale Genvarianten 

für das Merkmal bzw. den spezifischen Phänotypen zu identifizieren [32,33]. 

 

2.1.1.  Epidemiologische Untersuchung 

Die Epidemiologie (griech. epi „auf, über“, demos „Volk“, lógos „Lehre“) hat sich in 

den letzten Jahrzenten von einem Fachgebiet der Medizin in eine eigenständige wis-

senschaftliche Disziplin entwickelt und bezeichnet die Lehre über Krankheiten in Po-

pulationen wie deren Ursachen, Verbreitung und Folgen, welche durch bestimmte 

Messgrößen (z.B. Inzidenz, Prävalenz, Morbidität oder Letalität) erfassbar gemacht 

werden. Ein wichtiger Gegenstand der Epizootiologie (Synonym der Veterinärepide-

miologie bzw. Tierseuchenbekämpfung) sind zudem die Untersuchungen und Bewer-

tungen der Produktivität von Tierpopulationen. Übergreifend lassen sich fünf Ziele 

epidemiologischer Untersuchungen benennen [34]: 

 

i. Determination der Herkunft einer Krankheit, deren Ursache bereits bekannt ist,  

ii. Grundlegende Untersuchungen und Kontrolle einer Krankheit, dessen Ursache 

entweder unbekannt oder noch wenig verstanden ist, 

iii. Akquirierung von Informationen über die Ökologie und über die Ätiologie der 

Krankheit, 

http://de.wikipedia.org/wiki/Liste_griechischer_Pr%C3%A4fixe
http://de.wikipedia.org/wiki/Demos
http://de.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3gos
http://de.wikipedia.org/wiki/Wissenschaft#Lehre
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iv. Planung, Beobachtung und Einschätzung von krankheitsspezifischen Kontroll-

programmen, 

v. Abschätzung ökonomischer Effekte einer Krankheit und Analyse von Kosten 

sowie finanzieller Unterstützungsleistungen alternativer Kontrollprogramme. 

 

Der gemeinsame Nenner aller epidemiologischen Studien ist die Untersuchung einer 

unabhängigen Größe (z.B. ernährungs- oder haltungsbedingte Faktoren) bezüglich 

einer abhängigen Größe [34], wie z.B. die Brachyurie bei der VSD oder die hämorr-

hagische Diathese bei „Bovine Neonatale Panzytopenie“ (BNP)-Kälbern [35]. Je 

nach epidemiologischer Fragestellung stehen mit experimentellen „randomisierten“ 

oder „nicht-randomisierten“ kontrollierten Interventionsstudien einerseits sowie ande-

rerseits mit „deskriptiven“ (was, wann, wie häufig?) und „analytischen“ (warum, wie 

zu verhindern?) Beobachtungsstudien zwei grundlegende empirisch-konstruktive An-

sätze zur Verfügung, um potentiell fundierte epidemiologische Studienergebnisse 

erzielen zu können [36,37]. Während bei Interventionsstudien allgemein in aktiver 

Weise manipulativ auf spezifische Faktoren (z.B. Umweltfaktoren) von zu studieren-

den Individuen eingegriffen wird, beschränken sich Beobachtungsstudien auf passive 

Methodiken wie der Observation bzw. Untersuchung bestimmter vorher festgelegter 

Parameter [36]. Analytische Beobachtungsstudien können wiederum in drei Stu-

diendesigns unterteilt werden, welche je nach Fragestellung und Zielsetzung alleine 

oder kombiniert durchgeführt werden können [38]: 

 

i. Querschnittsstudie (Exposition zu einem definiertem Zeitpunkt, also z.B. für die 

Erfassung einer temporären Prävalenz), 

ii. Fall- und Kontrollstudie (retrospektive Vergleichsstudie), 

iii. Kohortenstudie (prospektive Vergleichsstudie). 

 

Im Rahmen der hier beschriebenen VSD-Studie wurde zur Genesenfindung (geneti-

sche vs. umweltbedingte Basis bzw. Risikofaktoren) dieses Syndroms in der HF-

Population eine übergreifende Fall-Kontroll-Kohorten Studie innerhalb einer Halbge-

schwisterschaft, also den NK, durchgeführt. Hierfür wurde eine retrospektiven Grup-

pe von bereits existenten Individuen (Muttertiere (MT), NK und Kontrolltiere (KT)) und 
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eine prospektive Gruppe von Individuen (NK und KT mit entsprechenden MT) unter-

sucht, welche erst während der Studie auf vorher randomisiert ausgewählten Betrie-

ben in unterschiedlichen Einsatzgebieten des Besamungsbullen FBF0666 geboren 

worden waren.  

 

2.1.2.  Genetische Kartierung 

Die genetische Kartierung basiert auf einer Erfassung von Rekombinationsraten 

(„θ”), d.h. der relativen Häufigkeit von intrachromosomalen „crossing-over“-

Ereignissen während der meiotischen Prophase homologer maternaler sowie pater-

naler Chromosomen, die als Messwerte für die Abstände zwischen Markern benutzt 

werden [39]. Sie dient der Identifizierung von Positionen (Loci) in einem DNS-

Molekül, z.B. dem eines Chromosoms [39]. Informative Marker wie z.B. sog. Einzel-

basenaustausche (SNPs) liegen jedoch nur dann vor, wenn an den Loci des homo-

logen Chromosoms von Individuen einer Population unterschiedliche Allele erkenn-

bar sind [39]. Genloci auf nicht homologen Chromosomen werden frei rekombiniert 

(Rekombinationsrate θ = 0.5) und nach den Mendelschen Regeln im Allgemeinen 

unabhängig voneinander vererbt. Je näher jedoch zwei Loci (z.B. Krankheitslocus 

und ein Marker) auf einem Chromosom zusammen liegen, desto geringer ist die 

Wahrscheinlichkeit von separierenden „crossing-over“-Prozessen und sie werden 

„gekoppelt“ an die Tochterzelle weitervererbt. Von einer Kopplung zweier Loci spricht 

man per definitionem, wenn die Rekombinationsrate („θ”) kleiner als 0.5 ist [30]. Im 

Gegensatz zu der physikalischen Kartierung, bei denen in Basenpaaren (bp) ausge-

drückte Nucleotidzahlen als Maßeinheiten dienen, werden Messwerte bei der geneti-

schen Kartierung in sog. Centimorgan (cM) angegeben. Diese beschreiben eine Re-

kombinationshäufigkeit von 1% (es liegt z.B. bei einer beobachteten Rekombina-

tionshäufigkeit von 7% zweier Loci ein genetischer Abstand von 7 cM vor), wobei 1 

cM in der Regel etwa einer physikalischen Distanz von 103 kb entspricht [40]. Gene-

tische Karten basieren also auf der Untersuchung nach dem Prinzip der genetischen 

Kopplung, welche mit sog. „Kopplungsanalysen“ erstellt werden.  
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2.1.2.1.  Genomweite Kopplungsanalysen 

Mit Hilfe einer Kopplungsanalyse will man einerseits die Rekombinationsrate („θ”) 

zwischen Loci schätzen und andererseits statistisch prüfen, ob die geschätzte Re-

kombinationsrate statistisch signifikant von 50% abweicht, wobei bei unseren Haus- 

und Nutztieren dafür in der Regel die sog. „Lod-Score“-Methode verwendet wird [41]. 

Die Schätzung der Signifikanz der Abweichung einer definierten Rekombinationsrate 

von θ=0.5, basiert hierbei auf der Kalkulation von einem  „Logarithm of the 

odds“(Lod)-Score, d.h. der Relation von Wahrscheinlichkeiten, wobei folgende Wahr-

scheinlichkeiten verglichen werden [39]: 

 

P1: Wahrscheinlichkeit einer Ausspaltung entsprechend den Beobachtungen, d.h. 

Rekombination der Allele bei gekoppelten Loci unter der Annahme von θ=x1 

(0 ≤  1 ≤ 0.5). 

P2: Wahrscheinlichkeit einer Ausspaltung bei ungekoppelten Loci. Sie führt zu ei-

ner Rekombinationsrate von θ = 0.5. 

 

Lod Score (θ)  log
10
(
P1(θ   1)

P2(θ 0.5)
) 

 

Für mehrere angenommene Rekombinationsraten θ wird dann jeweils ein Lod-

Score gebildet, wobei nach Morton (1955) ein Lod-Score >3 die Hypothese einer 

freien Rekombination zurückweist (d.h. eine Kopplung ist 1000-mal wahrscheinlicher 

als ein zufälliges Ereignis) und der höchste Lod-Score die mit der größten Wahr-

scheinlichkeit geschätzte Rekombinationsrate bestimmt [30]. Ein Lod-Score >2 wird 

als ein Hinweis gekoppelter Vererbung angesehen [30].  

 

Genomweite Kopplungsanalysen, bei denen Marker über die gesamte Distanz eines 

jeden Chromosoms (z.B. 29 autosomal-diploide Chromosomensätze beim Rind) ver-

teilt analysiert werden, wie in unserer Studie mit dem bovinen 50k Chip von Illumina© 

und genomweit verteilten ca. 54.000 SNPs (siehe 3.4.2.  Genomweite Genotypisie-

rung), sind ein probates Werkzeug, um Defektloci innerhalb des gesamten Genoms 
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für ein bestimmtes Merkmal bzw. Phänotypen zu lokalisieren. Dies ist insbesondere 

von Vorteil, wenn keine konkreten Hinweise einer Lokalisation auf ein spezifisches 

Chromosom oder Chromosomensegmente für das zu untersuchende Merkmal vor-

handen ist.  

Grundsätzlich unterscheidet man bei Kopplungsanalysen zwischen „parametri-

schen“ und „nicht-parametrischen“ bzw. „modellfreien“ Ansätzen. Im Gegensatz zu 

den „nicht-parametrischen“ benötigen „parametrische“ Ansätze ein vollständiges Fa-

milienmaterial mit vorher bekannten Parametern, die das Auftreten der Krankheit in 

der Population beschreiben [41]. „Parametrische“ Ansätze stellen gegenüber den 

„nicht-parametrischen“ Ansätzen das deutlich überlegene Verfahren dar [41]. Konkre-

te Informationen zu Dominanzeffekten, Allelfrequenzen, Penetranzen und/oder zum 

vermuteten Vererbungsmodus helfen hierbei, die Rekombinationsrate „θ” so präzise 

wie möglich zu schätzen. Vergleicht man nun einen einzelnen genetischen Marker 

separat mit einem Krankheitslocus und schätzt dabei die Rekombinationsrate „θ” 

zwischen diesen beiden Loci, spricht man von einer sog. „Twopoint“-Analyse [40]. 

Diese kann natürlich auch für jeden einzelnen Marker genomweit mit diversen Com-

puterprogrammen (z.B. CRIMAP v2.50 [42]) durchgeführt werden und somit einen 

aussagekräftigen Überblick über mit einem Defektlocus gekoppelte Regionen auf 

dem Genom liefern. Zur exakteren Lokalisation des gesuchten Ziellocus oder bei 

komplexeren polygenen Erbdefekten wird jedoch eine sog. „Multipoint“-Analyse (z.B. 

mit dem Computerprogramm MERLIN v1.1.2 [43]) der „Twopoint“-Analyse vorgezo-

gen. Bei der „Multipoint“-Analyse geht man von einer Gruppe bzw. einem in linearer 

Beziehung stehenden Satz von gekoppelten Markern auf einem Chromosom aus. Ob 

der untersuchte Defektlocus an diese Markergruppe gekoppelt ist wird geprüft und 

dessen wahrscheinlichste genetische Position bestimmt. [40]. Mit diesem Ansatz der 

„Multipoint“-Analyse wird also eine Position entlang der untersuchten Chromosomen-

region, anstatt einer Rekombinationsrate „θ” für einen Marker geschätzt [40]. Für die 

Durchführung einer „Multipoint“-Analyse müssen nicht nur die Rekombinationsraten 

„θ” zwischen den einzelnen Markern der zu testenden Gruppe möglichst genau be-

kannt sein, sondern auch deren richtige Reihenfolge sowie genetischen Intermarker-

Distanzen (cM).  
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Kopplungsanalyse auf der 

Beobachtung beruht, bei welcher eng benachbarte Loci nicht durch Rekombination 

getrennt, sondern als ein sog. Haplotyp (HT) über Generationen weitergegeben wird 

[44]. 

 

2.1.2.2.  Haplotypenanalyse 

Ein HT oder auch „haploider Genotyp“ definiert eine Anordnung von Allelen, die ge-

meinsam vererbt werden, weil sie eng gekoppelt auf einem Chromosom vorkommen 

und, wenn überhaupt, nur selten durch Rekombination getrennt werden [45]. Insge-

samt hat die Haplotypenanalyse in Addition zu der Analyse einzelner Marker in der 

letzten Dekade an immensem Interesse gewonnen. Die Gründe für diese Entwick-

lung fasste Clark (2004) ausführlich zusammen [46]: 

 

i. HT haben eine biologische Relevanz, da Belege dafür existieren, dass mehrere 

interagierende Mutationen in einem Gen in cis (auf dem gleichen Chromoso-

menstrang) Position als sozusagen „Superallel“ gemeinsam die Aminosäuren 

Struktur ändern können, in differenten Proteinprodukten resultieren und somit 

einen größeren Effekt auf den Phänotypen haben (z.B. „Hirschsprung`s dise-

ase“ [47]). 

ii. Die Struktur der HT ist ein Spiegelbild der Variationen von Populationen bzw. 

deren Historie aus genetischen Drift, Rekombination, Mutation, Selektion und 

Migration. 

iii. HT-Analysen haben v.a. bei der Untersuchung von komplexen polygenetischen 

Erkrankungen, welche also von mehreren Allelen oder durch Interaktionen de-

rer verantwortlich sind, eine größere „Power“ als Einzelmarker gestützte Analy-

severfahren [48]. 

iv. HT sind als Werkzeug der Feinkartierung von Defektloci sehr hilfreich, wegen 

ihres Nutzens von einerseits informativen Rekombinationen innerhalb eines 

Pedigrees und andererseits von populationsbasierten Kopplungsungleichge-

wichten.  
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Haplotypenanalyse als relevantes tierzüchterisches Werkzeug 

Mit Hilfe eines Defekt-assoziierten HT, d.h. der Kenntnis einer spezifischen Allelab-

folge auf einem eingegrenzten Chromosomenabschnitt, welches die kausale Mutati-

on für den untersuchten Defekt einschließt, steht für die Tierzüchter_innen ein äu-

ßerst hilfreiches Werkzeug zur Verfügung: 

i. Auf Basis eines Haplotypentests mit dem Defekt-assoziierten HT („indirekter 

Gentest“, da die kausale Mutation unbekannt ist) kann eine Vorselektion von 

potentiellen Defektträgertieren durchgeführt werden. 

ii. Potentielle Defektträger sollten neben dem Defekt-assoziierten HT auch klinisch 

feststellbare Merkmale des defektspezifischen Phänotypen aufzeigen. 

iii. Mit Hilfe von Haplotypenanalysen im Pedigree von relevanten Vererbern kann 

die Verbreitung des HT und somit des Defektes in der Population abgeschätzt 

werden; konkreter stellt sich diese Prävalenz in Verbindung mit dem defektspe-

zifischen Phänotypen dar. Optimaler Weise ist für eine solche Schätzung je-

doch die kausalen Mutation für den untersuchten Defekt bekannt. 

iv. Durch Pedigree-Analysen mit Hilfe eines Defekt-assoziierten HT in Kombination 

mit der kausalen Genvariante für den untersuchten Defekt („direkter Gentest“) 

ist es möglich, den Founder der kausalen de novo-Mutation zu identifizieren. 

v. Mit Kenntnis des Founders der kausalen de novo-Mutation ist der Defekt-

assoziierte HT für die Folgegenerationen dieses Tieres als ein Äquivalent zu 

dem „direkten Gentest“ anzusehen, sofern diese den Defekt-assoziierten HT 

vom Founder selbst ererbt haben. 
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2.2.  Das T, brachyury Gen 

Der in dieser Arbeit beschriebene VSD-Phänotyp entspricht der Summe spezifischer 

Effekte, welche auf einer spontanen „missence“-Mutation (das Peptid wird vollstän-

dig, aber sinnverändert übersetzt) basieren, die innerhalb der proteincodierenden 

Region des bovinen T bzw. brachyury Gens lokalisiert ist. Dieses T Gen spielt nicht 

nur eine relevante Rolle in der frühen embryonalen Entwicklung der Vertebraten [49], 

sondern stellt einen essentiellen Faktor innerhalb der Ontogenese bei den mehrzelli-

gen Organismen („Metazoa“) dar [50]. Die Erforschung des T Gens blickt, mit der 

Erstbeschreibung des namengebenden brachyury-Defektes von Dobrovolskaia-

Zavadskaia und Kobozieff (1927), schon auf eine über 80-jährige Historie zurück. 

[51]. Dieser „brachyury“-Defekt stellt zudem einen der ersten morphogenetischen 

Defekte dar, welcher überhaupt bei der Maus identifiziert wurde. In dieser Studie 

wurden die Nachkommen von Mäusen untersucht, welche aktiv Röntgenstrahlung als 

mutagenem Agenz ausgesetzt wurden. Heterozygote T/- Nachkommen für das 

mutierte T-Allel vererbten in dominanter Weise den brachyury-Defekt mit 

unterschiedlich starken Effekten auf die Ausbildung des coccygealen 

Wirbelsäulensegments in Form von verkürzten Schwänzen [51]. Dieses T-Allel 

fungiert als sog. Nullallel oder auch auch amorphes bzw. „loss of function“-Allel, wel-

ches innerhalb eines Gens ein komplettes Fehlen des Genproduktes zur Folge hat 

[52]. Homozygote T/T Embryonen hingegen sterben am 10.5 Tag in utero auf Grund 

einer Mangelversorgung des Embryos, welcher die nährstoffversorgende Allantois 

nur fehlerhaft ausdifferenziert [53,54]. Auffällig bei diesen Homozygoten ist zudem 

eine defiziente Entwicklung des dritten mesodermalen Keimblattes während der 

Gastrulation mit einer fehlenden Ausbildung des Notochords sowie einem irregulär 

moduliertem Neuralrohr und dezimierten sowie dysplastischen Somiten im kaudalen 

Segment des Embryonen [55]. Das Notochord, auch Chorda dorsalis genannt, ist 

definiert als das ursprünglich mesodermale innere Achsenskelett aller Chordatiere 

(„Chordata“), welche die longitudinale Anterior-Posterior (AP)-Körperachse des Emb-

ryos bestimmt und die zukünftige Lage der Wirbelkörper festlegt sowie die Ektoblas-

ten bei deren Differenzierung zur Neuralplatte induziert. Das für diese Mutation 

verantwortliche Gen wurde hinsichtlich der Erscheinungsform des haploinsuffizient 

http://de.wikipedia.org/wiki/Mesoderm
http://de.wikipedia.org/wiki/Chordatiere
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ausgeprägten Phänotypen als brachyury bzw. als T Gen benannt, wobei T ein 

Synonym für „short Tail“ ist. 

Der bedeutendste Fortschritt in der weiteren Erforschung dieses Gens gelang 

erst nahezu 60 Jahre nach der Erstbeschreibung, indem Herrmann et al. (1990) 

unter Verwendung umfangreicher molekulargenetischer Verfahren das murine T Gen 

klonierte, d.h. dieses isolierte und charakterisierte als Voraussetzung für die erstmals 

korrekte Erforschung des für das T Gen spezifischen Expressionsmusters [56]. 

Dieses beschränkt sich initial auf das frühe Mesoderm und dessen epitheliale 

Progenitorzellen des Primitivstreifens und wird anschließend in Strukturen exprimiert, 

welche den Phänotypen bei homozygoten T/T Nullallel-Mutanten in seiner 

morphologischen Ausprägung erklären: Dem Notochord und der embryonalen 

Schwanzknospe, welche für die korrekte Ausbildung des posterioren 

Körperkompatiments entscheidend mitverantworlich sind [57].  

Das Notochord stellt bei den Chordatieren einen charakteristischen Teil des 

Achsenskeletts dar, der zumindest temporär während der Ontogenese ausgebildet 

wird. Zum Stamm der Chordatiere zählen u.a. auch die Säugetiere („Mammalia“) als 

Klasse des Unterstamms der Wirbeltiere („Vertebrata“), dem alleine ca. 5400 rezente 

Arten angehören (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Die gemeinsame 

Synapomorphie der Chordatiere ist folgendermaßen definiert und veranschaulicht 

zudem auch die evolutionsbiologische Relevanz des T Gens [49]:  

 

i. das Notochord, formiert aus den axialen Mesoblasten, 

ii. dorsales Neuralrohr, welches durch komplexe Induktionsprozesse des axialen 

Mesoderms aus dem Neuroektoderm hervorgeht, 

iii. Somiten als Produkt abaxialer Mesoblasten, 

iv. ein postanaler Schwanz.  

 

Nach der Klonierung des murinen T Gens zeigten weitere Studien innerhalb der 

Vertebraten bei Modellorganismen wie dem Krallenfrosch („Xenopus laevis“), Zeb-

rabärbling („Danio rerio“) oder auch dem Huhn („Gallus gallus“) für ihre orthologen T 

Gene (Xbra, zf-T, ch-T) insgesamt sehr ähnliche Expressionsmuster [58–60] (siehe 

2.2.1.  Expression innerhalb der Vertebraten). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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Das murine T Gen codiert für das aus 436 Aminosäuren (AS) bestehende 

„brachyury“-Protein, welches als nuklearer Transkriptionsfaktor fungiert, indem es 

nahe einer aus 20 bp bestehenden partiell palindromischen DNS-Sequenz 

„T[G/C]ACACCTAGGTGTGAAATT“ in Form eines Dimers bindet, wie kristallographi-

sche Untersuchungen von Müller & Herrmann (1997) zeigten [61–63]. Die spezifi-

sche 180 AS umfassende DNS-Bindungsdomäne des „brachyury“-Proteins liegt in-

nerhalb der sog. T-box am N-Terminus und stellt einen notwendigen Bestandteil des 

DNS-Protein-Bindungskomplexes dar [61,62,64–67]. Weitere funktionale Einheiten 

des murinen „brachyury”-Proteins sind neben der DNS-Bindungsdomäne jeweils 

zwei Transaktivierungs- und Repressions-Domänen an dessen 206 AS umfassenden 

C-Terminus, sowie eine übergreifende Region, welche für die nukleare Lokalisation 

des Proteins notwendig ist [62]. Die T Domäne (DNA-Bindungsdomäne) oder T-box 

fasst hoch konservierte DNS-Sequenzen homologer sowie orthologer Gene zusam-

men, welche auf Grund der Entdeckung einer extremen Homologie dieses Se-

quenzanteils zwischen dem Omp (optomotor-blind) Gens der Spezies Drosophila 

melanogaster und dem murinen T Gen später als das gemeinsame Merkmal der sog. 

T-box Genfamilie definiert wurde [68,69]. Das Omp Gen wird heute einer T-box Gen 

Subfamilie (Tbx2) zugeordnet und Mutationen in diesem Gen haben Effekte auf die 

Entwicklung der Flügel, Beine und der „optic lobes“, die ca. die Hälfte des Gehirns 

bei D. melanogaster ausmachen [70]. Das bei den Arthropoden orthologe T Gen wird 

als Trg (T related gene) Gen bezeichnet und ist verantwortlich für die Modulierung 

des insektenspezifischen Enddarms („hindgut“). Das Mutantenallel sowie der spezifi-

sche Genlocus wurde Byn (brachyenteron) benannt [70–72]. 

 

2.2.1.  Expression innerhalb der Vertebraten 

Die Expressionsmuster der vom T Gen codierten „brachyury“-mRNA sowie des Pro-

teins sind insgesamt innerhalb der Vertebraten sehr ähnlich und werden hier an den 

Beispielen der Maus, Xenopus, Zebrabärbling, dem Huhn sowie dem Rind im Fol-

genden exemplarisch dargestellt.  

Wie bereits erwähnt, stimmt das Expressionsmuster des murinen „brachyury“-

Proteins mit der phänotypischen Ausprägung des homozygoten T Nullallels überein 
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(siehe 2.2.  Das T, brachyury Gen) [57]. Dieses spezifische Expressionsmuster kann 

bei der Maus schon am 6.5-7 Tag p.c. in den Zellen des Mesoderms und primitiven 

Ektoderms um den Primitivstreifen der Gastrula und später in dem Notochord sowie 

der Schwanzknospe gemessen werden [57,73]. Ab dem Zeitpunkt der Migration der 

Zellen vom Primitivstreifen aus, zur Differenzierung zum paraxialen Mesoderm, ist 

bei ausdifferenzierten Zellen keine „brachyury“-Expression mehr messbar [57,74]. Im 

Gegensatz dazu wird vom Notochord, also von den Zellen des axialen Mesoderms, 

„brachyury“ bis zum Ende der Gastrulation exprimiert und bleibt in den Zellen des 

Nucleus pulposus der Intervertebralscheiben, als letzte Residuen des Notochords, 

persistent [57,74]. Dem zur Folge sind auch die Zellen des posterior gelegenen 

axialen Mesoderms inkl. der Schwanzknospe bei T Gen-Mutationen am stärksten 

betroffen. Vergleicht man nun das Expressionsmuster bei der Maus mit dem anderer 

Vertebraten wie dem Huhn, Xenopus oder dem Zebrabärbling zu einem äquivalenten 

Gastrulationszeitpunkt, so wird deutlich, dass „brachyury“ erstaunlich konsistent 

zwischen diesen Arten exprimiert wird.  

Beim homologen ch-T Gen des Huhns wird „brachyury“ ebenfalls zuerst in den 

Zellen um den Primitivstreifen exprimiert und beschränkt sich erst während der 

späteren Gastrulation auf das Notochord und das posterior gelegene Mesoderm [60]. 

Ähnlich verhält es sich bei dem T orthologen Gen Xbra der Spezies Xenopus. Dieses 

wird innerhalb früher Gastrulationsstufen um den sog. Blastoporus sowie in Zellen 

des sich einstülpenden chordalen Mesoderms exprimiert [58]. Der Blastoporus ist 

definiert als eine Einstülpung während der frühen Gastrula und bildet bei den sog. 

Urmündern („Protostomia“) die rostrale Mundöffnung sowie entgegengesetzt bei den 

Neumündern („Deuterostomia“), zu denen die Vertebraten zählen, die Öffnung des 

primitiven Urdarms („Archenteron“) als kaudalen Pol aus. Wie bei der Maus und dem 

Zebrabärbling-Orthologon Zf-T endet die Xbra-Expression der Zellen, welche durch 

den Blasoporus abaxial migrieren, bei weiterer Differenzierung zu dem 

entsprechenden Mesoderm mit Bildung der Somiten, im Gegensatz zu den Zellen 

des axialen Notochord sowie den sehr posterior gelegenen Zellen der 

Schwanzknospe während der weiteren embryonalen Entwicklung [58,59,75].  

Bei den Vertebraten sind die Expressionsmuster also nachweislich sehr ähnlich 

und ebenso wie die DNS-Sequenz der homologen T Gene hoch konserviert. Diese 
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Expressionsmuster beschränken sich zum einen initial auf das frühe Mesoderm 

sowie deren epithelialen Progenitorzellen und zum anderen anschließend auf das 

axiale Mesoderm sowie das posterior weniger differenzierte Mesoderm. Das bovine 

„brachyury“-Protein zeigt ein ähnliches Expressionsmuster, wird jedoch während der 

Entwicklungsstufe der vierten Somiten neben dem Notochord sowie Mesoderm nur 

noch im posterior gelegenen Teil des Primitivstreifens exprimiert [76]. Zudem wird 

eine „brachyury“-Expression schon vor der Implantation des Embryos und der 

Differenzierung der Trophoblasten gemessen und kann daher bei Rindern als 

diagnostischer Marker der frühen Embryogenese bei beispielsweise künstlicher 

Besamung, in vitro-Fertilisationen oder dem Klonieren verwendet werden [76]. 

Die „brachyury“-Expressionmuster der Invertebraten bzw. Nicht-Chordaten sind 

je nach der Distanz ihrer phylogenetisch bemessenen Verwandschaft nicht konstant 

und divergieren entsprechend der Entfernung ihrer Stammesverwandtschaft [49,50]. 

Diese abweichenden „brachyury“-Expressionsmuster bieten zum einen weiteren 

Raum für interessante Spekulationen über die evolutionsbiologische Entwicklung der 

Chordatiere [77–79] und des Notochords [49] sowie andererseits auch der 

phylogenetisch noch weiter entfernten Organismen unter den Hinterpoligen 

(„Opistokonta“), die sich in vier Gruppen gliedern [49,50]: 

i) den vielzelligen Tieren,  

ii) den Pilzen („Fungi“),  

iii) den Mesomycetozoa und  

iv) den Kragengeißeltierchen („Choanoflagellata“).  

 

Daher können die „brachyury“-Expressionsmuster im funktionalen Bezug innerhalb 

einer Primärfunktion und einer Sekundärfunktion eingeteilt werden, wobei die 

Primärfunktion die ursprüngliche und die Sekundärfunktion erst mit der Entwicklung 

höherer vielzelliger Organismen wie den Chordatieren oder Vertebraten additiv 

entstand [49]: 

i. Primärfunktion: Expression in der Region des Blastophorus, dessen wulstige 

Ausstülpung den Primitivstreifen darstellt und dessen Zellen befähigt werden zu 

invaginieren. Diese Invagination beschreibt eine morphogenetische Zellbewe-
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gung zur Bildung des sog. Urdarms, als zentrales Ereignis der Entwicklung von 

Gewebetieren („Eumetazoa“).  

ii. Sekundärfunktion: Ausdifferenzierung des Notochords als zentrales Element 

der AP-Körperachse der Chordatiere. 

 

Zudem hat sich „brachyury“ als Marker des Primitivstreifens, des frühen Mesoderms, 

des Primitivknotens und dem Notochord in der Wissenschaft etabliert, wobei in 

aktuelleren Studien auch über eine physiologische Expression neben Zellen der 

Allantois auch in Zellen des extraembryonalen Ektoderms berichtet wurde [80,81]. 

 

2.2.2.  Funktion und Regulation innerhalb der Vertebraten 

Bei der Betrachtung der vielen profunden Forschungsarbeiten zu dem T Gen, kann 

die Funktion von „brachyury“ wie oben beschrieben in zwei aufeinanderfolgende 

Funktionskomplexe unterteilt werden [49]: Der Primärfunktion sowie der Sekundär-

funktion (siehe 2.2.1.  Expression innerhalb der Vertebraten).  

Das T Gen agiert zellautonom, d.h. es induziert die Entwicklung embryonaler 

Vorläuferzellen des Primitivstreifens und des Notochords in ein konkretes Ziel-

Zelldesign, in diesem Falle epitheliale Progenitorzellen in Zellen des Mesoderms, 

und ist somit einer der Schlüsselfaktoren in der Formation mesodermaler Strukturen 

bei den Vertebraten [82]. Diese sind elementar für eine korrekte Entwicklung der AP-

Körperachse, welche neben Elementen der Wirbelsäule auch die Ausbildung neuro-

naler Strukturen (Rückenmark als Teil des ZNS) beinhaltet. Unterschiede in der Do-

mänenstruktur des „brachyury“-Proteins können am C-Terminus zwischen den Ver-

tebraten festgestellt werden: Bei der Maus existieren im Gegensatz zu den Spezies 

Zebrabärbling und Xenopus (jeweils nur eine [83]) zwei Transaktivierungs- sowie 

Repressordomänen mit einer übergreifenden Region für die nukleare Lokalisation 

des Proteins in zentraler Position des Peptids [62]. Die Signifikanz dieser Unter-

schiede zwischen den orthologen T Genen dieser drei Spezies ist unklar, jedoch be-

steht kein Zweifel an der transkriptionellen Aktivierungs-Funktion der „brachyury“-

Proteine und deren bestimmende endogene Rolle in der Aktivierung weiterer Meso-

derm-spezifischer Gene als „downstream“-Ziele [84]. Dieses zeigte die Beobachtung 
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bei der Deletions-Mutation im Zebrabärbling „noTail“ (siehe 2.5.1.3.2. Zebrabärbling 

(Danio rerio)), welche die einzige Transaktivierungsdomäne betrifft und in phänotypi-

scher Ausprägung identisch mit der von T Null-Mutanten ist [83]. Dass „brachyury“ 

als transkriptioneller Aktivator fungiert und zudem in seiner Sequenz, Expression und 

der molekularen Funktion evolutionär konserviert ist, zeigt zudem eine Studie von 

Conlon et al (1996) [83]: Durch einen Austausch der Transaktivierungsdomäne des 

Xenopus „brachyury“-Ortologons (Xbra) mit der Repressor-Domäne des Drosophila 

Proteins Engrailed (Xbra-EnR) und anschließender RNA-Mikroinjektion in Embryonen 

der Spezis Zebrabärbling und Xenopus, bildeten diese den „brachyury“-Phänotypen 

„noTail“ (Zebrabärbling) (siehe 2.5.1.3.2. Zebrabärbling (Danio rerio)) bzw. eine Phä-

nokopie eines „brachyury“-Mutanten aus mit einer fehlenden Ausbildung des posteri-

oren Notochords und somit einer fehlerhaften Ausbildung hinterer Körperstrukturen 

(Xenopus).  

Zusammenfassend lässt sich die zelluläre Funktion von „brachyury“ auch in einer 

Quintessenz zweier Theorien darstellen:  

i. „brachyury“ steuert die Differenzierung des posterioren Mesoderms und ist be-

teiligt bei der Schwanzknospenbildung [59,85–89]. 

ii. „brachyury“ kontrolliert Zellbewegungen während der Bildung des Notochords, 

der sog. „Konvergenten Verlängerung“, einem Prozess, bei welchem sich das 

embryonale Gewebe neu anordnet, indem es durch bestimmte Zellbewegungen 

entlang einer lotrechten AP-Körperachse zusammenläuft, sich ausbaut und 

modelliert [90–93].  

 

Interessant ist nach diesen Erkenntnissen natürlich, wie genau die „brachyury“-

Expression reguliert wird bzw. welche „up-/downstream“-Ziele aktiviert werden. Dies 

würde zu einem verbesserten Verständnis der Modulierung des posterioren Meso-

derms und somit vor allem der rostro-kaudalen Strukturierung der axialen AP-

Körperachse (Notochord und Somiten bilden die knöcherne Wirbelsäule aus), aber 

auch zu der neuronalen Entwicklung (Neurulation wird induziert durch komplexe In-

teraktion mit dem Notochord) der Vertebraten beitragen. Grundlegend ist festzustel-

len, dass die Expression von „brachyury“ wahrscheinlich zusätzlich zu einem regula-

torischen „up & downstream“-Gennetzwerk auch einer autoregulatorischen Kontrolle 
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unterliegt (siehe Abbildung1, S.22). Dies demonstrierte Rao (1994), indem bei einer 

Injektion von einem modifizierten Xbra Konstrukt B304 ohne Transaktivierungsdo-

mäne eine funktionale Inhibition von Wildtyp Xbra beobachtet wurde, welches eine 

mesodermale Differenzierung nicht länger induzieren konnte [94]. Neben diesem 

sog. „dominant-negativen“ oder „antimorphen“ Effekt, der unter natürlichen Bedin-

gungen in heterozygoter Form für das dominant agierende Allel vorliegt, zeigte diese 

Studie, dass eine Überexpression des Konstrukts B304 auch eine Neuralisation zur 

Folge hat [94].  

Erste Studien mit Hilfe sog. „animal cap assays“ ergaben, dass Activin_A (Lig-

and der „transforming growth family“ TGF-ß) und „embryonal fibroblast growth factor“ 

(eFGF) nicht nur zwei Kandidaten für induzierende Faktoren des frühen Mesoderms 

darstellen [58], sondern explizit für die Expression von Xbra erforderlich sind [95,96]. 

So stellt das T Gen für Mitglieder der TGF-ß und FGF Genfamilien und für die Ent-

wicklung des Mesoderms ein sog. „immediate early response“-Gen dar [58] (siehe 

Abbildung1, S.22). eFGF spielt zusätzlich eine Rolle in der Aufrechterhaltung der 

Xbra Exression während der mesodermalen Entwicklung und wird während der 

Gastrulation coexprimiert [87,88]. Zudem konnte eFGF auch als direktes Ziel 

„downstream“ von Xbra identifiziert werden und gilt somit als Bestandteil eines auto-

regulatorischen Kreislaufes, der essenziell für eine korrekte Ausbildung des 

Notochords und der AP-Strukturierung ist [97] (siehe Abbildung1, S22). In Maus 

Embryos ist FGF8b für eine normale „brachyury“-Expression erforderlich [98]. Eine 

regulatorische Funktion konnte auch für den Wnt/ß-cateinin-„pathway“ nachgewiesen 

werden (siehe Abbildung1, S.22). So wird weder bei homozygoten Mäusen für eine 

Wnt3a-Mutation [99] noch bei ß-catenin -/- Maus Embryos [100] eine „brachyury“-

Expression während der Gastrulation gemessen bzw. eine Formation des Meso-

derms beobachtet und zeigt somit „brachyury“, wie auch die HOX Gene Pax3 und 

Cdx2 [101], als ein Ziel „downstream“ des Wnt/ß-catenin-„pathways“ [99,102] (siehe 

Abbildung1, S.22). Eine Inhibition von Wnt-Signalen bei Xenopus durch dominant 

negative Tcf (DN Xtcf-3)-Mutanten, welche die Expression von Xbra während der 

frühen Gastrula unterdrückten, bestätigten erneut diese regulatorische Verknüpfung 

[103]. 
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Studien an der Promotorregion von Xbra zeigten zudem Elemente auf, welche 

auf eFGF und Activin Signale dosisabhängig ansprachen, wobei auch Homeodomä-

nen identifiziert werden konnten [104,105]. Diese Homeodomänen, welche für eine 

Reihe von HOX Genen affin waren (Goosecoid, Mix.1, Xotx2), zeigen eine repressive 

Funktion für die Xbra-Expression auf [104] (siehe Abbildung1, S.22). Ein Zusammen-

spiel von Xbra mit dem „bone morphogenetic protein“ BMP4 definiert eine Expressi-

onsdomäne, welche für die initiale Aktivierung einer Serie von HOX Genen der para-

logen Gruppe 1-9 im Mesoderm verantwortlich ist [106] (siehe Abbildung1, S.22). 

Interzelluläre Signalwege via Nodal, einem Mitglied der TGF Familie, spielen eben-

falls eine große Rolle in der mesoendodermalen Spezifikation und Strukturierung bei 

Embryos von Vertebraten [107]. Die Expression von Nodal wiederum wird neben Lef-

ty/Antivin von „brachyury“ unter kooperativ zellautonomer und nicht-zellautonomer 

Weise reguliert [108]. Neuste Studien mit humanen Stammzellen zeigten ebenfalls, 

dass die „brachyury“-Expression von kooperativen BMP4 und FGF2 Signalen indu-

ziert wird und dass „brachyury“ die Expression von dem HOX Gen „caudal type 

homeobox 2“ (Cdx2) reguliert [109].  

Zusammenfassend ist für die „brachyury“-Regulation festzustellen, dass sehr 

komplex miteinander interagierende regulatorische Gennetzwerke „upstream“ wie 

„downstream“ zu „brachyury“ bei den Vertebraten existieren, deren Protagonisten 

neben weiteren T-box Genen (z.B. Eomes, VegT [84,110], Tbx6 oder Tbx16 [111]) 

vor allem die Wnt/ß-catenin-, TGF-ß (BMP/Nodal/Activin)- und FGF-„pathways“ so-

wie diverse HOX Gene (z.B. Cdx2, Pax3) als auch andere Transkriptionsfaktoren 

sind (siehe Abbildung1, S.22). Diese spielen insgesamt eine fundamentale Rolle für 

die rostro-caudale Strukturierung in der Etablierung der AP-Körperachse durch die 

Spezifikation des Mesoderms der Embryonen und zwar nicht nur innerhalb der Ver-

tebraten, sondern im gesamten Reich der Metazoa [49]. 
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Abbildung1. Schematischer Überblick eines regulatorischen „brachyury“-

Gennetzwerks bei den Vertebraten auf Grundlage der Spezies Maus, Zebrabärbling 

und Xenopus. Genfamilien mit involvierten Mitgliedern sind in rot, „pathways“ in grün 

ausgefüllten Kästen dargestellt. Umrandete Kästen sind Signaltransduktoren, welche 

in vivo in der Zellmembran lokalisiert sind. Nominell sind die Mitglieder zu den Gen-

familien im Kapitel 2.2.2. Funktion und Regulation innerhalb der Vertebraten benannt 

und beschrieben. 
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2.3.  Das T, brachyury Gen und die T-box Genfamilie 

Durch die Klonierung des murinen T [56] sowie des omp Gens bei D. melanogaster 

wurde zum ersten Mal eine beträchtliche Similarität (orthologe Gene) zwischen den 

amino-terminalen Regionen der beiden codierten Proteine von evolutionär doch so 

weit entfernten Spezies festgestellt [68]. Diese Region beinhaltete hoch konservierte 

Sequenzen, welche bei beiden Proteinen als DNS-Bindungsdomäne fungieren und 

deren Homologie als das gemeinsame Merkmal der T-box Genfamilie definiert wur-

de. Letztendlich konnten mit der Identifizierung von drei mit dem T Gen verwandten 

Genen (Tbx1, Tbx2, Tbx3) innerhalb des murinen Genoms von Bollag et al. (1994) 

erste homologe Mitglieder dieser Genfamilie bestimmt werden, wobei die evolutionä-

re Relevanz der T-box Gene zu diesem Zeitpunkt erst erahnt werden konnte [69]. In 

den folgenden Jahren wurde speziesübergreifend sehr frequent nach weiteren homo-

logen T-box Genen geforscht. Bis zum Jahre 2002 waren mit einer Anzahl von über 

50 bereits eine Vielzahl von Proteinen innerhalb unterschiedlichster Spezies identifi-

ziert worden, welche eine ähnliche DNS- Bindungssequenz wie T oder omp aufwie-

sen und der T-box Genfamilie sowie deren fünf Subfamilien zugeordnet werden 

konnten [67], wobei omp heute der Tbx2 Subfamilie zugeteilt wird. Spätestens seit-

dem Assoziationen zwischen Mutationen von T-box Genen und einer Reihe von hu-

manen Syndromen (siehe 2.6.  Syndrome und Assoziationen von T-box Genevarian-

ten beim Mensch) sowie Neoplasien (siehe 2.5.1.1.2. Neoplasien) offensichtlich wur-

den, hat sich deren Relevanz auch in Forschungsgebieten der Humanmedizin mani-

festiert [112–114]. Zum jetzigen Zeitpunkt sind laut der „National Center for Biotech-

nology Information“ (NCBI) Gendatenbank (Stand 02.Oktober.2013) innerhalb der 

Eukarioten 1540 homologe/orthologe Gene dieser Familie bei 110 differenten 

Spezies beschrieben worden, wobei mindestens 17 homologe T-box Gene innerhalb 

der Vertebraten identifiziert wurden (z.B. Mensch und Maus 17, Rind 18 T-box Gene; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=tbox+homo+sapiens bzw. +mus+musculus / 

+bos+taurus). Viele dieser Gene sind direkt homolog zueinander mit einer hohen 

Ähnlichkeit bezüglich ihrer Sequenzen, des Expressionsmusters sowie ihrer Funktion 

innerhalb einer großen Bandbreite an Vertebraten wie die Maus, Hund, Frosch oder 

Fisch [56,66,67,115,116]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=tbox+homo+sapiens
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Mit der 180–200 AS umfassenden relativ großen T-box Domäne, welche größ-

tenteils ungefähr ein Drittel des gesamten Proteins ausmacht, ist der Grad der Ho-

mologie dieser Domäne individuell unterschiedlich zwischen den Mitgliedern der Fa-

milie [66,67,117]. Einige spezifische Residuen der T-box hingegen sind in ihrer Se-

quenz zu 100% bei allen Mitgliedern der Familie konserviert [67]. Jedenfalls bildeten 

diese Beobachtungen die Basis für eine weitere Einteilung dieser Gene in ihre fünf T-

box Subfamilien innerhalb der Vertebraten (siehe Abbildung2, S.25) [79,118]. Nach 

derzeitigem Kenntnisstand wird der T-box Familie eine substanzielle Rolle für die 

Entwicklung der Vertebraten (z.B. Mensch, Maus, Fisch) als Unterklasse der Chorda-

tiere, aber auch den wirbellosen Tieren (D. melanogaster, A. gambiae) und Pilzen 

(„Fungi“), Schwämmen („Porifera“) oder Quallen („Ctenophora“) zugewiesen 

[49,50,66,112,118–122]. Dem entsprechend kann behauptet werden, dass die Tran-

skripte der T-box Gene für die Entwicklung der Familie der Metazoa eine der wich-

tigsten Faktoren darstellen [50]. Das T Gen an sich gilt dabei als der Prototyp dieser 

Genfamilie und lässt sich taxonomisch am weitesten bis zu der Differenzierung multi-

zellulärer Organismen innerhalb der Gruppe der Hinterpoligen („Opistokonta“) zu-

rückverfolgen [50,121].  
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Abbildung 2. Phylogenetisch angeordnete Darstellung der T-box Genfamilie bei Ver-

tebraten. Diese basiert auf den phylogenetischen Analysen von Papaioannou & Gol-

din (2003) und ist von Naiche et al. (2005) dargestellt worden. Die Verwandtschafts-

grade der Gene sind, farbig hinterlegt, in fünf Subfamilien zugeordnet [79,123]. 
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2.4.  Evolution und Phylogenese der T-box Gene 

Mit der Veröffentlichung von Charles Darwins „On the Origin of Species“ (1859) wur-

de erstmals die gemeinsame Abstammung und Entwicklung aller Lebewesen auf Ba-

sis evolutionärer Prozesse postuliert und es existierte noch eine große taxonomische 

Lücke zwischen den Vetrebraten und den wirbellosen Tieren [124]. Zehn Jahre spä-

ter konnte bereits Kowalevsky (1869) verbindende Elemente zwischen den wirbello-

sen Manteltieren („Tunicata“) und den Lanzettenfischen („Amphioxus“) mit den Ver-

tebraten in Form des Notochords und weiterer axialer Strukturen ausmachen [126]. 

Insgesamt lag der Forschungsschwerpunkt bis zur Isolierung des T Gens [56] und 

der darauf folgenden Entdeckung und Etablierung der T-box Genfamilie [68,69] in 

der fundamentalen Rolle dieses Gens bei der Formation des Mesoderms während 

der Gastrulation und der Differenzierung des Notochords innerhalb der Vertebraten 

als ein Teil des Stammes der Chordaten, vertreten v.a. durch die Spezies Maus 

[54,55] oder Zebrabärbling [126].  

Neben vielen funktionalen Aspekten der T-box Gene, wie der Erforschung der 

Ziele „up- & downstream“ innerhalb regulatorischer Gennetzwerke sowie 

zellspezifischer Funktionen und Interaktionen (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulation 

innerhalb der Vertebraten), ist auch die sich evolutionär ableitende Rolle dieser 

Genfamilie und damit deren Entstehungsgeschichte innerhalb des Tierreiches von 

evolutionsbiologischem Interesse. Erste phylogenetischen Analysen von Agulnik et 

al. (1995, 1996) ließen bereits vermuten, dass die T-box Gene durch sog. 

Genduplikationen eines ursprünglichen Vertreters über inadäquate „crossing-over“- 

Ereignisse zwischen zwei Allelen entstanden [118,127]. Im Falle von z.B. Tbx2 und 

Tbx4 sowie Tbx3 und Tbx5 geschahen diese Ereignisse vor über 600 Millionen 

Jahren [118,127,128]. Wie auch schon bei anderen Genfamilien festgestellt wurde, 

sind die Intron-Exon Grenzen von T-box Genen evolutionär konserviert, jedoch 

variiert die Länge der Introns zwischen den Spezies [129].  

Die evolutionsbiologische Bedeutung sowie die Entwicklung der T-box-

Genfamilie innerhalb der Metazoa rückte in den letzten Jahren vermehrt in den Fo-

kus verschiedener Forschungsgruppen, so dass aktuell eine Reihe von phylogeneti-

schen Studien durchgeführt wurden. Nach dem Vergleich der entschlüsselten Ge-
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nome von einzelligen Kragengeißeltierchen („Choanoflagellata“) [130] mit dem Ge-

nom von verschiedenen Klassen an Schwämmen [131–133], Plattentierchen („Plac-

ozoa“) [134] und Nesseltieren („Cnidaria“) [135] liegt die Vermutung nahe, dass die 

einzelligen Kragengeißeltierchen in der Systematik den multizellulären Organismen 

am nächsten stehen [136] und die T-box Genfamilie zur Zeit der Evolution der Me-

tazoa entstand. Innerhalb der Gruppe der Hinterpoligen konnten nämlich bei den 

Kragenkeißeltierchen keine Spuren von T-box spezifischen Residuen entdeckt wer-

den (siehe Abbildung3, S.28) im Gegensatz zu dem Genom der Schwämme mit min-

destens sieben nachgewiesenen T-box Genen [49].  

Wie in der Abbildung3 (S.28) dargestellt wird, ist „brachyury“ bei den Schwäm-

men sowie Plattentierchen nur in Einzelzellen exprimiert [137]. Diese Beobachtung 

legt die Hypothese nahe, dass das T Gen während dieser phylogenetischen Stufe 

noch nicht in die modulierenden, morphogenetisch-zellmigrierenden Abläufe invol-

viert war. Hier wird deutlich, wie sich während der Evolution funktionale Aspekte des 

T Gens innerhalb höher entwickelten Organismen weiter differenzierten, wobei die 

Primärfunktion (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulation innerhalb der Vertebraten) um 

die Region des Blastoporus als zentrales Element des Primitivstreifens während der 

Gastrulation über die Vertebraten hinaus als die Konstante bezeichnet werden kann 

[54,55,83,126,138–140]. Des Weiteren wurde über „brachyury“-Funktionen im End-

darm bei Insekten [71,141], in der Formation des Stomodeum von Hemichordaten 

wie dem Seeigel (“Echinoidea”) [142,143] sowie in speziellen Zellbewegungen 

(„Konvergente Verlängerung“) während der Formation des Notochords bei Seeschei-

den („Ascidiae“) [144], als auch bei der Entwicklung der murinen Allantois und der 

Vaskulogenese berichtet [81]. Neben der Bestätigung von Sebé-Pedrós et. al. 

(2013), dass das T Gen der ursprünglichste Verteter der T-box Genfamilie selbst ist, 

stellt es zusammen mit anderen Familienmitgliedern einen hochkonservierten 

gemeinsamen Nenner dar, welcher innerhalb der Gruppe der Hinterpoligen sowohl in 

der Klasse der Metazoa als auch dem Reich der Pilze nachgewiesen ist [50].  
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Abbildung 3. Schematische Präsentation innovativer brachyury (Bra)-Expression 

und Funktion während der Evolution der Tiere von Satoh et al. (2012)[49]. 
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2.5.  T Genvarianten und ihre assoziierten Phänotypen 

Mutationen innerhalb des T Gens und homologen T-box Genen verursachen spe-

ziesübergreifend zum Teil schwerwiegende embryonale Phänotypen, welche sich in 

der Regel über ein dominantes Allel ausprägen. Die folgenden Unterpunkte sollen 

einen Überblick einiger relevanter Mutationen geben, welche innerhalb der Vertebra-

ten mit ihren spezifisch pathologischen Assoziationen auftreten.  

 

2.5.1.  Vertebraten und das T, brachyury Gen 

Neben verschiedenen Assoziationen zwischen dem T Gen mit vertebralen Malforma-

tionen sowie Neoplasien beim Menschen sind kongenitale Syndrome außer den übli-

chen aus der biologischen Grundlagenforschung bekannten Modellorganismen (z.B. 

Maus oder Zebrabärbling) auch bei veterinärmedizinisch relevanten Haussäugetieren 

(Katze, Hund) beschrieben worden. Einige von diesen werden in den folgenden Un-

terpunkten, getrennt voneinander aufgeführt, beschrieben. 

 

2.5.1.1  Assoziationen beim Menschen 

2.5.1.1.1  Kongenitale vertebrale Malformationen 

Humane kongenitale vertebrale Malformationen (hCVM) sind von ihrer phänotypi-

schen Ausprägung und ihrer Ätiologie eine sehr heterogene Gruppe. Sie kommen 

neben isolierten Formen (z.B. zusätzliche, fehlende sowie fusionierte Wirbelkörper, 

Hemivertebrae, „Butterfly“- oder Keil-Wirbel) oft zudem assoziiert mit weiteren Defek-

ten vor, wie u.a. urogenitale, intestinale oder auch kardiale Missbildungen. Beispiele 

für Syndrome mit hCVM sind das „Klippel-Feil“- [145] oder auch das „VACTERL“-

Syndrom [146]. Nachdem Ghebranious et al. in einer Studie aus dem Jahr 2007 we-

der einen kausalen noch assoziativen Zusammenhang zwischen Mutationen in dem 

Wnt3a Gen als Teil des regulatorischen Netzwerkes vom T Gen (siehe 2.2.2.  Funk-

tion und Regulation innerhalb der Vertebraten) und 50 Patient_innen mit hCVM fin-

den konnten, wurden solche von den Autor_innen aus demselben Datenmaterial ein 

Jahr später im Exon 8 des T Gens entdeckt [147,148]. Hier zeigten sich drei unver-
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wandte Patient_innen mit sakraler Agenesie, „Klippel-Feil“-Syndrom und multiplen 

zervikalen sowie thorakalen Wirbelmissbildungen heterozygot für eine „missence“-

Substitution c.1013C>T, welche einen AS-Austausch „Ala338Val“ im translatierten 

„brachyury“-Peptid zur Folge hat [148]. Im Gegensatz zu ihren Kindern zeigten deren 

Eltern als Mutationsträger_innen jedoch keine entsprechenden Malformationen der 

Wirbelsäule. Insgesamt wird dieser Mutation kein alleiniger kausaler Charakter zuge-

schrieben, sondern als ein erhöhter Risikofaktor für hCVM gewertet [148]. Postma et 

al. (2013) beschrieben eine T Genvariante, bei der homozygote Träger_innen einen 

Phänotypen ausbilden, welcher mit vertebralen Malformationen im Sinne von abnorm 

ossifizierten Wirbelkörpern, einer sakralen Agenesie (Fehlen des kompletten sakra-

len Wirbelsäulensegments) und einem persistenten Notochord-Kanal assoziiert ist. 

Grundlage hierfür ist eine bei drei Familien nachgewiesene „missence“-Mutation 

(p.H171R), lokalisiert innerhalb der T-box [149]. 

Im Zusammenhang mit dysraphischen Defekten wie der Spina bifida aperta et 

occulta, also sog. „Spaltwirbelkörpern“ mit oder ohne Beteiligung von RM und/oder 

Meningen (z.B. offener Arcus vertebrae mit Meningozele, Menigo-myelozele oder 

Myeloschisis), welche sich im Zeitraum primärer Neurulationsvorgänge auf Grund 

einer gestörten frühen Gastrulation entwickeln, konnte ein Major-Allel in dem huma-

nen T Gen assoziiert werden. So stellten Charter et al. (2011), ähnlich wie früher 

schon Shields et al. (2001), fest, dass neben SNPs anderer Gene (z.B. LEPR (leptin 

receptor) rs1805134, COMT (catechol-O-methyl- transferase) rs737865 oder MTHFR 

677C>T) das T, brachyury rs3127334 Major-A-Allel einen Risikofaktor für eine Aus-

prägung einer Spina bifida darstellt [150,151]. 

 

2.5.1.1.2. Neoplasien 

a) Dysontogenetische Neoplasien 

Das Chordom ist beim Menschen eine seltene, langsam wachsende, primär maligne 

und teilweise familiär gehäuft vorkommende Neoplasie des axialen Skelettes, welche 

aus den Zellen des embryonalen Notochords entsteht und den Transkriptionsfaktor 

„brachyury“ exprimiert [152,153]. Chordome können simultan an verschieden Stellen 
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der Wirbelsäule von der Schädelbasis bis zum Steißbein auftreten oder auch über 

die neurale Achse metastasieren. Insgesamt machen sie 1-3 % der Knochentumore 

aus und treten überwiegend ab dem 30. Lebensjahr mit einer Metastasierungsrate 

von 20-40 % doppelt so häufig bei Männern auf [154]. Unter Nutzung eines “high-

resolution array-Comparative Genomic Hybridization“ (CGH) konnte die Region 

6q27, und somit die Position des T Gens, im humanen Genom mit der Ausbildung 

und Proliferation von Chordomen assoziiert werden. CGH bezeichnet eine schnelle 

sowie effiziente cytogenetische Methode auf chromosomaler Ebene zur Analyse von 

sog. „copy number variations“ (z.B. verursacht durch Genduplikationen), ohne dass 

dafür spezifische Zellen kultiviert werden müssen. Nach Sequenzierungen der T-

Exons bei Chordompatienten konnte in einer erst kürzlich veröffentlichen Studie ein 

SNP (rs2305089), welcher ebenfalls in der Region 6q27 lokalisiert ist, stark mit der 

Entwicklung humaner Chordomen assoziiert werden [155]. Einige Familien mit famili-

är gehäuften Chordomen, d.h. mindestens drei dokumentierte Fälle, besitzen eine 

einheitliche duplizierte Region in ihrem Genom, welches eine extra Kopie des T 

Gens enthält [156].  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass dem T Gen eine wichtige Rolle in 

der Pathogenese von humanen Chordomen zukommt und ein Blockieren des 

„brachyury“-Proteins bzw. dessen „downstream“-Ziele in vivo zukünftig eine mögliche 

Behandlungsmethode dieser Krankheit darstellen könnte [153,157]. Neben diesen 

zukunftsträchtigen Behandlungsmethoden kann „brachyury“ gegenwärtig als effekti-

ver Biomarker für Neoplasien mit Ursprung aus dem Notochord wie dem Chordom 

eingesetzt werden [158]. 

 

b) Epitheliale Neoplasien 

„Brachyury“ als entscheidender Faktor für die embryonale Differenzierung des Meso-

derms [61,62] wurde erst kürzlich in verschiedenen Typen humaner Karzinome 

(Dünndarm, Magen, Niere, Blase, Uterus, Ovar, Hoden, Kolon, Lunge sowie Prosta-

ta) als aberrant exprimiertes Protein festgestellt, da es normalerweise in adulten Ge-

weben nicht mehr vorkommt [159–162]. Wie bereits erwähnt, zeigten schon frühere 

Untersuchungen bei Xenopus, dass „brachyury“ ein „immediate early response“-Gen 
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der Mesoderm-induzierenden Faktoren ist (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulation in-

nerhalb der Vertebraten), so wie auch Activin oder FGF, und dass nach Injektion von 

„brachyury“-mRNA in Embryos die Entwicklung von ektopischem Mesoderm induziert 

wird [58]. Jedenfalls werden Karzinome als Tumore epithelialen Ursprungs definiert 

und „brachyury“ spielt eine grundlegende Rolle bei der sog. „epithelial-mesenchymal 

transition“ (EMT), wie in vitro hohe „brachyury“-Expressionsraten humaner und sich 

im Status einer EMT befundenen Krebszellen zeigten [163]. In vivo wurde dabei eine 

Forcierung der Dissemination von Tumorzellen beobachtet [160,163]. Das Phäno-

men der EMT gilt wiederum als entscheidend bei der Entwicklung von Karzinomen, 

da es die phänotypische Umwandlung von relativ stationären, polarisierten epithelia-

len Tumorzellen zu migrierenden sowie hoch invasiven mesenchym-ähnlichen Tu-

morzellen maßgeblich unterstützt [164–167]. Neben der Tumorprogression und der 

embryonalen Entwicklung spielt die EMT auch eine wichtige Rolle bei der Wundhei-

lung und Geweberegeneration [166] und ist eng verbunden mit einer schlechten 

Prognose bei verschiedenen Karzinom-Typen des Magens [168], des Kolons [169], 

der Brust [170,171], des Oesophagus [172], der Lunge [173] und den Ovarien [174]. 

Seit Kurzem werden zudem noch weitere Eigenschaften, die der EMT zuzuordnen 

sind, erforscht:  

i. eine Akquirierung von „cancer stem-like cell“-Eigenschaften und  

ii. die Induktion von Resistenzen entgegen zytotoxischen Therapien [175–178]. 

 

Karzinome der Lunge 

In verschiedenen Mesenchym-ähnlichen Karzinomen der Lunge konnte eine hohe 

Expressionsrate von „brachyury“-positiven Karzinomzellen festgestellt werden. Ne-

ben vielversprechenden Versuchen, bei denen eine Behandlung mit „brachyury“-

spezifischen zytotoxischen T-Zellen eine Lyse solcher Zellen in vitro verursacht 

[159,162], gilt die Expression von „brachyury“-mRNA als ein signifikanter Indikator 

einer schlechten Prognose (z.B. generelle Überlebensrate, vaskuläre Invasion, lym-

phatische Permeation) betroffener Patienten_innen [179]. Somit ist eine hypotheti-

sche Behandlung mit Tumor-Vakzinen via „immune targeting“ durchaus vorstellbar, 

vor allem um die Rate der Dissemination sowie Metastasierung hoffentlich zukünftig 

deutlich einschränken zu können. Neueste Studien zeigten zudem, dass eine 
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„brachyury“-Expression in Karzinomzellen der Lunge stark mit einer erhöhten in vitro-

Resistenz gegen zytotoxische Therapien, wie der Radio- oder Chemotherapie, korre-

liert [178].  

 

Plattenepithelkarzinome 

Plattenepithelkarzinome (SCC) gehören zu den am weitesten verbreiteten malignen 

Neoplasien der Mundhöhle, des Kopfes und des Nackens. Orale SCC neigen in 30-

40% der Fälle zum metastasieren in die regionalen Lymphknoten [175]. Nach einer 

vor kurzem veröffentlichten Studie von Imajyo et al. (2012) zeigten logistische Re-

gressionsanalysen, dass „brachyury“ sowie EMT prädiktive Faktoren für primäre Me-

tastasen des SCC in regionale Lymphknoten und auch weiter entfernte sekundäre 

Metastasen darstellen [180]. 

 

Adenoid-zystische Karzinome 

Adenoid-zystische Karzinome (AzK) sind seltene aber maligne Neoplasien des Drü-

sengewebes, insbesondere im Kopf- und Halsbereich auftretend, wobei der häufigste 

Manifestationsort die Speicheldrüsen (v.a. Ohrspeicheldrüse „Glandula parotidea“, 

Unterkieferspeicheldrüse „Glandula submandibularis“) darstellen [181]. Das AzK 

zeigt ein langsames, jedoch infiltrierendes Wachstum. Es metastasiert in 5-10% der 

Fälle in die regionalen Lymphknoten und zeigt eine hohe Resistenz gegen Chemo- 

und Radiotherapie [182]. Auch hier zeigte eine Studie mit Daten von in vitro- sowie 

aus klinischen in vivo-Proben, dass EMT und Eigenschaften von Tumorstammzellen 

einen direkten Zusammenhang mit den AzK aufweisen, wobei „brachyury“ einen Re-

gulator von beiden darstellt [183]. Diese potentielle regulatorische Funktion von 

“brachyury” bei Tumorstammzellen wurde durch eine aktuelle Studie von Kobayashi 

et al. (2014) bestätigt und zeigt, dass ein Knockdown von „brachyury“ die Invasivität, 

Chemo- und Radiotherapieresistenz von Tumorstammzellen signifikant in vivo redu-

ziert und somit ein neues Therapieprinzip mit Potential darstellen kann [184]. 
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2.5.1.2. Mutationen bei bekannten Haussäugetieren 

Kongenitale Defekte, deren Phänotypen v.a. durch Missbildungen der Schwanzwir-

belsäule bzw. eine Brachyurie oder Anurie auffallen, sind auch bei anderen veteri-

närmedizinisch interessanten Spezien wie beim Schwein (z.B. Large White, Land-

rasse), Schaf (z.B. Neuseeländer, Romney-Schafe) oder Hühnern (z.B. Kaulhühner, 

Araucana) beschrieben worden [8]. Molekulargenetische Studien mit entsprechenden 

auf Kopplungs- oder Assoziationsanalysen basierenden Ergebnissen, die einen Zu-

sammenhang zwischen dem T Gen und spezifischen Phänotypen dokumentieren, 

sind hingegen sehr rar und neben der hier beschriebenen VSD bei Rindern nur teil-

weise bei den „relevantesten“ Spezies der Haussäugetiere Hund [115,185,186] so-

wie Katze [13] durchgeführt worden.  

 

2.5.1.2.1. Hund 

Hunde mit kongenitalen Schwanzdefekten sind in vielen Züchtungen als sogenannte 

„Rassestandards“ vertreten, wobei bis heute erst eine kausale nicht-synonyme T 

Gen-Mutation (c.295C>G) bei der Rasse „Pembroke Welsh Corgis“, lokalisiert auf 

dem Chromosom 1q23, festgestellt werden konnte [115]. Dieses Defektallel wird do-

minant vererbt und wirkt homozygot letal, wobei sich der isolierte Schwanzdefekt als 

Phänotyp variabel ausprägt [115,187]. Zudem konnten bei 17 weiteren kurzschwän-

zigen Hunderassen der Gruppen Hüte- und Treibhunde sowie „Jagdhunde“ hetero-

zygote Träger dieser Mutation identifiziert werden [185]. 

Heterozygote Individuen für die canine c.295C>G-Mutation bzw. das Defektallel  

„Ile64Met“ zeigten nach radiologischen Untersuchungen keine weiteren, mit dem 

Schwanzdefekt assoziierten Malformationen [187]. Zwei lebendig geborene homozy-

gote „Pembroke Welsh Corgi“-Welpen jedoch, welche unmittelbar nach der Geburt 

verstarben bzw. euthanasiert werden mussten, zeigten in einer anschließenden Sek-

tion neben dem Schwanzdefekt eine anorektale Atresie sowie multiple spinale Defek-

te (verkürzte zervikale, thorakale und lumbare Wirbelkörper, sakrale Agenesie, thora-

ko-lumbale Skoliose sowie thorakale Kyphose) [187].  
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2.5.1.2.2. Katze 

Das Manx-Syndrom bei den Katzen manifestierte sich vor geraumer Zeit auf der Isle 

of Man in der Irish sea auf Grund eines hohen Inzuchtfaktors in der dortigen gene-

tisch isolierten Katzenpopulation und galt bereits in der klassischen Genetik sowie 

der Evolutionsbiologie als ein ebenso klassisches Modell eines dominanten Erb-

gangs mit einer entsprechend langen Forschungsgeschichte und Erwähnung u.a. in 

dem Werk „The Variation of animals and plants under domestication“ von Charles 

Darwin (1868)[188]. Dem Manx-Syndrom liegt ein autosomal dominanter Erbgang 

homozygoter Letalität mit unvollständiger Penetranz und variabler Expressivität des 

Phänotyps zu Grunde, welcher v.a. durch die unterschiedlich ausgeprägten 

Schwanzdefekte charakterisiert ist und zu einer Kategorisierung in vier spezifischen 

Schwanzlängen-Phänotypen führte [9–12]. Diese reichen von völliger Abwesenheit 

(Anurie oder hier spezifisch „rumpies“ genannt), einem Stummelschwanz, welcher 

teilweise nur palpatorisch zu diagnostizieren ist („rumpie-riser“), kurzen Schwänzen 

(„stumpy“), bis hin zu völlig normal ausgebildeten Schwänzen („longie“) [9,10,12]. 

Des Weiteren sind auch andere vertebrale sowie spinale Defekte mit diesen coc-

cygealen Dysplasien gekoppelt; bei schweren Manx-Phänotypen werden demnach 

von einer Spina bifida occulta im lumbo-sakralen Segment [11] bis zur sakralen A-

genesie reichende Defekte beschrieben [189]. Die Defekte des RM beschränken sich 

meist auf das lumbo-sakrale Segment: Meningozelen (assoziiert mit Spina bifida oc-

culta), Syringomyelien [11] oder das Fehlen der kompletten Cauda equina [189]. Kli-

nische auffällig sind teils ersthafte neurologische Symptome betroffener Katzen, aus-

gehend vom kaudalen Körperkompartiment. So sind neben einem Megakolon, 

vesikoureteraler Inkontinenz und plantigrader Stellung der hinteren Extremitäten vor 

allem das damit verbundene Gangmuster mit Paresen und einem hüpfenden Gang 

(„bunny-hopping“) kompensatorisch bei fordernder Lokomotion beschrieben worden 

[11,190].  

Ein kausaler Zusammenhang zu dem felinen T Gen wurde erst kürzlich von 

Buckingham et al. (2013) festgestellt, wobei 95% der Manx-Katzen heterozygot für 

verschiedene nicht synonyme „frame shift“-Mutationen im felinen T Gen (drei Einzel-

basen-Deletionen c.998delT, c.1169delC, c.1199delC und eine Duplikati-
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ons/Deletions-Mutation c.998_1014dup17delGCC) innerhalb proteincodierender 

Exonstrukturen (Exon 8 und 9) am carboxy-terminalen Endes sind [13]. Vorangegan-

gene Kopplungsanalysen zeigten hier zudem eine signifikante Kopplung (LOD score 

6.21) des T-Locus mit dem „short-tail“- bzw. Manx-Phänotypen der untersuchten Kat-

zen. Neben den Manx-Katzen zeigten zudem auch Individuen anderer kurzschwän-

ziger Katzenrassen (American Bobtail, Pixie-Bob, Kurilian Bobtail oder auch Japane-

se Bobtail) T Gen-Mutationen [13]. 

 

2.5.1.3. Mutationen bei üblichen Modelorganismen 

2.5.1.3.1. Maus 

Bei der Maus sind aktuell 42 T Gen-Mutationen beschrieben worden, welche auf der 

“Mouse Genome Informatics” (MIG) Datenbank übersichtlich zusammengestellt sind 

(http://www.informatics.jax.org/searches/allele_report.cgi?_Marker_key=13727). Ein 

Auszug der wichtigsten und bekanntesten Mutationen bei der Maus wird mit 

Twis(Wisconsin), Tc(curtailed) und Tc-2H(curtailed-2 Harwell) folgend phänotypisch be-

schrieben. Lokalisiert sind diese auf dem murinen Chromosom 17 bei 4.92cM. Diese 

Mutationen zeigen einen veränderten „open reading frame“, welche in verkürzte Pro-

teine mit einem Abbruch der Translation am C-terminalen Ende resultieren und somit 

klassische „nonsence“-Mutationen darstellen [116]. Interessanter Weise führen, im 

Vergleich zu wirklichen T Nullallel-Mutanten, alle diese Mutationen zu einer Ausbil-

dung von schwereren heterozygoten Phänotypen [116,191]. Dieses Phänomen kann 

durch einen für das Wildtypprotein kompetitiv hemmenden, sog. dominanten-

negativen oder antimorphen Effekt erklärt werden [192,193]. In dem Fall dieser mu-

tierten „brachyury“-Proteine bleibt die DNA-Bindungsdomäne bzw. T-box unverändert 

und die Bindungsfähigkeit zu einem Dimerisations-Komplex erhalten, wobei bezüg-

lich der autoregulatorischen Kontrolle (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulation inner-

halb der Vertebraten) sowie des regulatorischen Gennetzwerkes fehlerhafte 

„downstream“-Funktionen vorstellbar sind und diese einen morphologischen Effekt 

auf den entsprechenden Phänotyp haben können [99,116,119].  

http://www.informatics.jax.org/searches/allele_report.cgi?_Marker_key=13727
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Die Phänotypen dieser T-Mutationen prägen sich in einer dominanten Weise 

mit unvollständiger Penetranz aus und sind charakterisiert durch verkürzte Schwänze 

bis zu ihrer völligen Abwesenheit (Anurie) sowie weiterer Abnormitäten des Skeletts. 

Heterozygote des durch Röntgenexperimente induzierten Tc-Allels zeigen neben ei-

ner bevorzugt ausgeprägten Anurie weitere heftige knöcherne Malformationen, wie 

fusionierte Rippen und Wirbelkörper im thorakalen, lumbalen und interessanter 

Weise auch im zervikalen Segment sowie fehlende Nuclei pulposi der WS [194,195]. 

Tc-2H stellte nach kombinierten TEM-Röntgen-Mutationsexperimenten eine neue „cur-

tailed“-Mutation bei der Maus dar [196]. Heterozygote Tc-2H-Mutanten zeigten alle 

einen Schwanzdefekt, wobei typischerweise nur ein kurzes, knochenloses kaudales 

Filament auffällt [197]. Kreuzungen von Tc-2H/+-Mutanten mit Mäusen anderer De-

fektallele brachten zudem weitere Defekte und Symptome des kaudalen Körperkom-

partiments (Spina bifida, Paralyse der hinteren Extremitäten) hervor [197]. Das Twis-

Allel stellt im Gegensatz zu Tc und Tc-2H eine spontane Mutation mit vergleichbarem 

Phänotyp dar, durch welches per Insertionsmutationen das eigendliche T Gen im 

Jahre 1994 von Hermann & Kispert identifiziert werden konnte [116]. Eine Homozy-

gotie für diese Defektallele wirkt sich v.a. wegen einer fehlerhaften Ausbildung der 

Allantois letal aus [81]. 

 

2.5.1.3.2. Zebrabärbling (Danio rerio)  

Durch Röntgenstrahlen induzierte (ntlb160) sowie spontane Mutationen (ntlb195) im or-

tologen Zebrabärbling Zf-T Gen, noTail (ntl) genannt, prägen in homozygoten Kons-

tellation einen ähnlichen Phänotyp aus wie homozygote T Maus Mutanten-Embryos. 

So wird das anteriore Körperkompartiment bis auf teilweise fehlerhaft ausgebildete 

kraniale Somiten in normaler Struktur gebildet, jedoch nicht eine komplette Entwick-

lung der AP-Körperachse (kein Schwanz) mit einem fehlend ausdifferenziertem 

posteriorem Notochord sowie den letzten 11-13 Somiten [59,126,198]. Es gibt jedoch 

auch Unterschiede zwischen Mutationen der Spezies Zebrabärbling und Maus:  

 

i) Heterozygote noTail-Mutanen zeigen keinen sichtbar veränderten Phänoty-

pen. 
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ii) Die Neuralplattenregion des Gehirns sowie für einen Großteil des RM wird 

beim Zebrabärbling trotz fehlend ausdifferenziertem Notochord ausgebildet, 

was für ein rudimentäres und die Neurulation induzierendes Notochord-

Rudiment bei noTail-Mutanten spricht [126,199,200].  

 

 

2.6.  Syndrome und Assoziationen von T-box Genevarianten beim Mensch 

Eine Übersicht und Informationen zu allen humanen T-box Genen sowie weiteren ca. 

38.000 humanen Genloci sind vom HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) 

auf ihrer Internetseite verfügbar (http://www.genenames.org/genefamilies/TBX). Je-

des T-box Gen hat während der Embryogenese/Organogenese zwar ein einzigarti-

ges Expressionsmuster und eine spezifische Funktion, diese sind teilweise jedoch 

auch in einigen Geweben und Organen überlappend sowie funktional interagierend 

in einer sehr dosissensiblen Regulation. So haben z.B. Tbx1, Tbx2, Tbx3, Tbx5, 

Tbx18 und Tbx20 eine funktionale Rolle während der Kardiogenese [79]. Einige 

Genvarianten von T-box Genen verursachen schwerwiegende Phänotypen und 

konnten in den letzten Jahren kausal charakterisiert werden: 

 

i. Tbx1 / DiGeorge bzw. Velocardiofacial Syndrome [201–204] 

ii. Tbx3 / Ulnar Mammary Syndrome [205–207] 

iii. Tbx4 / Small Patella Syndrome [208,209] 

iv. Tbx5 / Holt-Oram Syndrome [113,202,210] 

v. Tbx15 / Cousin Syndrome [211,212] 

vi. Tbx19 bzw. Tpit / Isolated ACTH Deficiency [213–215] 

vii. Tbx22 / X-linked Cleft palate with Ankyloglossia [216,217] 

 

http://www.genenames.org/genefamilies/TBX
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3.  Material und Methoden 

3.1.  Tiere 

Bestandteil dieser Studie sind ausschließlich Herdbuch registrierte Individuen, die 

der HF-Population im Nordwesten (Niedersachsen, Schleswig-Holstein) und Südos-

ten (Sachsen-Anhalt, Sachsen) Deutschlands zuzuordnen sind. Untersuchungsein-

heiten waren alle Einzeltiere, welche auf den randomisiert ausgewählten Betrieben 

untersucht worden sind, bei denen der verdächtige Besamungsbulle FBF0666 einge-

setzt wurde. Grundlegend für eine randomisierte Auswahl der Betriebe war erstens 

eine Vereinigte Informationssysteme Tierhaltung w.V. (VIT)-Geburtenmeldeliste über 

bereits produzierte NK des Besamungsbullen FBF0666 und zweitens eine Besa-

mungsliste der zuständigen Besamungsstation MASTERRIND über die erfolgten Be-

samungen und den bis dato noch nicht erfolgten Geburten. An Hand der VIT-

Geburtenmeldeliste wurden für eine praktikable Durchführbarkeit der Studie mit einer 

repräsentativen Anzahl an Studientieren alle Betriebe mit ≤ 2 NK ausgeschlossen. 

Der Großteil der Tiere stellten zum Zeitpunkt der Studie Rinder mit einem Alter von 

ca. 4 Monaten bis zu einem Jahr dar. Einen kleineren Teil der Tiere (n=10) wurden 

hingegen erst während der Studie geboren und mit einem Alter von einem Tag bis zu 

vier Wochen in die Untersuchungen mit einbezogen. Für die Phänotypisierung und 

die epidemiologischen Untersuchungen wurden 39 landwirtschaftliche Betriebe auf-

gesucht. Insgesamt sind dort 85 NK des Besamungsbullen FBF0666 und 41 nicht 

direkt verwandte KT untersucht worden, welche per Zufallsverfahren von den Land-

wirt_innen selbst ausgewählt wurden. Jedes dieser KT wies die gleichen Konditionen 

bezüglich des relativen Alters, Geschlecht, Haltung und Betrieb auf, so dass sie mög-

lichst dieselben umweltbedingen Effekte während der eigenen embryonalen und feta-

len Entwicklung erfahren haben sollten.  

Für die genetischen Analysen wurden die MT der NK, der verdächtige VSD-

Vererber FBF0666, dessen Vorfahren und Verwandten innerhalb der letzten acht 

Generationen, 94 in der Besamung verwendete Nachkommen von dem maternalen 

Großvater des Besamungsbullen FBF0666, 126 Tiere einer Charolais x HF-
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Kreuzungspopulation [218], und auch 402 zufällig ausgewählte Holsteinkälber von 

100 unterschiedlichen HF-Besamungsbullen abstammend, untersucht.  

 

3.2.  Charakterisierung und Identifizierung des VSD-Phänotypen 

Die Charakterisierung des VSD-Phänotypen wurde in zwei aufeinander aufbauenden 

Phasen durchgeführt: 

i. Erst / „on-farm-level“ - Phänotypisierung (1LP):  

Detaillierte klinische sowie neurologische Untersuchungen, von möglicherweise 

mit einem Schwanzdefekt assoziierten Organsysteme der Tiere vor Ort auf den 

landwirtschaftlichen Betrieben („on-farm-level“) und die sichere Kategorisierung 

der Tiere in „betroffen“ und „nicht-betroffen“. 

ii. Zweit / „expert-level“ - Phänotypisierung (2LP):  

Vertiefte Untersuchungen ausgewählter und aufgekaufter Tiere mit unterschied-

lich stark ausgeprägtem VSD-Phänotypen in Kooperation mit Experten in den 

Bereichen Labordiagnostik, Radiologie, Neurologie, und Pathologie („expert-

level“) an der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover (TiHo). 

 

3.2.1.  Erst / „on-farm-level“ - Phänotypisierung (1LP) 

Die 1LP ist eine populationsbasierte, klinisch-kategorisierende Phänotypisierung. 

Zum einen war eine genau beschreibende Charakterisierung des VSD-Phänotyps für 

die weitere detaillierte Analyse von betroffenen Organsystemen oder bestimmter 

physischer Areale, als Grundlage der nachfolgenden Untersuchungen auf dem „ex-

pert-level“ (2LP), essentiell. Zum anderen ist die korrekte Kategorisierung der Studi-

entiere in „betroffen“ sowie „nicht-betroffen“ Voraussetzung für entsprechende reprä-

sentative und inhaltlich korrekte statistische, epidemiologische und genetische Ana-

lysen. Die 1LP umfasste eine Befundung von 126 Kälbern, an Hand eines speziellen 

klinischen und neurologischen Untersuchungsprotokolls (siehe 4. Ergebnisse: Manu-

skript, Supplementary Table 8, S.109), neben einer individuellen Fotodokumentation 

und videobasierten Gangstudien v.a. von den mit VSD „betroffenen“ Tieren. Das Un-

tersuchungsprotokoll beinhaltete 162 einzelne Observationen mit einem speziellen 
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Fokus auf solche Merkmale, die schon in der Literatur in Kombination mit Schwanz-

defekten Erwähnung gefunden hatten. Zusätzlich wurden die MT der untersuchten 

Kälber, mit besonderem Augenmerk auf potentielle Schwanzdeformationen und/oder 

neurologischen Auffälligkeiten, betrachtet und dokumentiert. Für die folgenden gene-

tischen Analysen ist zudem von jedem Kalb (V. jugularis externa) und deren MT (V. 

coccygea caudalis) eine mit EDTA stabilisierte Blutprobe entnommen worden. 

Nach einer ersten Evaluierung des 1LP wurde die variable Brachyurie als das 

zentrale mit der VSD assoziierte, pathognomonische Merkmal definiert. Demnach 

sind alle Tiere, die mindestens einen klinisch feststellbaren Schwanzdefekt aufwie-

sen, als „betroffen“ kategorisiert worden. Weiterführende Tests hatten zum Ziel, dar-

über hinausgehende differente Malformationen anderer Körperkompartimente aufzu-

zeigen, die potentiell mit der VSD assoziiert sind. Statistische Analysen wurden mit 

SAS 9.3 (SAS Institute Inc., 100 SAS Campus Drive, Cary NC 27513-2414, USA) 

durchgeführt. Jede der 162 potentiellen Variablen wurde hinsichtlich einer steigenden 

Inzidenz bei den „betroffenen“ Tieren mit einem Chi-Quadrat-Test (χ2) und einem 

Fischer´s Exact Test in einem „Fall-Kontroll-Design“ für alle 126 Kälber statistisch 

ausgewertet. Zwei unterschiedliche Analysesets (Design CN1 und CN2) wurden hier-

für betrachtet (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 2 und Supp-

lementary Table 3, S.94-96):  

i. Analyseset 1: 

Vergleich von VSD-„betroffenen“ Kälbern (n   41) mit den „nicht-betroffenen“ 

Kälbern (n = 75) unabhängig des Verwandtschaftsgrades.  

 

ii. Analyseset 2: 

Vergleich von Tieren der „nicht-betroffenen“ FBF0666-Nachkommenschaft 

(n=31) mit „nicht-betroffenen“ Tieren außerhalb derFBF0666-

Nachkommenschaft (n=44).  

 Hier ist anzumerken, dass drei angebliche „nicht-betroffene“ NK, nach der 

Genotypisierung der Tiere, sich nicht als Tiere der F1-Generation des Be-

samungsbullen FBF0666 darstellten und somit nachträglich zu den Tieren 

der Nicht-FBF0666-Nachkommenschaft gezählt wurden. 
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Eine Kombination der Outputs beider Analysesets ermöglichte eine Unterscheidung 

zwischen VSD-assoziierten Merkmalen mit solchen phänotypischen Abweichungen, 

die im Speziellen der Nachkommenschaft des potentiellen VSD-Vererbers FBF0666 

zuzuordnen und demnach nicht mit der VSD assoziiert sind.  

 

3.2.2.  Zweit / „expert-level“ - Phänotypisierung (2LP) 

Für die individuell vertiefte Phänotypisierung einzelner aufgekaufter NK wurden ne-

ben dem Besamungsbullen FBF0666 sechs Kälber mit unterschiedlichen VSD-

Ausprägungsgraden und Alter (1 Tag bis 12 Monate) an der TiHo, unterstützt von 

entsprechenden Experten (Rindermedizin, Tier-Neurologie, Pferde-/Kleintier-

Radiologie, Veterinärpathologie), untersucht. Das 2LP beinhaltete: i) eine klinische 

Allgemeinuntersuchung sowie eine vertiefte spezielle neurologische Untersuchung 

mit videodokumentierten Gangstudien der Tiere, ii) radiologische Dokumentation der 

gesamten Wirbelsäule in Abhängigkeit der Größe des jeweiligen Kalbes (Röntgen, 

Computertomographie (CT), Magnetresonanztomografie (MRT)), iii) pathologische 

Sektion mit besonderer Aufmerksamkeit und Bezug zu den Befunden aus Klinik, 

Neurologie und Radiologie, iv) standardisierte labordiagnostische Analysen von Blut, 

Serum, Liquor cerebrospinalis, Urin und Fäzes. 

 

3.2.2.1.  Neurologie 

Eine spezielle neurologische Untersuchung der aufgekauften NK wurde von Exper-

ten  für Tierneurologie an der TiHo wiederholt durchgeführt sowie die Gangstudien 

auf Video dokumentiert. Zusätzlich wurde ein Kalb mit ausgeprägtem VSD-

Phänotypen elektromyographischen Untersuchungen (EMG) unterzogen sowie die 

Nervenleitgeschwindigkeiten des PNS getestet, um mögliche degenerative Defekte, 

wie Myelinisierungsdefekte oder Speicherkrankheiten, als Ursache ausschließen zu 

können. Hierfür wurde unter anästhetischer Kontrolle (Xylazin 2%, MEDISTAR Arz-

neimittelvertrieb GmbH, Deutschland, Dosierung: 0,05 mg Xylazinhydrochlorid / kg 

Körpergewicht (KGW) i.v.; URSOTAMIN®, MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH, 
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Deutschland, Dosierung: 5 mg Ketaminhydrochlorid / kg KGW i.v.) ein Elektrodiag-

nostikgerät von Vicking Quest benutzt (Nicolet Viking Quest IV, Nicolet EBE GmbH). 

 

3.2.2.2.  Radiologie 

Für jedes der aufgekauften NK wurden Röntgenaufnahmen der kompletten Wirbel-

säule angefertigt. Je nach Größe und Gewicht des Kalbes (35 kg bis 354 kg) konnten 

weiterführende computertomographische (CT) und magnetresonanztomografische 

(MRT) Untersuchungen durchgeführt werden.  

Für die Röntgenuntersuchungen wurden neben einem digitalen Röntgenapparat 

(Gierth HF 1000, Riesa, Deutschland) übliche Standartkassetten mit den Maßen 30 x 

40 cm (CR HD 5.0 General, Agfa Healthcare, Mortsel, Belgien) eingesetzt. Die Auf-

nahmen wurden digital mit einer entsprechenden Bildbearbeitungssoftware nachbe-

arbeitet, um deren Qualität zu optimieren (Agfa Computered Radiography System 

DX-S, Agfa Healthcare, Mortsel, Belgien). Die Akquirierung der Mehrschicht-spiral-

CT-Scans (BrillianceTM Big Bore Oncology, Philips Medical Systems, Best, Nieder-

lande) wurde unter genereller Anästhesie (Xylazin 2%, MEDISTAR Arzneimittelver-

trieb GmbH, Deutschland, Dosierung: 0,05 mg Xylazinhydrochlorid / kg KGW i.v.; 

URSOTAMIN®, MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH, Deutschland, Dosierung: 5 

mg Ketaminhydrochlorid / kg KGW i.v.) und in sternaler Positionierung der Individuen 

mit einer konventionellen Einstellung (140kV, 300 mAS, bone window) und in 2,0 mm 

Scheibendicke der Scans durchgeführt. Insgesamt wurden von fünf der sechs aufge-

kauften NK CT-Studien gefertigt, die einzige Ausnahme blieb das schwerste Indivi-

duum (Bullenkalb, 11 Monate, 354 kg). Bei dem jüngsten (Bullenkalb, 1 Tag, 35 kg), 

einem vor Ort auf Grund der heftig ausgeprägten VSD-Symptomatik euthanasierten 

Kalbes, konnten noch zusätzlich MRT-Studien durchgeführt werden (Philips Achieva, 

3.0T, Philips Healthcare, Hamburg, Deutschland). 
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3.2.2.3.  Pathologie 

Für die Durchführung der Sektion wurden alle sechs aufgekauften NK gemäß guter 

veterinärmedizinischer Praxis euthanasiert (Prämedikation: Xylazin 2%, MEDISTAR 

Arzneimittelvertrieb GmbH, Deutschland, Dosierung: 0,05 mg Xylazinhydrochlorid / 

kg KGW i.v.; URSOTAMIN®, MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH, Deutschland, 

Dosierung: 5 mg Ketaminhydrochlorid / kg KGW i.v.; Euthanisie: Release®, WDT, 

Deutschland; Dosierung: 800 mg Pentobarbital-Natrium / 10 kg KGW i.v.). Zusätzlich 

zu dem standardisierten Sektionsprotokoll für Rinder wurde ein besonderes Augen-

merk auf die Kompartimente und Organsysteme gelegt, die nach der Literatur mit 

Wirbeldefekten und Alterationen im Gang assoziiert sein können und durch die Er-

gebnisse nach dem 1LP und 2LP konkret hinweisgebend waren (z.B. Anzahl und 

Gestalt der Wirbelkörper, Entwicklung der Schädelknochen, große periphere Nerven, 

große Röhrenknochen der Gliedmaßen, neuromuskuläre Probenahme etc.). Zudem 

ist das komplette Rückenmark minuziös aus der knöchernen Wirbelsäule herausge-

arbeitet und beprobt sowie Segmente der Wirbelsäule zur weiteren Dokumentation 

mazeriert worden. Nach standardisierten Verfahren wurde auch ein möglicher Zu-

sammenhang mit aktuell gängigen Tierseuchen (bovines Virus Diarrhoe Virus, bo-

vines Herpes Virus-1, Blauzungen Virus Serotyp 6 und 8) überprüft. Hierfür hatte das 

Niedersächsische Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 

(LAVES) entsprechende Gewebeproben auf Virusantigene untersucht. 

 

3.2.2.4.  Histopathologie 

Für die histopathologischen Untersuchungen wurden von allen sechs aufgekauften 

NK Proben aus folgenden Geweben entnommen: Thymus, Herz, Lunge, Pankreas, 

Niere, Blase, Geschlechtsapparat, Rumen, Abomasum, Intestinum, Leber, Milz, lym-

phatische Organe (mesenteriale und bronchiale Lymphknoten), Muskulatur (Zunge, 

M. triceps, M. biceps, M. gastrognemius, M. semimembranosus, M. quadriceps, M. 

longissimus dorsi, Diaphragma), Knochen (Caput ossis femoris, Condylus medialis 

ossis femoris, proximale und distale Seiten von veränderten coccygealen Wirbelkör-

pern), das ZNS (Cerebrum, Cerebellum, Rückenmark), das PNS (Plexus brachialis, 
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N. ischiadicus) und endokrine Organe (Glandula pinealis, Glandula thyreoidea, Glan-

dula adrenalis). Alle Proben wurden in 10%igem Formalin fixiert, eingebettet in Paraf-

finwachs, geschnitten auf 2 µm Dicke, gefärbt mit Hämatoxylin-Eosin und begutach-

tet unter einem Lichtmikroskop.  

 

Des Weiteren wurde das Rückenmark histochemisch untersucht:  

i. Luxol Fast Blue-Kresylechtviolett (Myelin), 

ii. Azan und Masson-Goldner (Kollagen und retikuläre Fasern), 

iii. Bielschowsky (Neurofilamente).  

 

Zusätzlich ist mit immunohistochemischen Methoden die Expressionen verschiede-

ner Parameter überprüft worden:  

i. Saures Gliafaserprotein (GFAP), 

ii. Basisches Myelinprotein (MBP), 

iii. Amyloid-Precursor-Protein (APP),  

iv. Factor VII related Antigen, 

v. Vimentin.  

 

Die Untersuchungen in der Histochemie und Immunohistochemie wurden wie von 

Ulrich et al. (2010) beschrieben durchgeführt [219]. 

 

 

3.2.3.  Untersuchungen des Besamungsbullen FBF0666 

Neben den sechs aufgekauften NK mit VSD-Symptomatik wurde auch der Besa-

mungsbulle FBF0666 in das 2LP mit einbezogen, um zu überprüfen, ob dieser eben-

falls einen VSD-Phänotyp ausprägt. Er wurde gleichermaßen wie seine NK klinisch 

allgemein und speziell neurologisch untersucht, sowie anschließend mit einem be-

sonderem Augenmerk nach demselben Sektionsprotokoll wie seine vorher sezierten 

NK pathologisch-anatomisch untersucht.  
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3.3.  Epidemiologie 

Eine umfassende epidemiologische Analyse ist auf Basis der Daten, die mit Hilfe ei-

nes zuvor entworfenen Fragebogens (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplemen-

tary Table 10, S. 111) der mit den Landwirt_innen zusammen vor Ort ausgefüllt wur-

de, erstellt worden. Der Fragebogen war in insgesamt drei Teile strukturell aufgeglie-

dert, d.h. zunächst Fragen zu Informationen auf Betriebsebene (z.B. Impfregime, 

Schädlingsbekämpfung und betriebliche Historie von Kälbern mit Schwanzdefekten), 

sodann Fragen zu Informationen auf Einzeltierebene der untersuchten Kälber (z.B. 

Geschlecht, Geburtssaison und Geburtsverlauf) und schließlich Fragen zu den ent-

sprechenden MT zum Zeitraum der Trächtigkeit mit den untersuchten Kälbern (z.B. 

Phänotyp, Fütterung und Historie von maternalen Halbgeschwistern). Es wurde ins-

gesamt darauf geachtet, Suggestivfragen während des Interviews zu vermeiden. Der 

Großteil der epidemiologischen Analysen erfolgte in einem „Fall-Kontrolldesign“, be-

ruhend auf Informationen der Einzeltierebene. In dem Kontext der VSD-

Epidemiologie galt es Antworten auf zwei Hauptfragestellungen zu erhalten, welche 

in folgende Themenkomplexe zusammengefasst werden können:  

 

i.  Umweltepidemiologie: Eruierung einer eventuellen Beteiligung von umwelt-

bedingten Risikofaktoren, welche potentiell prädisponierend wirken oder aber 

ursächlich für das plötzliche Auftreten der VSD in der HF-Population sein könn-

ten, auf dem Level der Betriebs- und Einzeltierebene (Kälber, MT), d.h. eine 

Abklärung der Ausgangshypothese eines genetisch basierten Hintergrunds der 

VSD. 

 

ii. Erbgang: Nach Bestätigung der kongenitalen Hypothese zur VSD-Genese die 

Ableitung des zu Grunde liegenden Erbganges und weitere Analysen auf Popu-

lationsebene untersuchter Tiere. 

 

Gemäß den Ergebnissen der Kategorisierung untersuchter Kälber im 1LP, konnten 

116 der ursprünglich 126 untersuchten Kälber eindeutig als entweder „betroffen“ 

(n=41) oder „nicht-betroffen“ (n 75 davon 34 NK und 41 KT) klassifiziert werden. Für 
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zehn Kälber hingegen ist kein eindeutiger Status festgestellt worden, da der entspre-

chende Phänotyp, falls überhaupt vorhanden, nicht deutlich genug ausgeprägt war. 

Folglich wurden nur die Daten der 116 eindeutig kategorisierten Kälber in die epide-

miologischen Analysen mit einbezogen. Der Anteil von untersuchten NK für diesen 

Teil der Studie betrug innerhalb der Nachkommenschaft des Besamungsbullen 

FBF0666 im Zeitraum von Juni bis Dezember 2011 bei 370 NK laut VIT-

Geburtenmeldeliste 20,3%. Der Anteil weiblicher Tiere belief sich hierbei auf 78,8%, 

mit entsprechenden 82,9% bei den KT. In den Analysen sind übergreifend insgesamt 

86 potentielle Risikofaktoren hinsichtlich einer erhöhten Inzidenz, die mit der VSD 

assoziiert sind, miteinander verglichen worden. Die statistischen Analysen wurden 

innerhalb von zwei unterschiedlichen „Fall-Kontroll-Designs“ durchgeführt (siehe 4. 

Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 6, S.99-104):  

 

 In dem ersten Fall-Kontroll-Design E1 sind die Daten der Kälber, welche als 

„betroffen“ (n 41) kategorisiert wurden, also Kälber, die einen klinisch eindeu-

tigen VSD-Phänotypen zeigten, mit den Daten aller „nicht-betroffenen“ Kälber 

(n=75) verglichen worden; 

 Bei dem zweiten Fall-Kontroll-Design E2 wurden hingegen nur die Daten der 

„betroffenen“ Kälber (n 41) mit denen der nicht direkt verwandten KT (n 41) 

verglichen.  

 

Zur statistischen Untersuchungen innerhalb des Fall-Kontroll-Designs, wurden univa-

riable Analysen mit dem Statistikprogramm SAS 9.3 (SAS Institute Inc., 100 SAS 

Campus Drive, Cary NC 27513-2414, USA) durchgeführt. Diese beinhalteten die Be-

rechnung der entsprechenden Odds Ratio‘s und die Prüfung der Risikofaktoren be-

züglich einer signifikanten Assoziation (p<0.05) mit der Inzidenz der VSD unter Nut-

zung eines χ2 und Fisher´s Exact Tests.  
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3.4.  Identifizierung der kausalen Mutation für VSD 

Initial durchgeführte epidemiologische Analysen ergaben ein sehr starkes Indiz dafür, 

dass der VSD ein kongenitaler Defekt zu Grunde liegt. Demnach waren folgerichtig 

weitere molekularbiologische Schritte erforderlich, um die genaue kausale Genese 

der VSD aufzudecken. Diese beinhalteten Untersuchungen auf chromosomaler Ebe-

ne (Karyotypisierung), die genomische Lokalisation des Defektes, die Ableitung des 

mit VSD-assoziierten HT und die Sequenzierung des Kandidatengens mit finaler po-

pulationsbasierter Bestätigung der kausalen Mutation an einem größeren unabhän-

gigen Datensatz.  

 

3.4.1.  Karyotypisierung 

Es wurden die Karyotypen des Besamungsbullen FBF0666 und eines seiner NK mit 

stark ausgeprägten VSD-Phänotypen untersucht, um Aberrationen auf chromosoma-

ler Ebene, wie z.B. eine Aneuploidie (Nullisomie, Monosomie oder Polysomie) oder 

eine Translokation zu identifizieren. Hierfür sind von den entsprechenden Individuen 

mit Na-Heparin stabilisierte Vollblutproben entnommen und Metaphasen-

Chromosomen nach einem Standartprotokoll präpariert worden [220]. Diese Meta-

phasen-Chromosomen wurden dann nach einer Giemsa-Färbung mit einem Licht-

mikroskop den analytischen Untersuchungen unterzogen. 

 

3.4.2.  Genomweite Genotypisierung 

Für die genomweite auf SNPs basierende Genotypisierung wurden mit EDTA stabili-

sierte Vollblutproben von allen 126 untersuchten Kälbern (NK, KT), den 73 verfügba-

ren MT der untersuchten NK und des Besamungsbullen FBF0666 sowie dessen Mut-

ter (FBF0266) entnommen. Anschließend wurde aus diesen Vollblutproben die DNS 

mit Hilfe eines NucleoSpin® Blood L Kit (Macherey-Nagel) nach dem entsprechenden 

Arbeitsprotokoll des Herstellers isoliert. Des Weiteren ist vom maternalem Großvater 

des Besamungsbullen FBF0666 DNS nach einem standardisierten Protokoll (siehe 9. 

Tabellarischer Anhang, Protokoll1.), aus Spermaproben isoliert, verwendet worden. 
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Alle diese DNS Proben wurden mit bovinen 50k SNP-Chips v2 (Illumina®) auf einem 

hochauflösendem Laserscanner („iScan®“) nach dem empfohlenen Protokoll (Infini-

um® HD Assay Ultra Protocol Guide) des Herstellers (Illumina, San Diego) genotypi-

siert. Anschließend sind die SNPs mit einer spezifischen Software, dem Genome-

Studio v2011.1 (Illumina®), sowohl analysiert als auch einer manuellen Qualitätskon-

trolle (QK) unterzogen worden. Die QK beinhaltete eine qualitative Prüfung und falls 

nötig eine Optimierung der Clusterung der SNPs, welche nach folgenden Kriterien 

eine potentiell fehlerhafte Clusterungs-Tendenzen aufwiesen (GenomeStudioTM Ge-

notyping Module v1.0, User Guide, Illumina®):  

 

i. „call frequency“ < 0.97,  

ii. Überschuss an Heterozygoten (berechnet basierend auf Abweichungen vom 

Hardy-Weinberg Gleichgewicht) identifiziert durch χ2 <0.05,  

iii. durchschnittliche „gene train score“ < 0.6,  

iv. „minor allel frequency“ < 0.01, 

v. alle SNPs mit „parent-parent-child heritability“ Errors.  

 

Letztendlich wurden ausschließlich Proben (Studientiere) für die weiteren Analysen 

genutzt, welche nach der manuellen QK eine „call rate“ von >0.98 aufwiesen (Geno-

meStudioTM Genotyping Module v1.0, User Guide, Illumina®). Die optimierte Cluste-

rung der SNPs nach abgeschlossener QK wurde für die oben genannten Kriterien in 

dem Datensatz übernommen. Als nächstes wurden die Genotypen nach Abweichun-

gen Mendelscher Vererbungsregeln mit dem Computerprogramm PedCheck v1.0 

überprüft [221]. Hier wurden entweder komplette Individuen oder Genotypen einzel-

ner Individuen ausgeschlossen, die über vermutlich falsche Informationen im Pe-

digree verfügen, also entweder nicht miteinander verwandt oder aber an einzelnen 

SNPs falsch typisiert worden sind. Diese nun in sich stimmigen Genotypen auf der 

Ebene eines Zwei-Generationen-Pedigree (NK, MT, FBF0666) bildeten die Grundla-

ge für die darauf folgende Kartierung der VSD im Genom der zu untersuchenden In-

dividuen. 
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3.4.3.  Kartierung des VSD-Locus  

Die eindeutige Kategorisierung der untersuchten Nachkommenschaft des Besa-

mungsbullen FBF0666 im Rahmen des 1LP in „betroffene“ und „nicht-betroffene“ 

Kälber sowie die genomweiten Genotypen über zwei Generationen (NK, MT, 

FBF0666) waren die Voraussetzung für die Durchführung entsprechender Kopp-

lungsanalysen. Hierfür wurde initial eine „Twopoint“-Kartierung zwischen jedem SNP 

(=Genotypen) und dem VSD-Locus innerhalb der segregierenden FBF0666-

Halbgeschwisterschaft durchgeführt. Durch die vorangegangenen Untersuchungen 

bzgl. des Vererbungsmusters der VSD, im Rahmen der epidemiologischen Analysen, 

konnte für die Kopplungsanalysen von einem autosomal dominanten Erbgang aus-

gegangen werden. Somit wurde der VSD-Locus als heterozygot „1/2“ für den Besa-

mungsbullen FBF0666 und für alle „betroffenen“ NK mit ausgeprägten VSD-

Phänotypen bezeichnet. Im Gegensatz dazu sind die „nicht-betroffenen“ NK ohne 

VSD-Phänotypen und die MT (nach 1LP als „nicht betroffen“ kategorisiert) homozy-

got „1/1“ am VSD-Locus. Die genomweite Kartierung umfasste Bos Taurus Chromom 

(BTA)1 bis BTA29 unter der Nutzung der „Twopoint“-Option des Computerprograms 

CRIMAP v2.50 [222].  

Nach den stark hinweisgebenden Ergebnissen der ersten „Twopoint“-

Kopplungsanalysen für eine genomische Position des VSD-Locus auf dem BTA9 

wurde mit der Nutzung des Computerprograms MERLIN v1.1.2 ein zweiter „Multi-

point“-Kartierungsansatz durchgeführt, um den defekttragenden Bereich noch ge-

nauer eingrenzen zu können [223]. Für dieses Vorhaben musste zuerst eine geneti-

sche Karte mit Angaben der Distanzen zwischen den einzelnen Loci in cM erstellt 

werden. Dies ist mit der CHROMPIC Option des Programmes CRIMAP v2.50 durch-

geführt worden auf Basis der Genotypen des verwendeten Halbgeschwister-Sets der 

NK des Besamungsbullen FBF0666. Nach einem ersten CHROMPIC Lauf wurden 

nicht-informative Marker (homozygot beim Besamungsbullen FBF0666) sowie auch 

solche SNPs ausgeschlossen, welche doppelte Rekombinationen (jeweils eine Re-

kombination vor sowie nach dem SNP als äußerst unwahrscheinliches Ereignis in-

nerhalb eines sehr kurzen Chromosomenabschnitts) verursachten. Nach einem wei-

teren Lauf ist die finale genetische Karte der SNPs auf BTA9 erstellt worden, die für 
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die „Multipoint“-Analysen mit MERLIN v1.1.2 geeignet war. Die Positionen von SNPs, 

die eine identische genetische Position aufwiesen, wurden im Nachhinein so variiert, 

dass diese mit 0.001 cM von dem benachbarten Marker entfernt angegeben waren, 

da, um den „Multipoint“-Algorithmus mit MERLIN 1.1.2 realisieren zu können, jeder 

Marker eine individuelle Position haben muss. Für die MERLIN 1.1.2-Analysen wur-

den alle mit VSD-„betroffenen“ NK sowie der Besamungsbulle FBF0666 mit dem Sta-

tus „affected“ und die „nicht-betroffenen“ NK einschließlich der MT mit dem Status 

„unaffected“ gekennzeichnet. Für den Nachweis eines mit potentiell unvollständiger 

Penetranz vererbten kongenitalen Defektes, wurde bei den MERLIN v1.1.2 „Multi-

point“-Analysen als Krankheitsmodell ein autosomal dominanter Defekt mit Penet-

ranzen von 0.2, 0.6 und 1.0 modelliert. 

 

3.4.4.  Haplotypisierung 

Die genetischen “Twopoint”- und “Multipoint”-Analysen konnten den VSD-Defekt ein-

deutig dem BTA9 zuordnen. Dieses Chromosom wurde für alle NK und deren MT 

sowie vom Besamungsbullen FBF0666 unter der Nutzung der CRIMAP „Crompic“-

Option haplotypisiert. Die „Chrompic“-Option von CRIMAP v2.50 verwendet die In-

formationen aller Vorfahren und Verwandten, zusammengestellt in einem Pedigree, 

und stellt eine sehr konservative Methode des Haplotypisierens dar ohne probalisti-

sche Annahmen über Haplotypenverteilungen innerhalb der im Set verwendeten Po-

pulation. Die paternal vererbten HT jedes NK wurden nun einzeln herangezogen so-

wie anschließend übereinandergelegt („alignment“) und zwar zuerst die der „be-

troffenen“ NK mit VSD-Phänotypen, gefolgt von denen der „nicht-betroffenen“ NK. 

Nach dieser Methodik konnte das kleinste gemeinsame Segment an aufeinanderfol-

genden Allelen, das alle „betroffenen“ NK von dem Besamungsbullen FBF0666 ver-

erbt bekommen haben, (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Fig.5, S.85 

bzw. 91) identifiziert werden, also den mit VSD-assoziierten HT als kleinster gemein-

samer HT-Block. Dieser mit VSD-assoziierte HT sollte zum einen von ausnahmslos 

allen mit VSD „betroffenen“ NK geerbt sein und zum anderen müsste auf diesem 
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Chromosomen-Segment die Mutation, welche ursächlich für die VSD ist, lokalisiert 

sein.  

Für eine Rückverfolgung des Ursprungs des mit VSD-assoziierten HT innerhalb 

der Vorfahren des „betroffenen“ Besamungsbullen FBF0666 wurde sowohl der Be-

samungsbulle selbst als auch die genotypisierten MT mit NK im Anschluss haplotypi-

siert, unter Nutzung des Computerprograms BEAGLE v3.3.2 [224]. Durch die An-

wendung der „unphased trio data“-Option, welche die Informationen der Genotypen 

im Zwei-Generationen-Pedigree Format von dem Besamungsbullen FBF0666, den 

MT und den NK als Grundlage nutzt, konnte ein homogener HT-Datensatz erstellt 

werden. Die restlichen, für eine Analyse innerhalb eines Acht-Generationen-Pedigree 

benötigten HT relevanter HF-Individuen sind ebenfalls auf Basis von mit bovinen 50k 

SNP-Chips (Illumina®) erstellten Genotypen und mit BEAGLE generiert worden und 

wurden komplementiert durch die freundliche Unterstützung vom VIT Verden, der 

zentralen Datenbank für genomische Zuchtwertschätzung bei deutschen HF. 

 

3.4.5.  Sequenzierung von Kandidaten-Loci  

Um das bei den Blauweißen Belgiern beschriebene CTS als Ursache für die beo-

bachteten kongenitalen Malformationen ausschließen zu können [7], wurde zu Be-

ginn der Untersuchungen der Besamungsbulle FBF0666 auf die Rasterschub-

Mutation im Exon 20 des MCR2 Gens hin, welche kausal für das CTS ist, sequen-

ziert. 

Die genomische DNS wurde mit Hilfe des NucleoSpin© Blood L Kit (MACHE-

REY-NAGEL) aus mit EDTA stabilisierten Vollblutproben und nach dem entspre-

chendem Protokoll des Herstellers isoliert. Das Exon 20 des MCR2 Gens ist durch 

eine PCR amplifiziert worden, mit einem Gesamtvolumen von 10 μl Reaktionslösung 

und dem Primerpaar sowie Konditionen, wie sie aus der „Supplementary Table 11“ 

des eingefügten Manuskriptes (S. 114) zu entnehmen sind. Die Reaktionslösung 

beinhaltete „colorless 5x GoTaq reaction buffer“ (Promega), 800 mM dNTPs (Carl 

Roth GmbH & Co. KG) und 0.25 U “GoTaq polymerase” (Promega) sowie 30 ng/μl 
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genomische DNS und das spezifische Primerpaar für das Exon 20 des MCR2 Gens 

(2 μM je Primer).  

Nach dem genomweiten „mapping“ zur Identifizierung des VSD-Defektes, zeig-

te sich eine in der telomeren Region des BTA9 befindliche hoch signifikante Zielregi-

on für diesen Defekt. Das herausragende Kandidatengen in dieser Region war das 

bovine T Gen. Dem zufolge wurde der T-Locus sowohl in „betroffenen“, als auch in 

„nicht-betroffenen“ Kälbern, dem Besamungsbullen FBF0666, dessen Vater und sei-

nem maternalen Großvater auf die kausale Mutation hin sequenziert. Das bovine T 

Gen ist wie das Exon 20 des MCR2 Gens mit Hilfe von PCRs amplifiziert worden. 

Das Gesamtvolumen der Reaktionslösung betrug 10 μl, die entsprechenden Primer-

paare zur Sequenzierung der jeweiligen Exons sowie Konditionen sind aus der 

„Supplementary Table 11“ des eingefügten Manuskriptes (S. 114) zu entnehmen. Für 

die PCR-Amplifikation der genomischen, mit dem NucleoSpin© Blood L Kit (MACHE-

REY-NAGEL) nach Herstellerangaben aus EDTA stabilisiertem Vollblut bzw. aus 

Sperma isolierter DNS (siehe 9. Tabellarischer Anhang, Protokoll1, S.168), wurde 

insgesamt eine Reaktionslösung mit einem Volumen von 10 μl verwendet. Die Reak-

tionslösung für das Exon 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 des T Gens beinhaltete „Colorless 1x 

GoTaq reaction buffer“ (Promega), 800 mM dNTPs, 0.25 U „GoTaq polymerase“ 

(Promega), 30 ng genomische DNS und die für die Exons spezifischen Primerpaare 

(Exons 3, 7 und 8: 1 μM je Primer, Exon 2: 0.25 μM je Primer, Exon 4 und 5: 0.75 μM 

je Primer, Exon 6: 0.5 μM je Primer). Die Reaktionslösung zur Amplifikation des Exon 

1 hatte „QIAGEN PCR buffer“ (1.5 mM MgCl2) ,800 mM dNTPs (Carl Roth GmbH & 

Co. KG), 0.25 U “HotStar Taq DNS Polymerase” (QIAGEN), 40 ng genomische DNS 

und die für das Exon 1 spezifischen Primerpaare (0.15 μM je Primer) als Inhalt.  

Alle PCR Fragmente wurden mit dem “peqLAB Cycle-Pure Kit” (PEQLAB Bio-

technology) aufgereinigt und auf einem Kapillar-Sequenzer (MegaBACE 1000, GE 

Healthcare or 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystem) sequenziert. Die sich dar-

aus ergebenen Sequenzen sind dann mit den NCBI mRNA Referenzsequenzen 

(NM_001192985.1) übereinandergelegt, verglichen und mit dem Computerprogramm 

„BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.5.2“ analysiert worden [225]. 
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3.4.6.  Populationsscreening für die kausale Mutation 

Für eine weitgehend gesicherte Bestätigung der kausalen VSD-Mutation als de novo-

Ereignis in der Mutter FBF0266 des Besamungsbullen FBF0666 und Absicherung als 

kausalem Faktor des VSD-Phänotypen in dem bovine T Gen wurden 94 Nachkom-

men des maternalen Großvaters FBF0669 des Besamungsbullen FBF0666 genoty-

pisiert. Jeder dieser Nachkommen, geboren vor dem Jahre 2001, ist selber in der 

Besamung eingesetzt worden und hat mindestens 200 eigene Nachkommen produ-

ziert, ohne dass jemals bei einem dieser Nachkommen ein mit der VSD vergleichba-

rer Fall dokumentiert worden war. Zusätzlich wurden neben 39 „nicht-betroffenen“ 

und nicht direkt verwandten KT auch noch insgesamt 402, in einem randomisierten 

Verfahren ausgewählte Kälber, der Rasse HF für die c.196A>G-Mutation in dem T 

Gen genotypisiert. Diese sind zwischen 2008 und 2009 in Nord-Ostdeutschland ge-

boren worden und zeigten nach einer klinischen Allgemeinuntersuchung keinerlei 

Anzeichen der Ausprägung eines mit der VSD vergleichbaren Phänotyps. Weiterhin 

wurden 126 Tiere genotypisiert, die einer Charolais x HF-Kreuzungspopulation [218] 

ohne VSD-Befunde angehören. 

Zur gezielten Genotypisierung der c.196A>G-Mutation innerhalb des bovinen T 

Gen ist ein spezieller kompetitiv Allel spezifische PCR Assay (KASP™, LGC Geno-

mics, KBiosience) entwickelt worden. Zur Durchführung der PCR-Amplifikationen 

unter Nutzung der genomischen, mit dem NucleoSpin© Blood L Kit (MACHEREY-

NAGEL) aus Vollblutproben bzw. Sperma von den 94 Halbgeschwistern des Besa-

mungsbullen FBF0666 (siehe 9. Tabellarischer Anhang, Protokoll1. S.168) isolierten 

DNS, wurde eine Reaktionslösung von 10 μl Volumen benutzt mit den Primern wie in 

der „Supplementary Table 11“ des eingefügten Manuskriptes (S. 114) beschrieben. 

Für die Genotypisierung sind 20 ng DNS und ein Lightcycler® 480 (F. Hoffmann-La 

Roche AG) verwendet worden, entsprechend den Vorgaben für KASP™-Assays 

(LGC Genomics, KBiosience) mit Ausnahme der Zugabe von MgCl2  in einer Kon-

zentration von 0.3 mM. 
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Introductory paragraph 

A key common feature of all but three known mammalian genera is the strict seven cervical 

vertebrae blueprint suggesting the involvement of strong conserving selection forces during 

mammalian radiation
1
. Hypotheses had been put up associating cervical ribs (homeotic trans-

formations) to embryonal cancer (e.g., neuroblastoma)
2
 or ascribing the constraint in cervical 

vertebral count to the development of the mammalian diaphragm
3
. Here, we describe how a 

spontaneous c.196A>G mutation in the bovine T (also known as brachyury) gene leads to 

cervical vertebral homeotic transformation that violates the mammalian cervical blueprint. 

Haplotype tracking within a large pedigree unambiguously identified the allele causal for this 

previously known defect termed vertebral and spinal dysplasia (VSD) by providing evidence 

for the mutation event. The VSD mutation is located within the highly conserved T-box of the 

gene, which plays a fundamental role in eumetazoan body organization and vertebral devel-

opment
4
. To our knowledge, VSD is the first unequivocally approved spontaneous mutation 

to decrease cervical vertebrae numbers in a large mammal. It therefore furthers our 

knowledge of the T protein function and early mammalian notochord development. 
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Main Text  

High evolutionary diversification of the vertebral column exists in vertebrates, but the number 

of cervical vertebrae within mammals has been fixed at seven for more than 200 million years 

of evolution since the beginning of the long and wide mammalian radiation
1
. The reason why 

all mammals share this fundamental blueprint of cervical vertebrae, compared with a more 

relaxed rule for the number of posterior vertebrae analogous to other non-mammalian verte-

brates, remains unknown. Nevertheless, evolutionary and clinical data indicate that the cervi-

cal vertebral development of mammals is under high selection pressure. For example, in hu-

man pediatrics, 83% of children with a deviating number of cervical vertebrae die in their first 

year
5
. A detailed knowledge of the key factors involved in the spatial regulation of vertebral 

development will help understand these forces. 

Mutation models, either spontaneous or artificially induced, can reveal the complex processes 

that occur during vertebral development. Many mutations are associated with spinal and ver-

tebral cord defects, such as those associated with the murine brachyury locus
6
. These are 

caused by several mutant alleles of the T gene, which was the first gene to be cloned after 

being identified solely by its respective mutation
7
. Numerous subsequent studies confirmed 

that the coordinated expression of the T gene during gastrulation is essential for appropriate 

notochord, neural tube, and mesoderm development 
4, 8, 9

. Recently, the T gene has gained 

interest because of its association with the human chordoma
10, 11

. Thus, it is a prime candidate 

for investigating phenotypic alterations of the vertebral column and spinal cord.  

In 2010, early data emerged about newborn calves with short, crooked tails. The innate defect 

was subsequently termed “vertebral and spinal dysplasia” (VSD) and was initially observed in 

offspring of a specific sire (FBF0666) from the Holstein cattle breed, the most widespread 

dairy cattle breed worldwide
12

. 

Clinical and neurological examination of 85 offspring from sire FBF0666 and 41 matched 

controls from 39 farms provided evidence for vertebral and associated neurological defects in 

affected calves (Fig. 1, Supplementary Tables 1-3). The concordant clinical observation serv-

ing as the most pathognomonic indicator of VSD was the tail defect, although those tail mal-

formations were detected in variable manifestation. Radiological (X-ray, computed tomogra-
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phy (CT) and magnetic resonance image (MRI) scanning) examination and necropsy of calves 

with divergent degrees of clinical VSD confirmed that the calves shared vertebral defects, 

including dysplasia characterized by morphologic deviations from the bovine norm and nu-

merical aberrations in all parts of the spine except the sacrum (Supplementary Table 4). The 

most striking feature was the cervical homeotic transformation resulting in reduction of the 

cervical vertebrae number in four of the six necropsied calves (Fig. 1). In addition to malfor-

mations of the vertebral column, variably expressed defects of the spinal cord restricted to the 

lumbosacral segment were found including syringomyelia (mostly accompanied with hydro-

myelia), diplomyelia, a duplicated central canal, and segmental hypoplasia (Supplementary 

Fig. 1). Results from the neurological investigation matched the impaired posterior spinal 

structures and revealed multiple functional defects associated with VSD. Specifically, VSD-

affected calves displayed spasticity, paraparesis, impaired spinal reflexes, and ataxia which 

were predominantly expressed in the hind limbs (Supplementary Tables 3 and 5, Supplemen-

tary Movie 1). Furthermore, a characteristic “bunny-hopping” observed in six affected calves 

(Supplementary Movie 2) also indicated a serious locomotion deficit. The degree of the tail 

defect correlated with the level of other physical and neurological defects observed in VSD-

affected calves (Supplementary Fig. 2). However, VSD was not associated with intestinal, 

urogenital, cerebral or skull defects in contrast to many other mammalian vertebral malfor-

mation defects 
13

.  

Comprehensive epidemiological examination of all calves did not reveal any environmental 

effects associated with VSD (Supplementary Table 6). Instead, data provided evidence for 

VSD being an autosomal dominant defect with incomplete penetrance. This evidence includ-

ed VSD cases restricted to the offspring of sire FBF0666 (Supplementary Tables 1 and 6), an 

equal proportion of VSD cases present in both sexes (Supplementary Tables 1 and 6), an 

equal proportion of affected and non-affected offspring from sire FBF0666 (Supplementary 

Tables 1), and VSD showing substantial variation regarding the degree of physical and neuro-

logical alterations associated with the defect (Supplementary Tables 4 and 5, severe cases 

with non-ambulatory paraparesis to mild cases displaying only minor tail defects). The hy-

pothesis of a dominant VSD allele effect is further supported by sire FBF0666, which itself 

expressed the VSD phenotype (Supplementary Fig. 3, Supplementary Table 4). Initial karyo-

typing of sire FBF0666 and a severely affected offspring did not reveal any numerical abnor-
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malities or large structural aberrations (Supplementary Figure 4). The Crooked tail syndrome 

(CTS), a well-described bovine defect affecting tail morphology
14

, could be excluded as caus-

al background for VSD due a homozygous wild type genotype of sire FBF0666 at the causal 

mutation for CTS.  

A whole-genome scan in the Bos taurus genome yielded two chromosomes with Logarithm of 

the Odds (LOD) scores > 3 for linkage to VSD: 99 SNPs on bovine chromosome (BTA) 9 and 

a single SNP on bovine chromosome 17 (Fig. 2, Supplementary Table 7). On BTA9, SNPs 

between 85,175,167 bp (rs41604518) and 105,074,182 bp (rs41619164) exclusively showed a 

significant LOD score > 3.0 in the twopoint analyses. The subsequent multipoint test statistic 

obtained by parametric linkage analysis placed the VSD locus in a LOD drop 3 confidence 

interval between rs110768165 (102,711,446 bp) and rs109233157 (104,196,469 bp). Align-

ment (Fig. 2, Supplementary Fig. 5) of the paternally inherited BTA9 haplotypes of all 

FBF0666 offspring with the VSD phenotype showed that they all shared a common haplotype 

spanning from rs110492820 (100,138,190 bp) to rs109532989 (102,851,852 bp). This nar-

rowed down the target interval for the causal mutation to 2.714 Mb in the telomeric region of 

BTA9.  

In addition to a large number of BTA9 SNPs with a significant linkage to the VSD locus, SNP 

rs41844263 on BTA17 also showed a twopoint LOD score > 3.0 when mapped against VSD. 

Subsequent inter-SNP linkage analyses between rs41844263 and SNPs from BTA17 as well 

as other chromosomes confirmed the assignment of rs41844263 to its current position in the 

bovine genome assembly. It might be assumed that rs41844263 is located in the vicinity of a 

locus with a modifier function to the VSD locus, analogous to the modifier loci known for the 

murine brachyury locus
15

.  

Haplotype tracking in an eight generation pedigree clearly demonstrated that sire FBF0666 

had inherited the VSD-associated haplotype (position 100,138,190–102,851,852 bp) from its 

dam FBF0266 (Fig. 3, Supplementary Fig. 6). Further tracing back of the inheritance of this 

haplotype showed that the dam had been inbred to its sire (FBF0669) and shared identical by 

state (IBS) to both sire FBF0669’s haplotypes in the VSD target area. However, analysis of 

the haplotypes for the entire chromosome revealed that sire FBF0669 had forwarded to cow 

FBF0266 the respective chromosomal segment (position 100,138,190–102,851,852 bp) asso-
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ciated with VSD in the offspring of sire FBF0666 (Supplementary Fig.6, red haplotypes). The 

alternative haplotype of sire FBF0669 (Supplemental Fig. 6, blue haplotypes; Fig. 3) was ob-

viously not associated with VSD. This is supported by population data: in our eight genera-

tion pedigree, no previous reports on VSD-like defects were obtained in the first-generation 

offspring of confirmed carriers of the alternative non-VSD FBF0669 haplotype (sires 

FBF0670, FBF0671, FBF0672, and FBF0673; Fig. 3), although these bulls had sired several 

hundred thousand offspring worldwide. 

In the current bovine genome assemblies, the target interval for the causal mutation (BTA9: 

100,138,190–102,851,852 bp) harbors 14 annotated or putative genes (Fig. 2, NCBI UMD3.1: 

accession date 2013/05/10, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi? 

taxid=9913&build=6.1, Ensembl: http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Location/View? 

g=ENSBTAG00000018681;r=9:102662033-102680686;t=ENSBTAT00000024865, acces-

sion date 2013/05/10). Of these, the T gene stood out as the single prime functional candidate 

gene responsible for the vertebral and spinal malformations of VSD because of the previously 

reported effects of T gene mutations on embryonic notochord development and on tail length
7, 

16
. Resequencing of the T locus in cow FBF0266, in sires FBF0666, FBF0667, FBF0669, in 

VSD-affected and non-affected offspring as well as in unrelated individuals revealed an A>G 

transition polymorphism at position c.196 of the T gene (according to NM_001192985.1, Fig. 

2). This non-synonymous mutation is located in exon 1 of the T gene (according to 

NM_001192985.1) and results in substitution of the amino acid lysine by glutamic acid at 

position 66 of the T protein sequence (p.66Lys>Glu). Only sire FBF0666, VSD-affected 

calves, and dam FBF0266 carried the mutated allele (Fig. 3). However, sire FBF0669, from 

which cow FBF0266 had inherited the VSD-associated haplotype, was homozygous for the 

wild-type nucleotide at position c.196 (Fig. 3).  

Although sire FBF0669 has more than 140,000 registered daughters born in two decades, 

there are no reports of VSD within this large sibship suggesting that it is extremely unlikely 

that the sire carries the dominant causal VSD mutation. The homozygous wild-type genotype 

of 94 male offspring from sire FBF0669, as determined by genotyping of the VSD locus T 

c.196A>G, also supported the homozygous wild-type status of sire FBF0669 at this chromo-

somal position. These 94 offspring are themselves widely-used sires with at least 200 off-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Location/View
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spring born to each. The absence of VSD incidence reports in the descendants of the 94 bulls 

corresponds to the wild-type genotype of these males at the VSD locus. 

Thus, haplotype tracking and mutation analysis clearly demonstrate that T c.196A>G is a de 

novo mutation in cow FBF0266 not previously seen on the respective haplotype. Consequent-

ly, only the direct progeny of cow FBF0266 could possibly carry the mutated allele associated 

with VSD. Indeed, genotyping of 39 VSD-unaffected control calves (matched controls to 

FBF0666 offspring) and a further 528 randomly selected Holstein and Holstein x Charolais 

calves did not identify any carrier of the mutant T c.196G allele. In addition, seven VSD unaf-

fected calves’ dams in our data set carrying the IBS VSD haplotype in a homo- or heterozy-

gous state (determined according to 50k SNP haplotyping) were all homozygous for the wild-

type allele T c.196A. 

The T gene belongs to the family of T-box genes that encode transcription factors consisting 

of transcriptional activator and/or repressor domains and a DNA binding T-box domain (Fig. 

2). Experimental crystallographic data for the T protein
17

 demonstrated that the amino acid 

position equivalent to variant amino acid position p.66Lys>Glu in the bovine ortholog is lo-

cated at a critical site in the DNA binding T-box domain of the T protein (Fig. 2). Specifical-

ly, the p.66 amino acid position forms polar interactions with the DNA target and is directly 

involved in the DNA binding of the T-box domain and dimerization of the T protein during 

DNA binding. It can be expected that replacing the wild-type basic amino acid lysine by the 

mutant acidic amino acid glutamic acid at p.66 in the bovine T protein will substantially dis-

turb those T protein binding properties. This is supported by bioinformatic analyses predicting 

considerable changes in the three-dimensional peptide conformation of the bovine T protein 

as a result of the missense mutation (Fig. 4) and also by estimating mutation effects (“proba-

bly damaging” score: 0.977) by Polyphen2
18

. Finally, Homologene analysis 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene, Fig. 4) showed that the position homologous to 

bovine T p.66 is highly conserved from Homo sapiens down to Drosophila melanogaster and 

Anopheles gambiae. This strong conservation further confirms a fundamental relevance of the 

protein, particularly at the position affected by the mutation. The conclusion of a causal role 

for the c.196A>G mutation in VSD is further supported by comparative data documenting the 

fact that mutations in several parts of the T gene are also associated with tail defects or mal-
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formation of posterior parts of the body in many other species from drosophila to mice and 

cats
7, 16, 19-21

. Our results suggest that the VSD mutation affects the primitive streak as well as 

the tail bud as vertebrae originating from both precursors are affected by the mutation: cervi-

cal vertebrae originating from the primitive streak and coccygeal vertebra originating from the 

tail bud. This fits the observation that murine T +/- heterozygous embryos showed a 50% re-

duction of T gene expression in the tail bud and notochord compared with wild-type mice
8
. 

Pennimpede and colleagues
8
 previously suggested that the T protein is directly involved in the 

maintenance of the mammalian seven-cervical vertebra blueprint because of the homeotic C7 

> T1 transformation of cervical vertebrae in 30% of mice from T gene in-vivo knockdown 

experiments. The spontaneous VSD mutation in the bovine T gene is the first in vivo evidence 

for this hypothesis from a mutation model. Our data also highlight a distinct amino acid posi-

tion (p.66) that might be relevant for a coordinated Wnt–brachyury–HOX signaling cascade, 

which is relevant for cervical vertebral and spinal cord development
2, 22

. Remarkably, the het-

erozygous VSD genotype causes substantial phenotypic impairments, whereas murine T null-

alleles, in which the T locus is completely absent, only cause mild phenotypic defects in het-

erozygotes
23

. This expression pattern of the VSD phenotype suggests a dominant negative 

effect of the VSD allele. A similar mechanism was also suggested for some alleles at the mu-

rine brachyruy locus (T
c
, T

wis
) altering the carboxy-terminus of the T protein

24
. Although there 

are many similarities of the VSD mutation regarding tail defects in other species, to our 

knowledge no other spontaneous mutation in the T gene or other mammalian genes causes a 

homeotic transformation of cervical vertebrae similar to VSD. 
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Figure legends 

 

Fig. 1. 

Clinical, radiological, pathological and histological features of the VSD phenotype in affected 

calves 

[a] Macerated cervical vertebral column of a calf affected by VSD showing homeotic thoracic trans-

formation of the seventh cervical vertebra (see red asterisk: the seventh vertebra articulating with the 

tuberculum costae of the first rib; [b, c] Transversal (b) and sagittal (c) MRI scans of a one day old 

calf with severe non-ambulatory paraparesis: prominent hyperintense fluid-filled central canal cavity 

(syringo-hydromyelia) in the lumbar spinal cord at the segment L1 to L2 and a massively reduced 

transverse diameter of the spinal cord at L3 and L4; [d] Stepwise transverse sections of the lumbar 

spinal cord segments L1 to L4 (shown in b, c) displaying communicating hydromyelia and syringo-

myelia followed by segmental dysplasia and hypoplasia; [e] Calf with VSD phenotype showing a non-

physiological forward positioning of the hind legs with straightened hocks; [f] Diplomyelia of the 

sacral segment of the spinal cord, scale bar 25 mm; [g] Hypo- and dysplasia of the middle lumbar 

segment of the spinal cord including missing ventral median fissure, scale bar 25 mm; [h] Duplication 

of the central canal in the sacral segment of the spinal cord, scale bar 500 μm; [i - k] Calves with dif-

ferent manifestation of tail defects and variations in hind limb positioning; [i] Seven day old calf with 

slightly shortened and kinked tail defect combined with slightly hyperextended flexor tendons and 

external rotation of the hind limbs (left < right); [j] Seven months old calf with distinct kinked tail 

defect and slight rotation of the hind limbs (left < right); [k, l] Rear and dorsal view of an eight month 

old calf with a severe crooked tail defect and external rotation of the hind limbs; [m - n] Separation in 

coccygeal vertebral column as a part of a tail defect. 

 

Fig. 2.  

Mapping and identification of the VSD mutant allele 

[a] Manhattan plot showing the results (LOD scores) of the genome wide twopoint linkage analysis 

between all tested SNPs and the VSD locus. LOD score threshold 3.0 is indicated by the red horizontal 

line. [b] LOD scores from twopoint linkage analysis (blue dots) and multipoint linkage analysis (green 

line) on BTA9. The light yellow box shows the LOD drop 3 confidence interval in the telomeric re-

gion on BTA9. [c] Selection of aligned paternally inherited BTA9 haplotypes (for all data see Sup-
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plementary Fig. 5) in the telomeric region of BTA9. The VSD-affected offspring of sire FBF0666 

shared a common haplotype (HT2) spanning from rs110492820 (100,138,190 bp) to rs109532989 

(102,851,852 bp). The phenotypically unaffected offspring of sire FBF0666 showed the alternative 

paternal haplotype (HT1) (black) except two individuals that had inherited the VSD-associated haplo-

type (red-boxed black). Yellow boxes indicate recombination events that set the limits of the VSD 

haplotype. [d] All annotated genes (Ensembl annotation release 71) in the chromosomal region shared 

by all VSD-affected offspring including the prime candidate bovine T gene (light yellow box). [e] 

Exon-intron structure of the bovine T gene according to Refseq sequence NM_001192985.1. Exon 1 

containing the mutation causal for VSD is indicated in red. [f] Electropherogram showing a part of the 

exon 1 nucleotide sequence of the bovine T gene in a VSD-unaffected calf with the wild type genotype 

A/A at position c.196 and in a VSD-affected calf with the heterozygous genotype A/G at position 

c.196. [g] Domain composition of the bovine T protein with position 66 of the amino acid sequence 

affected by the polymorphism c.196A>G causal for VSD. The T-box is indicated as well as both tran-

scription activation domains (TA1 and TA2) and both repression domains (R1 and R2). Domain anno-

tation according to NCBI Conserved Domain Database (CDD) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?seqinput=NP_001179914.1) and 
4
. 

 

Fig. 3. 

Tracing the VSD-associated haplotype and the origin of the VSD mutation in the target area 

of BTA9 (100,138,190 bp to 102,851,852 bp) within an eight generation Holstein pedigree 

segregating for the VSD 

Haplotypes are indicated by long rectangles. Red rectangle: maternally inherited haplotype of sire 

FBF0666; black rectangle: alternative haplotype of sire FBF0666; blue: non-VSD-associated haplo-

type in the dam FBF0266 of sire FBF0666; fawn: haplotype identical by state to the VSD-associated 

sire FBF0666 haplotype except for the SNP rs29023535 (102,690,968 bp) at the telomeric end; grey: 

further haplotypes. Striped colored haplotypes were concluded from the haplotypes of the offspring 

according to Mendelian rules of inheritance; blank haplotypes are unknown. VSD-affected animals 

according to clinical, neurological and/or pathological examination are indicated by black box-

es/circles. Individuals with confirmed non-affected phenotype are indicated by open boxes/circles. For 

confirmation of inherited haplotypes for dam FBF0266 see Supplementary Fig. 6. Letters in boxes or 

stars, respectively, indicate haplotype-associated alleles at position c.196A>G in the bovine T gene 

determined by sequencing.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=29023535
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Fig. 4. 

Comparison of the amino acid sequence of a section of the T proteins/homologues in arthrop-

oda and vertebrate species and of the predicted 3D conformation of the wild type and mutated 

(VSD) bovine T protein 

[a] Predicted 3D-structure of the wild type p.66Lys and mutated (VSD) p.66Glu bovine T protein as 

determined by the bioinformatic prediction tool Phryre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index); [b] HomoloGene 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene) analysis of the T protein/homologue encompassing the 

variant bovine position 66 (indicated by black background) across vertebrates and insects (Danio re-

gio: XP_001343633.3, Gallus gallus NP_990271.1, Bos taurus NP_001179914.1, Canis lupus 

NP_001003092.1, Mus musculus NP_033335.1, Rattus norvegicus NP_001099679.1, Macaca mulatta 

XP_001101514.1, Homo sapiens NP_003172.1, Pan troglodytes XP_527563.3, Drosophila  melano-

gaster NP_524031.2, Anopheles gambiae XP_320606.4). Boxed and with gray background is the 

longest fully conserved segment within the entire T protein/homologue. wt: wild type allele, VSD: 

VSD-associated allele  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=326672779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=45384400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=300794771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=50978778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=6678203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=157819007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=109073273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=4507339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=332825434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=17647223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=158300751
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Supplementary Materials 
 

This file includes: 

Materials and Methods 

Captions for Supplementary Figs. 1 to 6 

Supplementary Tables 1 to 11 

Captions for Supplementary Movies 1 to 2 

 

Other Supplementary Materials for this manuscript includes the following:  

Supplementary Figs. 1 to 6 

Supplementary Movies 1 to 2 

 

Materials and Methods 

Our analysis addressed i) the setup of a comprehensive catalogue of the phenotypic alterations 

associated with the VSD defect by clinical and pathological examinations, ii) the discrimina-

tion between a potential genetic or environmental cause of the defect by epidemiological in-

vestigations, and iii) the identification of the causal mutation for VSD by genome-wide map-

ping, haplotype analyses, resequencing of target regions, and bioinformatic analyses. 

 

Animals:  

The study included registered herdbook individuals with documented ancestry from the Hol-

stein dairy cattle population in northwest and southeast Germany. Calves from 39 farms were 

included in our study for phenotyping and epidemiological analyses. In a targeted ascertain-

ment, we investigated 85 offspring of the suspected VSD founder sire FBF0666 (= target 
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calves) and 41 control calves (Supplementary Table 1). Control calves were matched to target 

calves with respect to age, sex, housing conditions, and farm, with the assumption that target 

and control calves share the same environmental effects during embryonic and fetal develop-

ment. Because of the presence of several FBF0666 offspring of the same age and sex on many 

farms, some control calves served as reference to more than one target calf. 

For genetic analyses, we included the dams of the target calves, the suspected founder sire of 

the VSD defect (FBF0666), its ancestors and relatives covering eight generations, as well as 

402 randomly selected Holstein and 126 Holstein x Charolais calves without VSD originating 

from 110 different sires.  

 

Characterization of the defect phenotype: 

First level phenotyping in the population 

A comprehensive characterization of the VSD phenotype was essential for both a detailed 

analysis of the body compartments and functions affected by the congenital defect, and for 

assigning individuals to the categories “affected” and “non-affected” for subsequent epidemi-

ological and genetic analyses. The first level of phenotyping comprised on-farm investiga-

tions of all 126 calves in the study by a single, specifically trained veterinarian according to a 

detailed clinical and neurological examination protocol (Supplementary Table 8) including 

video documentation of gait studies. The phenotyping protocol comprised 162 single observa-

tions with a focus on those traits that had previously been reported to be associated with tail 

defects. In addition, the dams of the calves were investigated for potential tail deformations 

and neurological deficiencies, the key feature of the VSD defect. Blood samples of all calves 

and their dams were collected for subsequent genetic analyses. After this first level of pheno-

typing, tail deformations were defined as the pathognomonic key trait associated with the 

VSD defect. Thus, all calves showing alterations in tail phenotype were assigned to the status 

“affected”. 

Testing for a significant accumulation of further malformations in addition to tail defects in 

the group of VSD-affected calves compared with unaffected individuals of the respective age 
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provided information about further body compartments and functions potentially impaired by 

VSD. For the statistical analysis applying SAS9.3 (SAS Institute Inc., Cary/NC, USA), each 

of the 162 potential variables was tested for an increased incidence in the affected animals by 

Fisher’s exact test in a case-control design including all 126 calves. Two different designs 

were considered: the first (CN1) compared VSD-affected calves (case data set, n= 41) with 

VSD-unaffected calves (control data set 1, n = 75); the second design (CN2) compared unaf-

fected FBF0666 offspring (data set FBF0666/no VSD, n = 31) to unrelated, unaffected control 

calves (data set non-FBF0666, n = 41). Combining the output of both designs enabled dis-

crimination between VSD-associated malformations and those phenotypic deviations from the 

bovine norm that occur in offspring of the potential founder sire but are not associated with 

VSD. 

 

Second level phenotyping of affected individuals 

The first level of phenotyping on the farms was complemented by specific, detailed examina-

tions in several specialized units of the University of Veterinary Medicine Hannover (Germa-

ny). For this purpose, we selected six calves of different ages (one day to 12 months) and with 

different degrees of the congenital VSD defect. This second level phenotyping included i) an 

in-depth clinical/physical and neurological investigation, ii) a radiological documentation 

involving X-rays, and CT and MRI scans especially from the spinal cord and vertebral col-

umn, iii) a post-mortem examination, and iv) comprehensive laboratory diagnostic analyses of 

blood, cerebrospinal fluid (CSF), serum, urine, and feces (Supplementary Table 9). 

Physical and neurological examinations (including video documentation of the gait) were re-

peated and extended by two specialists in bovine medicine and two specialists in veterinary 

neurology at the University of Veterinary Medicine Hannover. Further electrodiagnostic ex-

amination was then performed in two calves. Electromyography (EMG) and motor nerve 

conduction velocity (mNCV) were tested to rule out possible functional defects on peripheral 

nerves.  

All radiological investigations were conducted in the clinics of the University of Veterinary 

Medicine Hannover. Digital X-ray documentation of the entire vertebral column (Gierth HF 
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400, Gierth Xray International, Germany; PCRAC3, Philips, Germany) was carried out for 

each of the six selected VSD-affected calves. As a result of differences in size and body 

weight, advanced imaging investigations (CT and MRI scans) were restricted to specific indi-

viduals. The youngest calf (one day old) underwent MRI scans (Philips Achieva, 3.0T, Philips 

Healthcare, Hamburg, Germany) at the Department of Small Animal Medicine and Surgery. 

CT scans of the other calves, except for the heaviest (12 months of age), were conducted at 

the equine clinic with a multislice helical CT scanner (Brilliance™ Big Bore Oncology, 

Philips Medical Systems, Best, The Netherlands). 

For necropsy, all six calves affected with VSD were euthanized. In addition to the standard 

bovine necropsy protocol, specific attention was given to those body compartments reported 

to be associated with vertebral defects and gait alterations in the literature (including the 

number and shape of vertebrae, the skull, peripheral nerves, limb bones, and muscular sam-

ples). The complete vertebral cord was meticulously examined, sampled, and partly macer-

ated for final documentation. To exclude an effect of epizootic virus diseases that might be 

involved in the observed congenital defects, tissue samples were investigated for virus anti-

gens [Bovine virus diarrhea virus (BVD, Bovine herpes virus 1 (BHV1), and Bluetongue vi-

rus (BTV)] at the State Laboratory of the Department of Consumer and Food Safety of Low-

er-Saxony, Hannover, Germany. 

For histopathological examination, samples taken during necropsy of the six VSD-affected 

calves included the thymus, heart, lung, pancreas, kidney, bladder, genital apparatus, rumen, 

abomasum, small and large intestine, liver, spleen, lymphatic organs (mesenteric lymph node 

and bronchial lymph nodes), muscles (tongue, m. triceps, m. biceps, m. gastrocnemius, m. 

semimembranosus, m. quadriceps, m. longissimus dorsi, and diaphragm), bones (head and 

medial condyle of femur, proximal and distal side of malformed coccygeal vertebra), the cen-

tral nervous system (cerebrum, cerebellum, and spinal cord), the peripheral nervous system 

(plexus brachialis and sciatic nerves), and endocrine organs (pituitary, thyroid, and adrenal 

gland). All samples were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin wax, sectioned at 2 µm 

thickness, stained with hematoxylin-eosin, and examined by light microscopy. Furthermore, 

the spinal cord was investigated by additional histochemical assays: i) Luxol Fast Blue-Cresyl 

Echt Violet (myelin), ii) Azan and Masson-Goldner (collagenous and reticular fibers), and iii) 
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Bielschowsky (neurofilaments). Additionally, the expression pattern of selected antigens was 

monitored by immunohistochemistry including i) glial fibrillary acidic protein (GFAP), ii) 

myelin basic protein (MBP), iii) amyloid precursor protein (APP), iv) factor VII related anti-

gen, and v) vimentin. Histochemistry and immunohistochemistry were performed according 

to Ulrich and colleagues
25

. 

Sire FBF0666 had not shown any signs of a VSD phenotype at one year of age. At that time, 

the sire had been closely clinically investigated during herdbook registration by two veterinar-

ians, who observed no phenotypic defects. However, at the time of our investigation, the sire 

was aged 4 years, weighed 800 kg and showed increasing problems regarding locomotion. 

His hind legs showed morphological deviations from the norm: specifically, the left hind leg 

had a very steep angle of the talocrural joint. Furthermore, the bull heavily favored his right 

hind leg when walking, was spastic in the contralateral left limb (Supplementary Fig. 3), and 

had difficulties when getting up from a lying position. From these observations, it was sus-

pected that sire FBF0666 also showed the VSD phenotype with an age- and possibly weight-

associated increase in the expression analogous to observations for calf S1153-11 (Supple-

mentary Tables 4 and 5), which had increasing neurological malfunction with increasing age. 

Due to this hypothesis sire FBF0666 was included in the second level clinical/physical and 

neurological examination as well as in the-post mortem analyses to reveal its VSD status. Par-

ticular attention was paid to potential injuries or diseases, especially of the hind limbs that 

might explain why it favored the right hind leg during locomotion.  

 

Epidemiology 

An epidemiological analysis was conducted to elucidate factors potentially causal for the con-

genital defect to discriminate between a genetic or non-genetic background of VSD. For all 

126 calves, a detailed epidemiological questionnaire was completed addressing the calf itself 

(such as pedigree, season of birth, and sex), the calf`s dam (such as phenotype, feeding, and 

housing), and the respective farm (such as region, vermin prevention, and vaccination proto-

cols) (Supplementary Table 10). According to the clinical and neurological monitoring on the 

farms and at the University of Veterinary Medicine Hannover, 116 of the 126 investigated 
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calves could be classified as either affected by VSD (n=41) or unaffected by VSD (n=75; 

Supplementary Table 1). For 10 calves, the disease status could not be determined because of 

an inconclusive phenotype. Thus, 116 calves were subjected to subsequent epidemiological 

analysis of the congenital defect. A total of 86 potential risk factors associated with the calf 

itself, its dam, and also the respective farm were then compared regarding a potential in-

creased incidence associated with the congenital defect. Statistical analysis was conducted in 

two epidemiological case-control-designs: in the first design (E1), the data for phenotypically 

affected VSD target calves (case dataset) were compared with data from all unaffected calves 

(control data set 1). The second design (E2) specifically compared the phenotypically affected 

VSD target calves (case dataset) with the matched control calves (control dataset 2). Data 

from all offspring of sire FBF0666 were also used to calculate the prevalence of VSD in the 

sibship and to infer the mode of VSD inheritance. 

For statistical examination in the case-control designs, a univariable analysis was implement-

ed in SAS 9.3. Odds ratios were calculated and the risk factors were tested for a significant 

association (p <0.05) with VSD incidence by PROC FREQ applying Fisher’s exact tests. 

 

Identification of the mutation causal for VSD: 

Initial epidemiological analysis provided strong evidence for VSD being an inherited defect. 

Thus, subsequent steps were taken to determine the causative mutation. This comprised kary-

otyping, genomic localization of the defect, haplotyping, resequencing, bioinformatics anal-

yses, and final confirmation in an independent dataset. 

 

Karyotyping 

The karyotypes of the carrier sire and one severely affected offspring were investigated to 

identify chromosomal aneuploidy or translocation. For this purpose, blood samples were tak-

en and metaphase chromosomes were prepared according to standard procedures
26

. Chromo-

some morphology was visualized after Giemsa staining by light microscopy. 
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Whole genome SNP genotyping 

For genotyping, blood samples from all 126 investigated calves (offspring of sire FBF0666 

and control calves) and from 73 of the dams were available. Furthermore, sperm or DNA 

samples were obtained from sire FBF0666, its dam FBF0266, its sire FBF0667, and its ma-

ternal grandsire FBF0669. All DNA samples were genotyped with the bovine BovineSNP50 

v2 BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA) and analyzed with Genome Studio (Illumina) 

software. SNPs were filtered for call frequency >0.97. All SNPs with heterozygote excess 

(deviation from Hardy-Weinberg equilibrium identified by p(χ
2
 HWE) <0.05), with gene train 

score <0.6, with minor allele frequency <0.01, and all those with an indication of parent-

offspring conflicts were manually checked. Only those samples with a call rate >0.98 were 

included in subsequent analyses. Prior to genetic mapping, the genotypes were checked for 

deviation from the rules of Mendelian inheritance using Pedcheck
27

 to exclude individuals 

with pedigree information that was presumed to be wrong. 

 

Genetic mapping of the VSD locus 

Because of the obvious segregation of the defect within the offspring of sire FBF0666 (see 

Supplementary Tables 1, 6), initial twopoint mapping between each of the SNPs and the VSD 

locus was performed in the affected half-sibship originating from sire FBF0666. According to 

the autosomal dominant inheritance indicated by epidemiological analysis, the VSD locus was 

coded as heterozygous “1/2” in sire FBF0666 and all affected offspring, whereas all dams 

(assumed to be non-affected) and non-affected offspring were coded as homozygous “1/1”. 

Mapping was carried out along the entire autosomal genome (Bos taurus chromosomes 

(BTA) 1 to 29) with the TWOPOINT option of CRIMAP version 2.50
28

 incorporating modi-

fications by Ian Evans and Jill Maddox (University of Melbourne). 

After obtaining a strong indication of the genomic position of the VSD locus on BTA9, a sec-

ond multipoint mapping approach was conducted using MERLIN version 1.1.2
29

. For this 

purpose, a BTA9 marker map required for multipoint mapping was established with CRIMAP 

CHROMPIC options from the genotypes in the half-sib family. After an initial CHROMPIC 

run, non-informative SNPs (homozygous in sire FBF0666) and SNPs causing unlikely double 
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recombinants were excluded for a second run, providing the final map for multipoint anal-

yses. Markers with identical genetic positions were artificially separated by 0.001 cM to ena-

ble the running of the multipoint algorithm implemented in MERLIN. For MERLIN analysis, 

the affected code was assigned to all VSD-affected offspring and sire FBF0666, and the non-

affected status was assigned to all dams and those offspring categorized as non-affected. To 

account for potential incomplete penetrance of the defect, a 0.2, 0.6, and 1.0 penetrance of an 

autosomal dominant defect was modeled.  

 

Haplotyping 

Genetic twopoint and multipoint mapping had both shown significant linkage of the VSD 

defect to BTA9. The chromosome was then haplotyped in all offspring of sire FBF0666 using 

CRIMAP CHROMPIC options. CRIMAP CHROMPIC uses information about all ancestors 

and relatives in a pedigree and conducts strictly pedigree-driven haplotyping without making 

probabilistic assumptions about haplotype distributions in the population. After extracting the 

paternally inherited haplotype of each FBF0666 offspring, the paternal haplotypes of the af-

fected individuals were aligned to identify the chromosomal segment shared by all VSD-

affected offspring. This chromosomal segment should harbor the mutation causal for VSD. 

All physical positions of SNPs and haplotype borders were indicated according to the bovine 

genome assembly UMD3.1
30

. 

To further trace the origin of the haplotype associated with VSD in the ancestors of the affect-

ed sire FBF0666, we subsequently haplotyped all available dams using BEAGLE version 

3.3.2
31

 applying the trio option, which exploits the genotype information available for sire 

FBF0666, dam and offspring. 

Haplotyping was complemented by data from the German Holstein population provided by 

VIT Verden (http://www.vit.de/index.php?id=milchrinder-zws-online&L=1), the central da-

tabase for genomic evaluation in German Holstein cattle, which has haplotyped a total of 

55,384 individuals from the Holstein population based on the bovine 50k Illumina SNP-Chip 

also applying BEAGLE options. The respective haplotypes of the ancestors of the FBF0666 
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pedigree were extracted from the total dataset and used to trace the inheritance of the VSD-

carrying chromosomal fragment of sire FBF0666 in its pedigree. 

 

Resequencing of the candidate locus 

To formally exclude crooked tail syndrome (CTS), a frequent tail defect described in Belgian-

blue cattle
14

, as a background of the congenital VSD malformations observed in the Holstein 

population, sire FBF0666 was initially sequenced for the frame-shift mutation causal for CTS 

in exon 20 of the mannose receptor, C type 2 (MRC2) gene (primers used for resequencing 

are shown in Supplementary Table 11). This exon was PCR-amplified (for PCR conditions 

see Supplementary Table 11) from 60 ng genomic DNA in a total volume of 10 μl; PCR 

fragments were then purified by the Cycle-Pure Kit (PEQLAB Biotechnology) and sequenced 

on a capillary sequencer (MegaBACE 1000, GE Healthcare or 3130 Genetic Analyzer, Ap-

plied Biosystems). The obtained sequences were aligned against the NCBI mRNA reference 

sequence (NM_001192670.1) and analyzed with the BioEdit Sequence Alignment Editor 

(Version 7.0.5.2, http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). 

After genome-wide mapping of the VSD defect, a telomeric chromosomal segment of BTA9 

was identified as a putative target region for the defect. The prime candidate gene in this re-

gion was the bovine T gene. Correspondingly, the T gene was resequenced for a potentially 

causal mutation in VSD-affected and non-affected calves, in sire FBF0666, in the parents of 

sire FBF0666, and also in the maternal grandsire of sire FBF0666. All primers used for se-

quencing the T gene are indicated in Supplementary Table 11. PCR and sequencing was per-

formed essentially as described above for the MRC2 locus. The obtained sequences were 

aligned to the mRNA reference sequence NM_001192985.1 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001192985) and the genomic sequence 

AC_000166.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AC_000166.1). 
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Population screening for the causal mutation 

We genotyped 94 sons of FBF0669, the sire FBF0666’s maternal grandsire, for the T 

c.196A>G polymorphism to further confirm its causal characteristics and to validate the 

founder individual of the VSD mutation in the T gene. All 94 offspring were sires themselves 

with at least 200 offspring each and with no report suggesting VSD cases in the first-

generation descendants of these bulls. In addition, 39 of the VSD-unaffected control calves 

(matched controls to FBF0666 offspring) were genotyped for the T c.196A>G mutation. Fi-

nally, 402 randomly selected purebred Holstein and 126 Holstein x Charolais crossbred calves 

were examined as carriers of the T c.196A>G mutation. The calves had shown no indication 

of VSD upon physical examination. For genotyping, a KASP assay addressing mutation T 

c.196A>G was developed (LGC Genomics, KBiosience, Hoddesdon, UK). Genotyping was 

performed using 20 ng DNA on a Lightcycler 480 (Roche Applied Science, Mannheim, Ger-

many) according to the manufacturer’s recommendation for KASP assays (LGC Genomics, 

KBioscience), with the exception of an increase in MgCl2 concentration by 0.3 mM. For gen-

otyping the T c.196A>G locus, a 10 μl reaction solution was used with a primer assay as indi-

cated in Supplementary Table 11.  

 

Bioinformatic analyses 

The wild-type and mutated (VSD) amino acid sequences of the bovine T protein were submit-

ted for 3D protein structure prediction using Phryre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/ page.cgi?id=index, 
32

). To further predict the 

functional effects of the non-synonymous c.196A>G transition, wild-type and mutated (VSD) 

amino acid sequences of the bovine brachyury T were also submitted to Polyphen2 analysis 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, 
18

). 

 

  

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/%20page.cgi?id=index
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Supplementary Figure legends 

Supplementary Fig. 1 

Results from pathohistology demonstrating spinal cord malformations associated with VSD  

[a – e] Serial sections through the spinal cord of calf S1037-11 (see also table S4, table S5); bars indi-

cate the position of the sections within the vertebral column. [a1 – d1] overview sections. [a2] Hydro-

myelia in the cranial lumbar segment of the spinal cord. [b2] Hydro-syringomyelia in the cranial lum-

bar segment of the spinal cord. [c2] Hypo- and dysplasia of the middle lumbar segment of the spinal 

cord including missing ventral median fissure. [d2] Dysplasia of the caudal lumbar segment of the 

spinal cord including missing ventral median fissure. [e] Dysplasia of the sacral segment of the spinal 

cord including duplicated central canal. [f – g] Spinal cord sections of calf S1153-11 (see also table 

S4, table S5). [f1, g] Overview sections. [f2] Syringomyelia of the lumbar segment of the spinal cord. 

[f3] Syringomyelia of the lumbar segment of the spinal cord. [g] Diplomyelia of the sacral segment of 

the spinal cord. [h – i] Spinal cord sections of calf S1154-11 (see also Supplementary tables 4, 5). [h1, 

i1] Overview sections. [h2] Hydro-syringomyelia of the lumbar segment of the spinal cord. [i2] Dupli-

cation of the central canal in the sacral segment of the spinal cord. Scale bars correspond to 50 μm (f3), 

100 μm (b2, h2), 200 μm (d2, e), 500 μm (a2, c2, f2, i2) or 25 mm (a1, b1, c1, d1, f1, g, h1, i1), respectively. 

 

Supplementary Fig. 2 

Correlation between the degrees of the tail defect with other clinical malformations in the 41 

calves classified as VSD-affected 

The colored subsections of the columns show the various proportions of other clinical malformations 

and neurological dysfunctions associated with the respective category of tail defect. Tail defect catego-

ries: I: <2 minor kinks, II: >2 minor kinks or <2 substantial kinks or disjuncture, III: (stiff-

ness/disjunction and <2 substantial kinks) or (>2 substantial kinks) or (<2 major kinks), IV: (>2 major 

kinks) or (>2 stiffness/disjunctions and substantial kinks) or (stiffness/disjunctions and major kinks), 

V: stumpy or crooked. 
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Supplementary Fig. 3 

Phenotype of sire FBF0666 at four years of age showing hind limb malformation and dys-

function 

[a] Right sided portrait: slightly shortened and kinked tail defect, straight right hock with distal in-

creasing backline, [b] Frontal-right sided portrait: slight lordosis in thoracic vertebral column segment, 

[c] Left sided picture of the hind limb: straight left hock and favoring of the right leg, [d] External 

rotation of the left hind limb and favoring the right leg (the red line indicates level of the plantar tu-

berosity of the calcaneus). 

 

 

Supplementary Fig. 4 

Morphologically normal karyotype of FBF0666 and one affected offspring with VSD (107 

corresponding to calf S1153-11, see Supplementary Tables 4, 5) 

Scale bar 10 μm 

 

Supplementary Fig. 5 

Alignment of the paternally inherited haplotype of sire FBF0666 offspring in the chromoso-

mal target region for the VSD locus on BTA9 

Haplotypes determined by CRIMAP CHROMPIC analysis of genotypes from sire, dams and off-

spring. Numbers to the left of the figure indicate the different FBF0666 offspring. “o” indicates inher-

itance of the paternal allele from the VSD-associated paternal haplotype HT2 (indicated in red), “x” 

indicates inheritance of the paternal allele from the alternative paternal haplotype HT1 (indicated in 

black). Offspring classified as VSD according to clinical examination are indicated by red background 

color, individuals classified as non-VSD according to clinical examination are indicated by black 

background color. Yellow background color indicates a recombination event. 
*
 no entry of original 

SNP identifier from the BovineSNP50 v2 BeadChip in the NCBI dbSNP data base 

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

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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Supplementary Fig. 6 

Tracing of the full BTA9 chromosomal haplotype in ancestors of the defect carrier sire 

FBF0666 

Six generation pedigree tracking of the origin of the VSD-associated haplotype. Total BTA9 chromo-

somes are indicated by long rectangles. Haplotypes in the target area (100,138,190 bp to 102,851,852 

bp) are zoomed and indicated by short rectangles. Borders of subchromosomal regions are indicated in 

bp. Red: chromosome of sire FBF0669 with the identical by descent VSD carrying haplotype; black: 

non-VSD-associated chromosome of sire FBF0667; blue: non-VSD-associated chromosome of sire 

FBF0670; fawn: non-VSD-associated chromosome of sire FBF0674; brown: alternative non-VSD-

associated chromosomal haplotype of sire FBF0674; dark grey: other non-VSD-associated chromo-

somes. Blank: unknown haplotypes/chromosomes. Striped colored haplotypes were concluded accord-

ing to Mendelian rules of inheritance from the haplotypes of the offspring. The figure clearly demon-

strates that in the target area on BTA9 (100,138,190 bp to 102,851,852 bp) dam FBF0266 directly 

inherited the VSD-associated haplotype (red) from its sire FBF0669 and not the alternative haplotype 

(blue). Instead, the alternative (blue) haplotype of dam FBF0266 in the target area was presumably 

transmitted indirectly from founder sire FBF0670 via sire FBF0674 and dams ZWBL01 and ZWBL02. 
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Supplementary Tables 

Supplementary Table 1 

Summary of all calves investigated for the VSD phenotype 

 
 Offspring of sire FBF0666 Matched controls 

 all With 

VSD 

Without 

VSD 

n.d. all With 

VSD 

Without 

VSD 

Initially indicated ancestry 85 41 34 10 41 0 41 

Pedigree confirmed after 

50k SNP genotyping 

82 41 31 10 41 0 41 

Sex of animals with con-

firmed pedigree 

19 m, 

 63 f 

9 m,  

32 f 

8 m, 

23 f 

2 m, 

8 f 

6 m, 

35 f 

0 6 m, 

35 f 

 

n.d.: Phenotype regarding VSD could not be unequivocally determined after clinical examination; 

m: male, f: female 
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Supplementary Table 2  

Comparison of the key clinical variables for VSD between VSD-affected offspring of sire 

FBF0666 and unaffected calves (Design CN1) and between unaffected calves related or unre-

lated to sire FBF0666 (Design CN2) 

  Design CN1 Design CN2 

Variable Subvariable 
VSD af-

fected 

VSD unaf-

fected 
 

FBF0666 

offspring 

without 

VSD 

non-

FBF0666 

offspring 

without 

VSD 

 

    n = 41 n = 75 p-value n = 31 n = 44 p-value 

Tail 
       

 
defect

1
 41/41 0/75 2.45E-32 0/31 0/44 n.t. 

 
shortened 38/41 0/75 1.86E-27 0/31 0/44 n.t. 

 
crooked  5/41 0/75 0.0047 0/31 0/44 n.t. 

Adspection 
       

Back line deviation 5/41 0/75 0.0047 0/31 0/44 n.t. 

 
kyphosis 2/41 0/75 0.1229 0/31 0/44 n.t. 

 
scoliosis 3/41 0/75 0.0421 0/31 0/44 n.t. 

Joints arthrogryphosis 1/41 0/75 0.3534 0/31 0/44 n.t. 

Head 
brachygnathia 

superior 
2/41 0/75 0.1229 0/31 0/44 n.t. 

Limb conformation  
      

Hind left deviation 24/41 15/75 3.60E-05 10/31 5/44 0.0271 

 
external rotation 16/41 9/75 9.86E-04 6/31 3/44 0.1004 

 
hft 5/41 3/75 0.1021 2/31 1/44 0.3696 

 

straight hocks 13/41 5/75 6.25E-04 3/31 2/44 0.3364 

 

non-ambulatory 

paresis 
2/41 0/75 0.1229 0/31 0/44 n.t. 

Hind right deviation 29/41 17/75 5.13E-07 9/31 8/44 0.2041 

 
external rotation 20/41 13/75 4.29E-04 7/31 6/44 0.2412 

 
hft 8/41 2/75 0.0036 1/31 1/44 0.6591 

 

straight hocks 12/41 5/75 0.0016 3/31 2/44 0.3364 

 

non-ambulatory 

paresis 
1/41 0/75 0.3534 0/31 0/44 n.t. 

Sensorium disturbed 2/41 0/75 0.1229 0/31 0/44 n.t. 

 

hft: hyperextended flexor tendons. Classification of individuals in VSD-affected and unaffected 

according to presence of tail malformation, n.t.: no test. 
1
tail defect served as primary classifier for the 

categories “VSD affected” and “VSD unaffected” 
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Supplementary Table 3.a 

Comparison of the key neurological variables for VSD between VSD-affected offspring of 

sire FBF0666 and unaffected calves (Design CN1) and between VSD unaffected calves either 

related or unrelated to sire FBF0666 (Design CN2) 

 Design 1 Design 2 

Variable Subvariable 
VSD af-

fected 

VSD unaf-

fected 
 

FBF0666 

offspring 

without 

VSD 

non-

FBF0666 

offspring 

without 

VSD 

 

    
n = max. 

41 
n = max.75 p-value n = max. 31 n = max. 44 p-value 

Posture 

 
      

 

back line 5/41 0/75 0.0047 0/31 0/44 n.t. 

 

leg set 28/40 26/75 
2.85E-

04 
12/31 14/44 0.354 

 

tremor 2/41 0/75 0.1229 0/31 0/44 n.t. 

Gait 
       

 

Locomotion 19/30 0/28 
5.77E-

05 
0/10 0/18 n.t. 

Spinal reflexes 
      

panniculus 

reflex 
reduced 4/41 7/75 0.5907 4/31 3/44 0.3086 

 

increased 7/41 5/75 0.0772 1/31 4/44 0.9371 

perianal reflex reduced 4/41 0/75 0.0141 0/31 0/44 n.t. 

 

increased 0/41 2/75 1 1/31 1/44 0.6591 

tail tonus reduced 1/41 0/75 0.3534 0/31 0/44 n.t. 

 

increased 1/41 1/75 0.5840 0/31 1/44 1 

Sensation 

 
      

superficial 

sensation 
reduced 1/41 0/75 0.3534 0/31 0/44 n.t. 

hyperesthesia yes 4/41 0/75 0.0141 0/31 0/44 n.t. 

areas of anal-

gesia 
yes 1/41 0/75 0.3534 0/31 0/44 n.t. 

Movement 

 
      

paresis 

 
      

 

front left 1/28 0/11 0.7179 0/5 0/6 n.t. 

 

front right 1/28 0/11 0.7179 0/5 0/6 n.t. 

 

hind left 13/28 0/11 0.0046 0/5 0/6 n.t. 

 

hind right 13/28 0/11 0.0046 0/5 0/6 n.t. 

spasticity 

 
      

 

front left 0/28 0/11 n.t. 0/5 0/6 n.t. 

 

front right 0/28 0/11 n.t. 0/5 0/6 n.t. 
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Supplementary Table 3.b 

Comparison of the key neurological variables for VSD between VSD-affected offspring of 

sire FBF0666 and unaffected calves (Design CN1) and between VSD unaffected calves either 

related or unrelated to sire FBF0666 (Design CN2) 

 Design 1 Design 2 

Variable Subvariable 
VSD af-

fected 

VSD unaf-

fected 
 

FBF0666 

offspring 

without 

VSD 

non-

FBF0666 

offspring 

without 

VSD 

 

    
n = max. 

41 
n = max.75 p-value n = max. 31 n = max. 44 p-value 

 

hind left 16/28 1/11 0.0070 0/5 1/6 1 

 

hind right 17/28 1/11 0.0040 0/5 1/6 1 

ataxia 

 
      

 

front left 1/28 0/11 0.7179 0/5 0/6 n.t. 

 

front right 1/28 0/11 0.7179 0/5 0/6 n.t. 

 

hind left 10/28 0/11 0.0206 0/5 0/6 n.t. 

 

hind right 9/28 0/11 0.0326 0/5 0/6 n.t. 

propriocep-

tion 

 

      

 

front left 0/28 0/11 n.t. 0/5 0/6 n.t. 

 

front right 0/28 0/11 n.t. 0/5 0/6 n.t. 

 

hind left 6/28 0/11 0.1155 0/5 0/6 n.t. 

 

hind right 6/28 0/11 0.1155 0/5 0/6 n.t. 

dysmetria 

 
      

 

front left 1/28 0/11 0.7179 0/5 0/6 n.t. 

 

front right 1/28 0/11 0.7179 0/5 0/6 n.t. 

 

hind left 4/28 0/11 0.2489 0/5 0/6 n.t. 

 

hind right 6/28 0/11 0.1155 0/5 0/6 n.t. 

"bunny-hopping" 6/28 0/11 0.1155 0/5 0/6 n.t. 

Spinal reflexes 
      

fetlock 
       

front limb reduced 0/4 0/5 n.t. 
   

 

increased 0/4 0/5 n.t. 
   

hind limb reduced 3/4 0/5 0.0476 
   

 

increased 0/4 0/5 n.t. 
   

 
Classification of individuals in VSD-affected and unaffected according tail malformation. n.t.: no 

test 
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Supplementary Table 4  

Summary of the results from the post-mortem examination of VSD-affected cattle 

      

 
Number of vertebrae

2
 Pathological findings

3
 

Animal ID Sex Age
1
 

Weight 

(kg) ce th lu sa co cvd sm hm dcc dm 

Wild type 

in bovine 
4
    

7 13 6 5 
18-

20 
- - - - - 

Sire 

FBF0666 
♂ 4 y 800 6 13 7 5 18 + - - - - 

Offspring              

    S1037-11 ♂ 1 d 32 n.d n.d 6 5 15 + (+) + + - 

    S1141-11 ♀ 1 m 55 6 13 7 5 16 + - - - - 

    S1154-11 ♂ 4 m 114 6 14 6 5 15 + (+) + + - 

    S1140-11 ♂ 4 m 124 7 13 6 5 17 + - - - - 

    S1159-11 ♂ 11 m 354 7 13 6 5 14 - - - - - 

    S1153-11 ♀ 12 m 346 6 13 6 5 7 + + - - + 
 

1
y: years, d: days, m: months; 

2
 ce: cervical, th: thoracic, lu: lumbar, sa: sacral, co: coccygeal, 

n.d.: not determined; 
3
 cvd: coccygeal vertebral defects, sm: syringomyelia, hm: hydromyelia, dcc: 

doubled central canal, dm: diplomyelia; +: respective malformation detected, -: respective malfor-

mation not detected, (+) transitional status with communication of syringomyelia and hydromyelia; 

4
data according to 

33
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Supplementary Table 5 

Summary of second-level neurological examination results of VSD-affected calves  

Animal ID1 
  

S1141-11 S1154-11 S1140-11 S1159-11 S1153-11 

Degree of tail 

defect2   
III II I II V 

Mental status 
  

normal normal normal normal normal 

Behavior 
  

normal normal normal normal normal 

        

Posture HL 

hft 
 

+ - + + +++ 

er 
 

- - + - + 

sh 
 

- - - + +++ 

tmf 
 

- - - - ++ 

        

Gait 

dysmetria 
FL + - - - + 

HL ++ + - + ++ 

spasticity 
FL - - - - + 

HL + - - + +++ 

paresis 
FL - - - - ++ 

HL - - - + +++ 

ataxia 
FL - - - - + 

HL + - - - +++ 

"bunny 

hopping"  
no no no no yes 

        

PR 
  

- - - - sps 

Other obser-

vations  
- - - - eiw 

Cranial nerves 
 

normal normal normal normal normal 

Spinal reflexes 
 

normal normal normal normal normal 

EMG 
 

n.d. n.d. n.d. n.d. normal 

mNCV 
 

n.d. n.d. n.d. n.d. 54 m/s 

   

NAL 
 

spinal diffuse 

   
DD anomaly (syringomyelia), inflammatory, degenerative (dysmyelination, storage disorder) 

1
: For age, sex and weight of the animals see Supplementary Table 4; 

2
 for tail defect categories 

see Supplementary Fig. 2; hft: hyperextended flexor tendons, er: external rotation, sh: straight hocks, 

tmf: tremor and muscle fasciculations, FL: front limbs, HL: hind limbs, PR: postural reactions, EMG: 

electromyography, mNCV: motor nerve conduction velocity, sps: spastic by pushing sideways on 

either side, eiw: exercise induced weakness. n.d.: not determined. +: mild, ++: obvious, +++: strong; 

NAL: neuro-anatomical localization, DD: differential diagnoses 
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Supplementary Table 6.a  

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

Information on calves 
            

sex 9♂, 32♀ 17♂, 58♀ 0.62 
   

9 ♂, 32♂ 9 ♂, 32♂ 0.60 
   

FBF0666_descendant 41/41 31/75 6.14E-11 Infty 14.40 Infty 41/41 0/41 2.35E-24 Infty 298.6 n.v. 

season of birth 
            

spring 1/41 3/75 0.83 
   

1/41 2/41 0.88 
   

summer 12/41 25/75 0.74 
   

12/41 12/41 0.60 
   

autumn 22/41 34/75 0.25 
   

22/41 19/41 0.33 
   

winter 6/41 13/75 0.73 
   

6/41 8/41 0.81 
   

frequent calf diseases 
            

diarrhea 4/37 9/70 0.73 
   

4/37 4/37 0.64 
   

bronchopneumonia 2/37 5/70 0.77 
   

2/37 3/37 0.82 
   

other infections 2/37 1/71 0.27 
   

2/37 0/37 0.25 
   

complications during delivery 
            

due to calf (twins. oversize 

fetus. asphyxia) 
0/39 1/70 1 

   
0/39 1/38 1 
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Supplementary Table 6.b 

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

Information on calf´s dams  
            

basic feeding 
            

total mixed ration 33/38 55/72 0.15 
   

33/38 29/39 0.14 
   

grass silage 31/38 66/72 0.97 
   

31/38 35/39 0.91 
   

corn silage 37/38 68/72 0.43 
   

37/38 37/39 0.51 
   

other silages  6/38 3/72 0.04 4.31 0.84 27.93 6/38 3/39 0.23 
   

rape meal 32/38 57/72 0.36 
   

32/38 31/39 0.41 
   

soy meal 25/38 43/72 0.34 
   

25/38 26/39 0.63 
   

rye meal 4/38 5/72 0.38 
   

4/38 1/39 0.17 
   

grain 16/38 26/72 0.34 
   

16/38 13/39 0.29 
   

MLF 13/38 18/72 0.21 
   

13/38 11/39 0.38 
   

dairy concentrate 9/38 17/72 0.58 
   

9/38 8/39 0.48 
   

brewer´s grains 10/38 18/72 0.53 
   

10/38 8/39 0.37 
   

sugar beet pulp 2/38 11/72 0.98 
   

2/38 5/39 0.97 
   

potato pulp 0/39 4/72 1 
   

0/38 1/39 1 
   

molasses 4/38 2/71 0.10 
   

4/40 2/40 0.31 
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Supplementary Table 6.c 

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

straw 19/38 32/72 0.36 
   

19/38 14/39 0.15 
   

hay 6/38 11/72 0.54 
   

6/38 7/39 0.71 
   

feed additives 
            

mineral supplements 34/38 62/72 0.43 
   

34/38 34/39 0.52 
   

dietary fat 9/38 16/72 0.52 
   

9/38 8/39 0.48 
   

livestock salt 8/38 19/72 0.80 
   

8/38 8/39 0.59 
   

bicarbonate 3/38 7/72 0.74 
   

3/38 3/39 0.65 
   

propylene glycol 5/38 10/72 0.65 
   

5/38 6/39 0.73 
   

glycerol 9/38 11/72 0.15 
   

9/38 4/39 0.10 
   

urea 5/38 5/72 0.23 
   

5/38 3/39 0.34 
   

feed lime 3/38 7/72 0.74 
   

3/38 4/39 0.77 
   

fresh feeding components 
            

potatoes 4/38 6/72 0.48 
   

4/38 4/39 0.63 
   

beet 1/38 2/72 0.72 
   

1/38 2/39 0.88 
   

carrots 2/38 2/72 0.43 
   

2/38 2/39 0.68 
   

use of pesticides on forage 

plants             
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Supplementary Table 6.d 

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

corn 30/36 59/69 0.72 
   

30/36 31/37 0.64 
   

grasland 8/36 19/69 0.79 
   

8/36 11/37 0.84 
   

Mikado© 3/25 15/57 0.96 
   

3/25 8/32 0.950 
   

Brumotril© 1/25 8/57 0.97 
   

1/25 4/32 0.95 
   

Successor T© 2/25 7/57 0.83 
   

2/25 4/32 0.84 
   

Calaris© 7/25 12/57 0.34 
   

7/25 7/32 0.41 
   

Motivell© 7/25 11/57 0.27 
   

7/25 6/32 0.30 
   

Dual Gold© 5/25 4/57 0.09 3.31 0.63 18.19 5/25 3/32 0.22 
   

Simplex© 5/25 4/57 0.09 3.31 0.63 18.19 5/25 3/32 0.22 
   

Starane Ranger© 2/26 12/57 0.97 
   

2/26 6/32 0.95 
   

ZitanGold Pack© 3/26 15/57 0.97 
   

3/26 7/32 0.92 
   

others 13/26 22/58 0.21 
   

13/26 13/33 0.29 
   

grazing period 
            

first trimenon 3/41 14/75 0.98 
   

3/41 6/41 0.92 
   

second trimenon 17/41 23/75 0.17 
   

17/41 14/41 0.32 
   

third trimenon 19/41 32/75 0.43 
   

19/41 17/41 0.41 
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Supplementary Table 6.e 

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

access to natural waters 7/39 8/65 0.18 
   

7/32 4/36 0.19 
   

fertilized grassland 12/31 26/60 0.74 
   

12/31 15/34 0.76 
   

animal contact 
            

dog 17/38 47/71 0.99    17/38 23/38 0.95 
   

cat 22/38 55/71 0.99    22/38 28/38 0.96 
   

horse 4/38 5/71 0.39 
   

4/38 1/38 0.18 
   

other farm animals 1/39 1/71 0.58 
   

1/38 1/38 0.75 
   

wild animals 22/38 39/71 0.46 
   

22/38 20/38 0.41 
   

husbandry 
            

cubical barn 40/41 64/75 0.03 6.88 0.93 303.18 40/41 35/41 0.05 6.86 0.76 323.12 

tethered 1/41 5/75 0.93 
   

1/41 3/41 0.94 
   

prophylactic treatments during 

pregnancy             

vaccination of dams against 

BVD 
17/39 18/72 0.04 2.32 0.93 5.74 17/39 9/39 0.05 2.58 0.88 7.80 

vaccination of dams against 

BT 
24/39 51/72 0.89 

   
24/39 29/39 0.93 
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Supplementary Table 6.f 

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

vaccination of dams against 

IBR 
7/39 5/72 0.07 2.93 0.73 12.55 7/39 4/39 0.26 

   

vaccination of dams against 

calf diarrhea 
13/38 14/71 0.08 2.12 0.79 5.64 13/38 9/38 0.22 

   

prophylactic use of antipara-

sitics 
11/38 17/71 0.36 

   
11/38 10/38 0.50 

   

first trimenon 4/36 2/71 0.10 
 

  4/36 2/38 0.31 
   

second trimenon 1/36 6/71 0.95 
   

1/36 3/38 0.94 
   

third trimenon 4/36 9/71 0.70 
   

4/36 5/38 0.73 
   

number of parity 
            

primipara 4/28 3/25 0.57 
   

4/28 1/3 0.94 
   

bipara 17/28 19/25 0.93 
   

17/28 2/3 0.78 
   

pluripara 7/28 3/28 0.20 
   

7/28 0/3 0.45 
   

complications during delivery 
            

obstetrics 8/39 9/70 0.22 
   

8/39 5/38 0.29 
   

miscellaneous 
            

purchases of dams 3/41 3/75 0.36 
   

3/41 1/41 0.31 
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Supplementary Table 6.g 

Comparison of the potential epidemiological factors associated with VSD between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and unaffected 

calves (design E1) and between VSD-affected offspring of sire FBF0666 and matched control calves (design E2) 

 Design E1 Design E2 

Variable 
VSD 

affected 

All unaf-

fected 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

VSD 

affected 

Matched 

unaffected 

controls 

Nominal 

p-value 

Odds 

ratio 
confidence limits 

 
n = max. 

41 
n = max. 75   

95% 

lower 

95% 

upper 

n = max. 

41 
n = max. 41 p-value 

 
95% 

lower 

95% 

upper 

potential contact to vermin 

programs 
29/39 55/72 0.68 

   
29/39 29/39 0.60 

   

tail defect of dams 3/41 0/75 0.04 Infty 1.10 Infty 3/41 0/41 0.12 
   

 

Only parameters observed in at least one VSD case are listed. Odds ratios and confidence intervals are only displayed, if the p-value is <0.1.Infty: in-

finity. n.v.: no value 
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Supplementary Table 7.a  

List of SNPs with LOD score >3 from twopoint linkage analysis with the VSD locus in the 

half-sib offspring of sire FBF0666 segregating for VSD 

rs number Chr Position (bp)
1
 LOD score 

rs109408023 9 101359409 11.75 

rs109511417 9 101384691 11.75 

rs110789684 9 102027971 11.48 

rs109059293 9 103153156 11.11 

rs109954156 9 103646025 11.08 

Hapmap51770-BTA-85181
*
 9 101113354 10.84 

rs110768165 9 102711446 10.81 

rs109532989 9 102851852 10.65 

rs109270402 9 103612265 10.58 

rs110139854 9 103671451 10.58 

rs109415769 9 100656795 10.55 

rs109845542 9 99354827 10.29 

rs135406176 

9 98512648 10.1 

rs109006157 9 101170043 10.1 

Hapmap46888-BTA-85152
*
 9 101667889 10.1 

Hapmap40046-BTA-117691
*
 9 104334228 10.06 

rs384338506 9 100800026 10.03 

rs109072325 9 103270667 10.03 

rs110974178 9 102930778 9.8 

rs29023535 9 102690968 9.76 

rs110873466 9 103700559 9.55 

rs110492820 9 100138190 9.5 

rs29022857 9 101433902 9.5 

Hapmap46889-BTA-85184
*
 9 101044571 9.49 

rs110485289 9 101966211 9.49 

rs109860386 9 98784166 9.29 

rs109455309 9 102788323 9.27 

rs110122816 9 103947174 9.24 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=135406176
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Supplementary Table 7.b  

List of SNPs with LOD score >3 from twopoint linkage analysis with the VSD locus in the 

half-sib offspring of sire FBF0666 segregating for VSD 

rs number Chr Position (bp)
1
 LOD score 

rs110860097 9 104926053 9.23 

rs110166334 9 105035231 9.12 

rs41617598 9 104071394 9.03 

Hapmap48173-BTA-107833
*
 9 101785435 8.98 

rs109880330 9 100892769 8.96 

rs109845494 9 104730150 8.78 

rs109233157 9 104196469 8.7 

rs110704439 9 103411929 8.53 

rs109980846 9 98595966 8.46 

Hapmap23780-BTA-85163
*
 9 101470808 8.46 

rs109004899 9 103180423 8.43 

Hapmap51347-BTA-90657
*
 9 104586319 8.28 

rs110227215 9 100769016 8.2 

rs29018722 9 102996425 8.17 

Hapmap42703-BTA-84963
*
 9 98047172 8.01 

rs109476246 9 98759214 7.95 

rs110047992 9 104902072 7.95 

rs109929379 9 98094492 7.77 

rs110075891 9 99072838 7.69 

rs109630455 9 103216021 7.69 

rs109789954 9 103308910 7.69 

rs109316317 9 103505743 7.64 

rs110174186 9 102615967 7.44 

rs110691473 9 102758143 7.44 

rs109090361 9 97790864 7.39 

rs109910772 9 103383683 7.18 

rs109357437 9 95976235 7.15 

rs41573656 9 96987304 7.15 
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Supplementary Table 7.c  

List of SNPs with LOD score >3 from twopoint linkage analysis with the VSD locus in the 

half-sib offspring of sire FBF0666 segregating for VSD 

rs number Chr Position (bp)
1
 LOD score 

rs110042111 9 96693865 6.91 

rs110830324 9 97929407 6.91 

Hapmap38884-BTA-122472
*
 9 105074182 6.91 

rs110405361 9 97760489 6.82 

rs110518836 9 104842677 6.82 

rs110651470 9 97219468 6.78 

rs110269037 9 96938354 6.67 

rs110823376 9 97901467 6.43 

Hapmap47120-BTA-85079
*
 9 97872904 6.29 

rs109061682 9 98245564 5.66 

rs41569530 9 93094049 5.58 

rs110634413 9 97022238 5.58 

rs110890036 9 97397264 5.58 

rs110001900 9 93246183 5.43 

rs109911914 9 97191669 5.39 

rs110824179 9 97312321 5.35 

rs109990421 9 94643772 5.13 

Hapmap33236-BTA-155516
*
 9 96100458 5.13 

rs41599704 9 94460606 4.93 

Hapmap48921-BTA-84744
*
 9 93000526 4.74 

rs209911913 9 92350052 4.73 

rs43612070 9 92878393 4.71 

rs110845303 9 95425804 4.54 

rs110436373 9 95328754 4.52 

rs133764352 9 92400217 4.51 

rs29023391 9 92430269 4.51 

rs41665411 9 97377573 4.51 

rs29026964 9 91919657 4.12 
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Supplementary Table 7.d  

List of SNPs with LOD score >3 from twopoint linkage analysis with the VSD locus in the 

half-sib offspring of sire FBF0666 segregating for VSD 

rs number Chr Position (bp)
1
 LOD score 

rs41656333 9 92597218 3.98 

rs109388767 

9 95450193 3.92 

rs29013969 9 92061663 3.9 

rs41625025 9 92193482 3.9 

rs110076685 9 93314047 3.9 

rs41255531 9 89308006 3.72 

Hapmap43117-BTA-99191
*
 9 91856294 3.7 

rs41614532 9 91957395 3.7 

rs109484182 9 93183596 3.65 

Hapmap43145-BTA-107843
*
 9 85175167 3.53 

rs41566680 9 92093186 3.34 

rs29026423 9 93731471 3.34 

rs41844263 17 59493419 3.31 

rs109952560 9 89435441 3.24 

rs43606594 9 90080368 3.01 

rs109324038 9 93472326 3.01 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=109388767
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Supplementary Table 8  

Summary of clinical and neurological on-farm examination protocol  
 

 Photo documentation: 

o general documentation (front, side, back) 

o specific documentation (hind legs, tail) 

 

 Body measurements: 

o thoracic perimeter 

o distance shoulder joint ↔ point of the buttock 

o height of the sacrum 

o detailed description of the tail 

 

 General physical/clinical examination (inspection, palpation, auscultation): 

o gastrointestinal tract  

o cardiovascular system 

o respiratory system 

o urogenital tract 

o locomotion system 

 

 Neurological examination 

o consciousness 

o posture, gait study 

o behavior 

o postural reactions 

o cranial nerves 

o spinal reflexes 

o sensation 

 

EDTA stabilized blood samples 
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Supplementary Table 9  

Laboratory diagnostic analyses in VSD-affected calves 
 

Blood 

 blood cell count 

 

Serum 

 electrolytes 

 minerals 

 urea 

 creatinine 

 bilirubin 

 protein 

 AST 

 GGT 

 GLDH 

 cholesterol 

 albumin 

 

Cerebrospinal fluid 

 protein 

 leukocytes 

 erythrocytes 

 

Urine (subset of individuals) 

 color 

 transparency 

 contamination 

 flakes 

 pH 

 urochrome 

 glucose 

 protein 

 ketone bodies 

 hemoglobin, myoglobin 

 chloride 

 

Feces (subset of individuals) 

 parasites 
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Supplementary Table 10 

Summary of the questionnaire used in the case-control studies for the epidemiological analy-

sis of the VSD 
 

Information at farm level 

 region 

 number of cattle (cows, young stock, descendants of sire FBF0666) 

 import of stock 

 forage 

 reproduction regime 

 vermin prevention 

 vaccination protocols 

 disinfection protocols 

 previous cases of innate defects 

 

Information on calves 

 pedigree/sire 

 season of birth 

 sex 

 diseases (calf diarrhea, calf pneumonia, other infections), 

 complications during delivery (obstetrics, twin, asphyxia, dystocia, large calf, injuries on 

calves) 

 

Information on calf’s dams 

 phenotype regarding tail and neurological defects 

 feeding (components, feeding additives, fresh components, pesticides used on forage plants) 

 housing 

 preventive health care (prophylactic use of antiparasites, vaccinations against BVDV, BHV, 

BTV, calf diarrhea or pneumonia) 

 treatments, diseases and abnormalities during pregnancy (trimester of pregnancy) 

 complications during delivery (sectio caeserea, torsio uteri, obstetrics) 

 number of parity 

 previous cases of innate defects in offspring 
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Supplementary Table 11 

Primer sequences for annotation confirmation, screening for polymorphisms and genotyping in the bovine T gene and the bovine mannose recep-

tor, C type 2 (MRC2) gene 

Primer Sequence (5’ → 3’) Amplified gene region 
Amplicon 

(bp) 
Annealing temperature (°C) Annealing time (sec) 

MRC2 gene 
   

  

MRC2_In19_F1 GGTTGGTGTTCAGGGCAGCGAG 
  

65 60 

MRC2_In20_R1 GGGAGAGGGTGGTAGGTTCAGG exon 20 500 65 60 

T gene 
    

  

T_F1 GCGGGTCTGGGCACTTCTTGG 
  

64 60 

T_R1 CACGAGTCTATTCCCAGCCCA exon 1 405 64 60 

T_F2 GGGATGAGGGATGGTGGGGTG 
  

66 60 

T_R2 CCCTTCCACTTTCTGCCACGA exon 2 544 66 60 

T_F3 TCTTTACGGTGGGACTTTGAGG 
  

64 60 

T_R3 CACGAGCCCCCTGACTGCC exon 3 217 64 60 

T_F4 GGTGGTGCCTGATTTCTTGGTG 
  

66 60 

T_R4 TAGGAACAGCATCAACACGCAG exon 4-5 483 66 60 

T_F5 AGCCCCGTCTTGCCTGTTCGATG 
  

68 60 

T_R5 TGGACGCTCACCGACTGCCTC exon 6 311 68 60 

T_F6 
ATGATAAAGAAAAA-

GCCTGGGTG   
62 60 

T_R6 TACAGGCTAATGGATGGGATGG exon 7 390 62 60 

T_F7 CCGTCTGTCTCCCCACTTTTCC 
  

65 60 

T_R7 CACCACGGAGGAGGAGCACAG exon 8 478 65 60 

    
  

  
c.196A>G  

 
  

KASP_A_FAM  
CACCAACGAGATGATCGTCAC-

CA 
c.196A>G; allele A 43 

  

KASP_G_Hex  ACCAACGAGATGATCGTCACCG c.196A>G; allele G     

KASP_Re GCGCGCCCACCTGCCGTT c.196A>G; common    
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Captations for Supplementary Movies 

Supplementary Movie 1 

Video documentation of neurological deficit in a VSD-affected calf: non-ambulatory parapar-

esis 

“VSD_supplemantary_movie_1_paraparesis_320x240_ng.avi” 

 

Supplementary Movie 2 

Video documentation of neurological deficit in a VSD-affected calf: “Bunny-hopping”  

“VSD_supplementary_movie_2_bunnyHopping_320x240_ng.avi” 
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5.  Diskussion 

Diese Studie umfasst zum einen den ersten Bericht über den kongenitalen Defekt 

VSD bei Rindern der Rasse HF und zum anderen auch unseres Wissens nach die 

Erstbeschreibung eines spontanen Erbdefektes, der mit einer reduzierten Anzahl an 

zervikalen Wirbeln innerhalb der Klasse der Säugetiere assoziiert ist. Inhalt dieser 

Studie war neben der Beantwortung epidemiologischer Fragestellungen zur Genese 

der VSD und der Ableitung des zu Grunde liegenden Erbgangs, eine ausführliche 

Beschreibung des VSD-Phänotyps auf den verschiedenen Ebenen der Klinik, Lab-

ordiagnostik, Neurologie, Radiologie und Pathologie. Die daraus resultierenden In-

formationen über eine genetische Basis des VSD-Defektes, des Erbganges sowie 

die genaue Klassifizierung der untersuchten Tiere mit einer umfassenden Beschrei-

bung des VSD-Phänotypen bildeten die Basis für die anschließenden molekularbio-

logischen Untersuchungen zur kausalen Charakterisierung der VSD-Mutation. Mit 

der Identifizierung der VSD-Mutation im bovinen T Gen, als auch der de novo-

Mutation dieses kongenitalen Defektes innerhalb der Spezies Bos Taurus konnte 

zum einen ein relevanter Beitrag für die HF-Population und deren Zucht, auch im 

Sinne des Einzeltierschutzes (§11b Deutsches Tierschutzgesetz (TierSchG), Verbot 

von Qualzuchten) und zum anderen ein Beitrag für grundlegende Erkenntnisse be-

züglich der axialen Entwicklung innerhalb der Klasse der Säugetiere während der 

frühen Ontogenese geleistet werden. 

 

5.1.  VSD-Epidemiologie 

5.1.1.  Umweltepidemiologie 

Level: Landwirtschaftliche Betriebe 

Auf der Informationsebene der Betriebe (siehe 4. Manuskript, Supplementary Table 

10, S.112) konnte insgesamt kein signifikanter Anknüpfungspunkt zu einer erhöhten 

Inzidenz an VSD-Fällen festgestellt werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Weder die 

Betriebsgröße (kleinere landwirtschaftliche Betriebe mit <100 Kühen bis größere mit 

bis zu 1000 Kühen) noch deren geographischen Lage (Nordwesten sowie im Südos-
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ten Deutschlands) sowie potentielle seuchenähnliche Erkrankungen oder Fälle von 

melde- bzw. anzeigepflichtigen Tierseuchen (Bovinen Virus Diarrhoe (BVD), Infektiö-

sen Bovinen Rhinotracheitis (IBR), Blauzungenkrankheit), ergaben eindeutige Hin-

weise zu Betrieben, in denen VSD-Kälber geboren wurden. Auch Fälle von früheren 

Kälbern mit Schwanzdefekt auf den untersuchten Betrieben (nur 10 Fälle ab dem 

Jahr 2005) und weitere spezifische Daten zu Aspekten des Betriebsmanagement 

ergaben ebenfalls keine Signifikanzen. Die früher sporadisch geborenen Kälber mit 

einem Schwanzdefekt zeigten zudem auch andere Symptome, wie uro-interstinale 

Defekte (z.B. Atresia ani) oder eine sakrale Agenesie mit Anurie, die bei keinem der 

41 untersuchten „betroffenen“ Kälbern Bestandteil des VSD-Phänotyps war. Eine 

durchschnittliche Anzahl von 1,89 NK pro Betrieb laut VIT-Geburtenmeldeliste und 

an registrierten NK des Besamungsbullen FBF0666, welche überwiegend von bipa-

ren MT stammten (siehe 4. Manuskript, Supplementary Table6f, S.104), kann als 

Indiz dafür genommen werden, dass sich dieser Besamungsbulle tatsächlich im Te-

steinsatz befand. Dieser dadurch geförderte breitgefächerte Einsatz auf möglichst 

vielen Betrieben bei bevorzugt zweitgebärenden Kühen stellt eine von den Besa-

mungsstationen generelle übliche Praxis dar. Somit steigt einerseits die Aussagekraft 

der Zuchtwerte des Bullen nach Töchterprüfung, wobei andererseits das Bestreben 

von Seiten der Landwirt_innen darin besteht, mit möglichst wenigen Portionen eines 

einzelnen Testbullen im eigenen Bestand unkalkulierbare Risiken zu minimieren. 

 

Level: Einzeltierebene (Kälber) 

Bei Betrachtung der Einzeltierebene mit den Informationen zu den untersuchten Käl-

bern ist festzustellen, dass in unserer Studie bei den NK sowie den KT ein weitaus 

höherer Anteil an weiblichen Tieren integriert wurde (siehe 4. Ergebnisse: Manu-

skript, Supplementary Table 6a, S.99). Dieser höhere Anteil an weiblichen Studien-

tieren ist dem Abgang über zwei Wochen alter Bullenkälber in die Kälber- bzw. Bul-

lenmast geschuldet, was bei Milchviehrassen wie der HF den üblichen Werdegang 

darstellt. Da die Kälber über das ganze Jahr verteilt geboren worden sind und sich, 

unter externen Umwelteinflüssen aller Vegetationsperioden ausgesetzt, ontogene-

tisch entwickelt haben, lässt sich keine saisonale Korrelation mit dem Auftreten von 
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VSD-Fällen ableiten (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 6a, 

S.99). Ein solcher Hinweis wäre beispielsweise bei einem Syndrom mit nutritiv-

toxischer Genese, wie der CCD, vorstellbar gewesen [18]. Weitere untersuchte Vari-

ablen, wie die Vorerkrankung mit typischen infektiösen Kälberkrankheiten („frequent 

calf diseases“) wie „Kälberdurchfall“ (häufig verursacht durch Rota- und Coronaviren 

sowie bestimmte Typen von E.coli Bakterien), „Kälbergrippe“ bzw. „Enzootische 

Bronchopneumonie“ (multifaktorielle Genese; wichtigste bakterielle Erreger: M. hae-

molytica, P. multocida, H. somnus, A. pyogenes und Samonellen, aber auch Myko-

plasmen und Chlamydien) oder etwa andere infektiös bedingte Leiden der Kälber 

waren bei beiden „Fall-Kontroll-Designs“ nicht signifikant (siehe 4. Ergebnisse: Ma-

nuskript, Supplementary Table 6a, S.99). Ein seuchenhaftes Auftreten des Schmal-

lenberg-Virus (SBV), ein Virus der Spezies Akabane-Virus, in deutschen Rinderbe-

ständen wurde im November 2011 durch die Isolierung des SBV, so geschehen im 

Friedrich-Löffler-Institut (http://www.fli.bund.de/), erstmals mit der Geburt missgebil-

deter Kälber und Aborte in Verbindung gebracht. Das bedeutet also erst zum Endes 

des praktischen Untersuchungsteils dieser Studie. Als potentiell infektiöse Ursache 

kann SBV jedoch aus folgenden Gründen bei den VSD-Kälbern ausgeschlossen 

werden:  

 

i. Erste Fälle mit SBV infizierter Tiere wurden erst im September des Jahres 2011 

dokumentiert, d.h. lange nach dem kritischen Zeitraum der Trächtigkeit der mit 

FBF0666 besamten MT (dieser läge im Frühjahr 2010, da laut VIT-

Geburtenmeldeliste ca. 80% der Geburten zwischen September und Dezember 

2010 erfolgten) [226]. 

ii. Nur eines der VSD-Kälber zeigte das für SBV typische Symptom der Arthrogry-

pose und keines der sezierten Tiere des 2LP die für SBV charakteristischen 

Stammhirnveränderungen [227,228]. 

iii. Keines der KT zeigte Symptome des VSD-Phänotypen oder eine SBV spezifi-

sche Symptomatik [227,228].  

 

http://www.fli.bund.de/
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Auch im direkten Bezug zu dem Geburtsvorgang durch manuelle Geburtshilfe mit 

tendenziell iatrogenen Geburtsverletzungen des kaudalen Körperkompartiments 

konnten bei VSD-Kälbern kein signifikanter Untersuchungsparameter (wie z.B. bei 

Zwillingen oder relativ zu großrahmigen Kälbern) festgestellt werden (siehe 4. Er-

gebnisse: Manuskript, Supplementary Table 6a, S.99). Die einzige hochsignifikante 

Variable (p<10-10) und somit einen gemeinsamen Nenner darstellend, war die Vater-

schaft des in Verdacht geratenen Besamungsbullen FBF0666 bei den ausschließlich 

in seiner Nachkommenschaft vorkommenden VSD-Kälbern (siehe 4. Ergebnisse: 

Manuskript, Supplementary Table 6a, S.99).  

 

Level: Einzeltierebene (MT) 

Die meisten Fragen zur Informationsebene der MT von untersuchten Kälbern lagen 

bei einem Alter der Kälber zwischen einem Tag und bis zu einem Jahr, teilweise zwei 

Jahre zurück. Dieser Zeitraum stellte im Hinblick auf prägnante Ereignisse und Rou-

tine-Managementaspekte ein durchaus noch sicher nachvollziehendes Zeitintervall 

für die befragten Landwirt_innen dar. Bei der Erhebung der Daten für „Prophylactic 

measures during pregnancy“ (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 

6e und 6f, S.103-104) war eine genaue Dokumentation der Impfungen auf Einzeltie-

rebene nicht möglich, da diese in Deutschland nicht verpflichtend ist. Für die letzten 

zwei Jahre konnte jedoch die Tatsache, ob das MT während der Trächtigkeit geimpft 

wurde, von den Landwirt_innen sicher nachvollzogen werden, jedoch nur unvollstän-

dig, in welchem genauen Trimester die Impfung stattfand. Gewisse Bias sind bei 

Fragen zu oftmals auch nicht genau dokumentierten kurativen Behandlungen der MT 

während der Trächtigkeit möglich. Insgesamt ist jedoch in diesem Teil der Studie 

nicht davon auszugehen, dass eventuelle Bias einen erheblichen Einfluss auf die 

epidemiologischen Schlussfolgerungen gehabt haben.  

Im Gegensatz zu der Vaterschaft der VSD-Kälber (siehe 4. Ergebnisse: Manu-

skript, Supplementary Table 6a, S.99) sind nur wenige Variablen in der Tendenz auf-

fällig, d.h. mit einem p-Wert um 0.05. Dazu gehören Variablen, wie die Haltung des 

MT in einem Laufstall („Cubical barn“) und „Vaccination of dams against BVD“ 

(p<0.05) oder „Vaccination of dams against IBR“, „Vaccination of dams against Calf 



 
Kapitel 5: Diskussion 

 

Seite | 119 
 

diarrhea” und “Use of pesticides on feeding plants” (Dual Gold©, Simplex©) mit p-

Werten < 0.1 (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 6d-f, S.102-

104). Die Boxenlaufstall-Haltung ist das gegenwärtig klassisch-intensive Haltungs-

system, welches zudem als die präsenteste und am weitesten verbreitete Haltungs-

form gilt. Im Jahr 2010 wurden laut statistischem Bundesamt (www.destatis.de) ca. 

72% aller Milchkühe in Deutschland in Laufställen gehalten [229]. Dass hier fast alle 

MT von VSD-Kälbern während der Trächtigkeit in einem Boxenlaufstall gehalten 

wurden, ist dem Zufall beizumessen (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementa-

ry Table 6e, S.103), da hier unseres Wissens nach kein in der Literatur beschriebe-

ner sowie kein plausibler direkter Zusammenhang zu Schwanzdefekten bei Kälbern 

herzustellen ist. Ebenso verhält es sich auch bei der Impfung der MT mit Vakzinen 

gegen den BVD-Virus, welcher nach unserer Datenlage nicht in allen Fällen einem 

speziellen Trächtigkeitstrimester zugeordnet werden konnte. Infektionen mit dem 

BVD-Virus resultieren, u.a. abhängig vom Zeitpunkt und des Immunstatus des Mut-

tertieres, in Aborten, fetaler Mumifikation, kongenitalen Defekten (faziale Dysplasien 

wie Brachycephalie mit Brachygnathia superior und/oder inferior sowie Hydrocepha-

lus, Hydranencephalie, cerebellare Hypoplasie mit klinisch resultierender Ataxie und 

vereinzelt auch fehlerhafte Entwicklung der Extremitäten), persistenten Infektionen 

mit Durchfall, plötzlichem Tod, Nekrosen des lymphatischen Gewebes und Plat-

tenepithels (Mundhöhle, Ösophagus, Rumen, Omasum, Intestinum, Haut), Vaskulitis, 

Immunsuppression und einer hämorrhagischen Diathese mit Thrombozytopenie des 

Kalbes [230–232]. Entsprechend ungewünschte Komplikationen von einer BVD-

Vaccine, wie es z.B. bei der Bovinen Neonatalen Panzytopenie beschrieben wurde 

[35,233], sind jedoch unwahrscheinlich, da VSD-Kälber quantitativ äußerst divergie-

rende Symptome mit ausschließlich vertebralen sowie neuronalen RM-Defekten zei-

gen. Jedoch ist insgesamt bei der Gruppe geimpfter Muttertiere (BVD, IBR, Mutter-

schutzimpfungen gegen Kälberdurchfall) eine leichte Tendenz in Richtung von Käl-

bern mit VSD-Symptomatik auffällig. Diese Tendenz fällt jedoch verhältnismäßig 

stark im Vergleich mit der Vaterschaft von FBF0666 bei VSD-Kälbern ab und bleiben 

als potentielle Risikofaktoren für die Ausprägung einer VSD zumindest fragwürdig.  
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Bei der klinischen Betrachtung der Elterntiere zeigte sich, dass drei der MT so-

wie auch der Besamungsbulle FBF0666 selbst Auffälligkeiten in ihrem Phänotyp 

aufwiesen. Zwei MT präsentierten sich mit einem isolierten Schwanzdefekt, also oh-

ne weitere Elemente des für die VSD-typischen Phänotyps in Form eines oder meh-

rerer Knicke. Das dritte MT zeigte neben einer Brachyurie zudem eine auffällige 

Durchtrittigkeit der hinteren Extremitäten, was auch bei einigen VSD-Kälbern be-

bachtet werden konnte (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 

2,S.94). Jedes dieser drei MT war ein Elternteil von VSD-Kälbern und signifikant in 

ihrer Häufigkeit (p=0.04) (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 6g, 

S.105). Der Besamungsbulle FBF0666 hingegen zeigte mit einem Alter von 4 Jahren 

neben einem leichten Schwanzdefekt (leicht verkürzt und geknickt) auch weitere für 

den VSD-Phänotypen typische Symptomatik in Haltung, Stellung und Gang, wie eine 

Lordose, steiles Sprunggelenk sowie Spastizität und Parese der hinteren Extremitä-

ten (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Fig.3,S.85 bzw. 89). Auf Grund 

des sehr basalen Signifikanzniveaus bezüglich einer möglichen maternalen Verbin-

dung zu dem Vererbungsmuster der VSD präsentiert sich die Vaterschaft des Besa-

mungsbullen FBF0666 als ein wesentlich deutlicherer Hinweis einer paternalen Ver-

erbung der VSD auf die NK. Eine Vererbung der VSD von den MT ausgehend, würde 

eine überaus hohe Inzidenz der VSD in der HF-Population voraussetzten, was je-

doch spätestens nach den molekularbiologischen Analysen ein ausgeschlossenes 

Szenario darstellt, da keiner dieser verdächtigen MT den mit VSD-assoziierten HT 

trägt und somit auch nicht das VSD-Allel. Zudem konnte innerhalb eines breit ange-

legten Populationsscreening bei mit dem Besamungsbullen FBF0666 unverwandten 

Kälbern der Rasse HF (n=402) bzw. Tieren einer Charolais x HF-

Kreuzungspopulation [218] (n= 142) kein Hinweis auf eine weite Verbreitung des 

VSD-Allels in der HF-Population gefunden werden. Dagegen sprechen auch die au-

ßerordentlich milden klinischen Befunde dieser schon ausgewachsenen MT mit ei-

nem Alter zwischen drei bis sechs Jahren unter der Prämisse einer Korrelation des 

VSD-Phänotypen mit dem Alter und Gewicht der Tiere (siehe 4. Ergebnisse: Manusk-

ript, Supplementary Text: Classification of sire FBF0666 regarding VSD, S.78). Zu-

dem zeigte nur eines der drei MT zusätzlich zu dem Schwanzdefekt eine weitere 
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Symptomatik (Durchtrittigkeit der hinteren Extremitäten) die dem VSD-Phänotypen 

entspricht. Anzumerken ist auch, dass die Form einer scheinbar „isolierten Brachyu-

rie“ in der HF-Population durchaus verbreitet ist [3] und differentialdiagnostisch, v.a. 

im Zusammenhang mit einer intensiven Tierhaltung, immer auch eine primär trauma-

tische Genese in Betracht gezogen werden sollte.  

 

Nach der Auswertung aller epidemiologischen Variablen innerhalb der beiden Fall-

Kontroll-Designs „E1“ und „E2“ (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary 

Table 6a-g, S.99-105) auf den verschiedenen Informationsebenen (Betrieb, Kälber, 

MT) gilt als Fazit, dass eine kausale kongenitale Genese die plausibelste Ursache 

der VSD, verbreitet über den Besamungsbullen FBF0666, darstellt und somit unsere 

zu Anfang aufgestellte Hypothese eines kongenitalen Defektes bestätigt. Zum einen 

konnte auf Grund der von uns untersuchten 86 Variablen keine direkte Umweltasso-

ziation nachgewiesen werden. Außerdem ist die Vaterschaft des Besamungsbullen 

FBF0666 der untersuchten VSD-Kälber in ihrer Signifikanz gegenüber allen anderen 

herausragend (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 6a, S.99). 

 

5.1.2.  Erbgang 

In den vorangegangenen epidemiologischen Analysen konnte durch die Tatsache, 

dass VSD-Kälber ausschließlich in der Nachkommenschaft des Besamungsbullen 

FBF0666 nachgewiesen wurden und keine der weiteren untersuchten Variablen 

deutlich signifikant waren, die genetische Kausalität der VSD aufgezeigt werden 

(siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplemenary Table 6a, S.99). Es wurden 41 von 

75 NK als VSD-Kälber mit mindestens einem klinisch feststellbaren Schwanzdefekt 

klassifiziert (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplemenary Table 1, S.93). Das ent-

spricht einer Inzidenz der VSD von 0.54 innerhalb der Nachkommenschaft des Be-

samungsbullen FBF0666, einer nach den Mendelschen Vererbungsregeln klassi-

schen Verteilung unter Berücksichtigung eines dominant vererbten Defektallels. Zu-

dem sind beide Geschlechter von der VSD betroffen, was für eine Lokalisierung des 

Defektes auf den Autosomen spricht. Eine Ausnahme können jedoch seltene Mutati-
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onen im pseudoautosomalen Bereich der gonosomalen Geschlechtschromosome 

darstellen, welche theoretisch auch beide Geschlechter betreffen können [234]. Bei 

der Ausprägung des VSD-Phänotypen war eine große, klinisch feststellbare Variabili-

tät des Manifestationsgrades festzustellen, so dass einige NK (n=10) auf Grund ei-

nes nicht eindeutig festzustellenden VSD-Phänotypen nicht klassifiziert werden konn-

ten. Diese große Variabilität und teilweise subtile Expression des VSD-Phänotypen 

spiegelt sich auch in der Tatsache wieder, dass einige Landwirt_innen des Öfteren 

bei der Ankündigung eines Besuches per Telefonat die zu untersuchenden NK als 

„defektfrei“ erklärten, wobei anschließend bei diesen teilweise eindeutige VSD-

Phänotypen diagnostiziert werden konnten. Eine Beteiligung eines semi-dominanten 

Letalfaktors auf der Ebene der Keimzellen oder der embryonalen und der fötalen 

Entwicklung lässt sich für die VSD ohne Anpaarung von Defektträgern abschließend 

weder bestätigen noch ausschließen. Jedoch ist eine semi-dominante, letale Wir-

kungsweise bei der VSD aus folgenden Gründen vorstellbar: 

 

i. Homozygote Individuen für analoge T Gen Defektallele bei anderen Vertebraten 

wie der Katze (siehe 2.5.1.2.2. Katze), dem Hund (siehe 2.5.1.2.1. Hund) oder 

Maus (siehe 2.5.1.3.1. Maus) sterben während ihrer embryonalen Entwick-

lungsphase; ein semi-dominanter Letalfaktor wurde hier nachgewiesen 

[11,81,115]. 

ii. Auch bei anderen kongenitalen Syndromen, bei denen der spezifische Phäno-

typ mit Wirbeldefekten [5] bzw. Schwanzdefekten [235] gekoppelt ist, wurden 

semi-dominante Letalfaktoren beschrieben. 

iii. Keines der untersuchten VSD-Kälber war homozygot für den VSD-assoziierten 

HT und somit für das VSD-Allel. 

iv. Eine Betrachtung der Anzahl der während der Studie geboren NK mit einer Be-

samungsliste (MASTERRIND) über die letzten erfolgreich mit dem Besamungs-

bullen FBF0666 besamten Kühe bestätigte seinen in der Norm liegenden Be-

samungsindex und ergab keinen Hinweis auf eine erhöhte embryonale Mortali-

tätsrate.  
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Zusammenfassend konnte nach den Ergebnissen der VSD-Epidemiologie die Hypo-

these einer genetischen Basis der VSD bestätigt und dazu der zu Grunde liegende 

Erbgang abgeleitet werden. Auf Grundlage der phänotypischen Darstellung der El-

tern sowie der äußerst frequenten Verteilung von VSD-Kälbern ausschließlich inner-

halb der Nachkommenschaft des Besamungsbullen FBF0666, liegt bei der VSD mit 

hoher Wahrscheinlichkeit ein autosomaler und in dominanter Weise übertragener 

Erbgang vor. Der VSD-Symptomenkomplex wird zudem mit einer unvollständigen 

Penetranz des spezifischen Phänotyps vererbt. Der Verdacht einer möglichen Betei-

ligung eines semi-dominanten Letalfaktors mit einer hohen Mortalitätsrate während 

der embryonalen Entwicklung bei homozygoten Individuen für das VSD-Allel drängt 

sich ebenfalls auf, kann jedoch auf Basis unserer Datenlage nur vermutet werden.  

 

 

5.2.  Der VSD-Phänotyp und seine genetische Grundlage 

Die auf den epidemiologischen aufbauenden molekularbiologischen Analysen erga-

ben viele Belege dafür, dass die c.196A>G-Mutation in dem bovinen T Gen kausal ist 

für die Ausbildung des VSD-Phänotypen bei Rindern der Rasse HF: 

i. Der VSD-Defekt ist durch „Twopoint“- und „Multipoint“-Kopplungsanalysen mit 

unterschiedlichen Programmen (CRIMAP v2.50, MERLIN v1.1.2) in der telome-

ren Region des BTA9 eindeutig kartiert worden (siehe 4. Ergebnisse: Manu-

skript, Fig.2, S.67 bzw.71). 

ii. Alle mit VSD „betroffenen“ NK tragen in der telomeren Region des BTA9  den-

selben HT, dessen Bereich wiederum das Hauptkandidatengen T beinhaltet 

(siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Fig.4, S.85 bzw.90). 

iii. Das von dem T Gen translatierte „brachyury“-Protein ist ein evolutionär hoch 

konservierter Transkriptionsfaktor, welcher bekanntermaßen verantwortlich für 

die frühe Entwicklung des Notochords und somit auch relevant für die frühe axi-

ale, vertebrale und neuronale Entwicklung innerhalb der Vertebraten ist [49]. 

iv. Mutationen in dem T Gen bei anderen Spezies (z.B. das Manx-Syndrom bei 

den Katzen; siehe 2.5.1.2.2. Katze) sind bekannt für kongenitale Defekte die 
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der VSD ähneln bezüglich des Erbganges (autosomal dominant, unvollständige 

Penetranz) und des Phänotyps (fehlerhafte vertebrale und neuronale Entwick-

lung) [13,56]. 

v. Die c.196A>G-Mutation in dem T Gen ist eine „missence“-Punktmutation inner-

halb einer extrem hochkonservierten Region der T-box des „brachyury“-

Proteins. 

vi. Die c.196A>G-Mutation verändert eine Aminosäurenposition innerhalb des 

„brachyury“-Proteins, welche essentiell ist für die Bindung an die entsprechende 

DNS-Sequenz als Transkriptionsfaktor [63]. 

vii. Die c.196A>G-Mutation ist verantwortlich für den Einbau von Glutaminsäure an 

Stelle der basischen Aminosäure Lysin (p.66Lys>Glu) in das „brachyury“-

Protein und hat eine Änderung der 3D-Struktur zur Folge, welches eine Hinde-

rung der Dimerisation während der T-box Bindung an die DNS vermuten lässt 

(siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Fig.4, S.69 bzw. 73)[63]. 

viii. Die Verfolgung des mit VSD-assoziierten HT innerhalb eines Acht-

Generationen-Pedigree war hinweisgebend für die Identifizierung der kausalen 

de novo-Mutation bzw. des VSD-Founder, da Tiere mit dem HT vor dem Zu-

fallsereignis der c.196A>G-Mutation in dem T Gen keine entsprechende Mutati-

on trugen und somit auch keinen VSD-Phänotypen ausprägten. 

ix. Ein Screening in der HF-Population bestätigte, dass ausschließlich c.196A>G 

heterozygote Individuen einen VSD-Phänotypen ausprägen. 

 

5.2.1.  T Gen-Mutationen bei anderen Spezies  

5.2.1.1  Maus 

Bei der Maus sind gegenwärtig eine Reihe von Erbdefekten beschrieben worden, 

welche mit Wirbelmissbildungen, speziell auch das coccygeale Segment betreffend, 

einhergehen; so auch Mutationen, welche auf funktionale Beeinträchtigungen des T 

Gens beruhen. Neben dem Erbgang und den differenten phänotypischen Effekten 

verschiedener T Gen-Mutationen konnten auch die zu Grunde liegenden funktionalen 

Mechanismen bereits frühzeitig immer tiefgreifender untersucht werden [55]. Chesey 
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zeigte bereits in einer Studie im Jahr 1935 starke Effekte eines heterozygoten T Mu-

tant Allels für die Ausbildung des Notochords und des Neuralrohres innerhalb der 

frühen embryonalen Entwicklung (8.Tag) auf und berichtete über eine hundertpro-

zentige Mortalitätsrate bei homozygoten Individuen in der frühen Gestation (10.75 

Tag) auf [55]. Der sog. „brachyury“-Phänotyp der Maus wird durch eine große Anzahl 

von Allelen des murinen T Gens verursacht, welche in der MIG Datenbank zusam-

mengestellt sind (siehe 2.5.1.3.1. Maus). Die sich am häufigsten im Phänotypen ma-

nifestierenden Merkmale bei T Gen Defekten sind im allgemeinen Wirbeldefekte, ein 

dominanter Erbgang mit unvollständiger Penetranz und einem semi-dominanten Le-

talfaktor, der bei homozygoten Individuen für das mutierte Allel vorliegt. Diese ver-

gleichbaren Ergebnisse bestärken die in der VSD-Epidemiologie aufgestellte Hypo-

these eines semi-dominanten Letalfaktors heterozygoter Individuen auf der Ebene 

der Keimzellen oder der embryonalen und der fötalen Entwicklung für das VSD-Allel 

(siehe 5.1.2.  Erbgang). Zudem wurden auch Rückenmarksdefekte als Teil von sol-

chen das T Gen betreffende Missbildungskomplexen berichtet [236]. Insgesamt sind 

diese Defektmerkmale in sehr ähnlicher Form von uns bei dem VSD-Phänotyp hete-

rozygoter VSD-Allel Träger dokumentiert worden. 

Mutierte Allele des murinen T-Locus beinhalten neben Deletionen größerer 

Fragmente, welche als Nullallele fungieren und mit dem „brachyury“-Phänotypen as-

soziiert sind [56,57], auch spontane sowie chemisch-radiologisch induzierte Mutatio-

nen, die nur spezifische Regionen des T Gens entscheidend verändern, wie z.B. Twis, 

Tc oder Tc-2H (siehe 2.4.1.3.1. Maus) [116]. Interessanter Weise existiert für die Tc-

Mutation eine Studie, welche mit Effekten auf die zervikalen Wirbelkörper assoziiert 

ist [194], wohingegen sonstige mutierte Allele des T Gens bevorzugt mit Verände-

rungen der kaudalen Wirbelsäulensegmente in Verbindung stehen. Im Unterschied 

zu den VSD-Kälbern (alle heterozygot für das VSD-Allel) zeigen die murinen Tc-

Heterozygoten kein völliges Fehlen eines Halswirbels, sondern eine Fusion vor allem 

des zweiten und dritten Halswirbels, welche zusätzlich zu weiteren Fusionen des tho-

rakalem oder auch lumbalen Segmentes auftraten. Des Weiteren war im Gegensatz 

zu den Tc-Mutanten bei den VSD-Kälbern das sakrale Segment der Wirbelsäule das 

einzige ohne festgestellte Wirbelmissbildungen (siehe 4. Ergebnisse Manuskript, 
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Supplementary Material Tab.4, S.97). Nach unserem Wissen zeigt keine der bis heu-

te beschriebenen T-Mutationen, weder bei heterozygoten noch bei homozygoten Al-

lel-Trägern, einen Effekt, der mit dem Fehlen eines oder mehrerer Halswirbel assozi-

iert ist, wie eine zervikale Anagesie oder homeotische Transformation eines zervika-

len Wirbelkörpers. 

Im Kontrast zu den Phänotypen der heterozygoten Träger der Twis, Tc und Tc-2H-

Allele, die fast alle mit einer feststellbaren Pathologie einhergehen, zeigten die von 

uns untersuchten Kälber mit kausalem Mutationsallel teilweise keinen eindeutigen 

VSD-Phänotypen trotz einer ausführlichen und detailliert durchgeführten klinischen 

Allgemeinuntersuchung mit einer darauf folgenden speziellen neurologischen Unter-

suchung (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Fig.1, S.67 bzw. 70). Insgesamt ist die 

Expression des VSD-Phänotypen äußerst variabel und teilweise erst in höherem Al-

ter der Tiere deutlicher festzustellen, wie die Untersuchungen des Besamungsbullen 

FBF0666 selbst zeigten. Dieser wurde als einjähriger Bulle von zwei Veterinär_innen 

auf potentiell kongenitale Defekte untersucht und nach Fehlen der Anzeichen von 

Defekten sowie seiner hohen genomisch getesteten Zuchtwerte für den Testeinsatz 

von der zuständigen Besamungsstation zugelassen. Mit einem Alter von vier Jahren 

zeigte dieser jedoch bei den Untersuchungen einen deutlich feststellbaren VSD-

Phänotyp mit einem typischen veränderten Stellungs- und Gangmuster der Hinter-

hand (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Fig.3, S.85 bzw.89).  

In einem in vivo Knockdown-Experiment mit dem murinen T Gen berichtete 

Pennimpede et al. (2012) über eine erhöhte neonatale Mortalitäsrate bei Mäusen auf 

Grund einer festgestellten Atemnot der Tiere [89]. Auch bei den VSD-Kälbern zeigten 

die klinischen Untersuchungen im Vergleich mit den „nicht-betroffenen“ Kälbern in 

der statistischen Auswertung des 1LP eine erhöhte Frequenz (p<0.1) von VSD-

Kälbern, die bei der Auskultation des Lungenfeldes auffällig waren im Sinne eines 

geringgradig bis mittelgradig verschärften Inspirationsintervalls. Diese analysierte 

Variable unterstreicht in der Tendenz die von Pennimpede et al. (2012) festgestellte 

Beziehung zwischen einer beeinträchtigten Funktion des T Gens und respiratorischer 

Dysfunktion [89].  
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5.2.1.2  Weitere Spezies 

Mutationen in dem T Gen sind bei vielen anderen Tierarten ebenfalls mit Schwanz-

defekten bzw. mit Malformationen des hinteren Körperkompartiments assoziiert. Bei 

dem Modellorganismus D. melanogaster ist eine Mutation in dem zum T Gen äquiva-

lenten Byn sowie auch Trg (brachyenteron) Gen verantwortlich für eine fehlende 

Ausbildung des insektenspezifischen Enddarms [71,72]. Bei Wirbeltieren außerhalb 

der Klasse der Säugetiere (z.B. Zebrabärbling oder Xenopus) sind Mutationen von 

orthologen T Genen ebenfalls mit Schwanzdefekten und einer inadäquaten Ausbil-

dung des Notochords assoziiert (siehe 2.4.1.3.2. Zebrabärbling (Danio rerio)) 

[119,199].  

Die Ausprägung eines sog. „Bobtail“-Phänotyps, einem gewünschten Zucht-

merkmal verschiedener Hunderassen, steht in Verbindung mit einer frühen embryo-

nalen Mortalität bei homozygoten Trägern des Defektallels, wohingegen heterozygo-

te Individuen einen verkürzten oder sogar fehlenden Schwanz ausprägen. Die be-

troffenen Hunde zeigen jedoch keine weitere mit dem Schwanzdefekt assoziierte Pa-

thologie. Der rassetypische „Bobtail“-Phänotyp des „Pembroke Welsh Corgi“ ist ver-

ursacht durch ein mutiertes Allel („Ile64Met“) innerhalb des caninen T Gens [115]. 

Hytönen et al. zeigte, dass diese „Ile64Met“-Mutation in dem caninen T Gen bei vie-

len, aber nicht allen Hunden mit einer charakteristischen Brachyurie als Bestandteil 

ihres rassespezifischen Phänotyps vorhanden ist [185]. Diese Mutation des caninen 

„brachyury“-Proteins betrifft die Aminosäure auf Position 64, welche ebenfalls in der-

selben hoch konservierten Region lokalisiert ist wie die in unserem Model, die ver-

antwortlich für eine veränderte DNS-Bindung an die von Müller & Herrmann (1997) 

beschriebe Zielregion ist [63,115]. Über eine Schlüsselfunktion für eine adäquate 

Bindung an die DNS oder der Dimerisation des „brachyury“-Proteins, von dem Resi-

duum dieser Mutation des caninen T Gens („Ile64Met“) ausgehend, wurde jedoch 

nicht berichtet [63]. 

Beim Mensch existiert eine Studie über einen c.1013C>T Polymorphismus bzw. 

eine „Ala338Val“-Mutation in dem humanen „brachyury“-Protein, welche mit hCVM in 

Form des „Klippel-Feil“ Syndroms assoziiert ist (siehe 2.5.1.1.1. Kongenitale verteb-

rale Malformationen) und, wie auch bei dem murinen Tc-Defektallel, durch Fusionen 
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zervikaler Wirbel charakterisiert ist [148]. Jedoch beinhaltet diese Studie von 

Ghebranious et al. (2008) nur drei heterozygote Träger von 50 untersuchten Fällen 

mit hCVM für diese Mutation. Zudem konnten bei keinem der Elternteile als 

Mutationsträger klinisch festellbare Anzeichen von entsprechenden Veränderungen 

der Wirbelsäule aufgezeigt werden. Diese Tatsache lässt vermuten, dass diese 

Malformationen der Wirbelsäule sporadisch aufgetreten sind oder aber „modifier“-

Gene für die Ausprägung eines solchen Phänotypen eine Rolle spielen könnten. 

Neben den vertebralen Malformationen existieren auch Berichte über Assoziationen 

von Defekten des Neuralrohres beim Menschen, welche mit Mutationen innerhalb 

des T Gens in Verbindung gebracht werden. So wurde von Shields et al. (2000) über 

eine Korrelation erhöhter Frequenzen von Mutationen in dem humanen T Gen mit 

der Inzidenz von Defekten des Neuralrohres berichtet [151]. Eine Assoziation zwi-

schen knöchernen Missbildungen und einer Ausbildung von Hydro-Syringomyelien 

ist beim Menschen bei der Arnold-Chiari Malformation Typ 1 beschrieben worden 

[237], jedoch existiert hier bislang nachweislich keine Verbindung zu einer Mutation 

in dem humanen T Gen. Allerdings konnte innerhalb einer Assoziationsstudie ein 

Risikohaplotyp in dem HOX Gen Cdx1 (caudal type homeobox 1) identifizieren wer-

den, welches, wie das T Gen, eine wichtige Rolle in der Somatogenese spielt. Es ist 

erwähnenswert, dass Cdx2 (caudal type homeobox 2) ein „downstream“-Ziel des T 

Gens darstellt und dessen Expression reguliert (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulati-

on innerhalb der Vertebraten) [109].  

Beim Rind ist gegenwärtig noch kein Erbdefekt beschrieben worden, welcher 

mit dem bovinen T Gen in Verbindung steht. Neben einigen Fallberichten existiert ein 

Bericht über Rinder mit einem „brachyury“-Phänotypen unbekannter Genese in der 

Rasse HF [2]. Allerdings beschreiben die Autoren zum einen einen autosomal rezes-

siven Erbgang, der diesem Defekt zu Grunde liegen soll, und zum anderen den De-

fekt-Phänotypen als „isolierte Brachyurie“ ohne zusätzliche klinische sowie patholo-

gische Befunde weiterer Körperkompartimente. Dementsprechend passt weder der 

von Bähr & Distl (2004) beschrieben Erbgang noch der Phänotyp zu den von uns 

erhobenen Daten zur VSD [2]. Über ähnliche neuronale (Syringo-Hydromyelie) sowie 

familiär angehäufte Defekte bei Charolais Rindern, welche mit dysraphischen Defek-
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ten (variabel ausgeprägter fehlender dorsaler Schluss des Neuralrohres während der 

frühen embryonalen Entwicklung mit und ohne Beteiligung der Wirbelsäule [238]) 

und Athrogrypose assoziiert sind, wurde von Maxie und Youssef (2007) berichtet 

[239]. Hier liegen jedoch weder Informationen zu dem Vererbungsmuster noch eine 

genetische Beschreibung dieses interessanten Defektes vor. 

Die epidemiologischen Untersuchungen zu der Kausalität einerseits (siehe 4. 

Ergebnisse : Manuskript, Supplementary Table 6a-f, S.99-104) sowie die phänotypi-

sche Defektbeschreibung der VSD andererseits zeigten insgesamt eine starke Ana-

logie zu dem bereits beschriebenen Manx-Syndrom der Katzen [11], welche eben-

falls eine Beteiligung des T Gens vermuten ließ. Dieser Zusammenhang konnte erst 

kürzlich von Buckingham et al. (2013) nachgewiesen werden und somit unsere Ver-

mutung bestätigen [13]. Demnach verursachen multiple, nicht-synonyme im protein-

codierenden Bereich des felinen „brachyury“-Proteins bei 95% der untersuchten 

Manx-Katzen den entsprechenden Phänotyp (siehe 2.4.1.2.2. Katze). Gemeinsames 

Merkmal dieses Defektes und der VSD ist der autosomal dominante Erbgang mit un-

vollständiger phänotypischer Penetranz des heterozygoten Genotyps [9,10,12]. Des 

Weiteren ist der Manx-Phänotyp ebenso charakterisiert durch vertebrale Malformati-

onen und Rückenmarksdefekte, welche sich bei Heterozygoten klinisch als neurolo-

gische Defizite während der Lokomotion, vor allem die Hinterhand betreffend, mani-

festieren (Spastizität, Parese und „Bunny-Hopping“). Eine Homozygotie wirkt sich 

hier letal während der frühen embryonalen Entwicklung aus [11], wovon wir nach den 

bisherigen Erkenntnissen zur VSD ebenso ausgehen. Diese Hypothese wird von den 

ausschließlich heterozygoten VSD-Kälbern für das mutierte c.196G-Allel in unserer 

Studie unterstützt. Zudem war diese Heterozygotie der VSD-Kälber nach den Be-

obachtungen in unserer Studie nicht mit einer erhöhten embryonalen Mortalitätsrate 

gekoppelt. Im Gegensatz zu der VSD-Mutation (c.196A>G) betreffen die multiplen 

Mutationen bei den Manx-Katzen zwar den proteincodierenden Bereich (Exon 8 und 

9) des T Gens, liegen jedoch außerhalb der hoch konservierten T-box [13]. 
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5.2.2.  Betrachtung des funktionalen Mechanismus, induziert durch die 

c.196A>G-Mutation im bovinen T Gen 

Für das VSD-Allel heterozygote Individuen zeigen neben vertebralen Malformationen 

auch substantielle Defekte das kaudale RM-Segment betreffend. Diese (Hydro-

Syringomyelie, Diplomyelie, Duplikation des Zentalkanal und Hypo- sowie Dysplasie 

des RM) sind sehr wahrscheinlich auch ursächlich für die neurologische Symptomatik 

des VSD-Phänotypen, die adspektorisch in Haltung, Stellung und Gang zu beobach-

ten sind. Dies wird durch die Tatsache bekräftigt, dass sich sowohl die vertebralen 

als auch die neurologischen Defekte sowie die VSD-Symptomatik fast ausschließlich 

auf das kaudale Körperkompartiment beschränken (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, 

Supplementary Tab.2, 3 und 5; S.94-96 und 98). Zusätzlich konnte in dieser Studie 

ein grundsätzlich korrelativer Zusammenhang zwischen dem Grad der pathologisch-

morphologischen vertebro-spinalen Veränderungen und der Ausprägung des spezi-

fisch neurologischen Symptomenkomplexes festgestellt werden (siehe 4. Ergebnis-

se: Manuskript, Supplementary Fig.S2, S.84 bzw. 88). Dementsprechend ist die für 

den VSD-Phänotyp spezifische neurologische Symptomatik vermutlich die Konse-

quenz der pathologisch veränderten neuronalen Strukturen im RM der betroffenen 

Individuen. 

Offensichtlich zeigt die VSD-Mutation Effekte auf die Neuralleiste sowie auch 

auf die Schwanzknospe, da sich Wirbelkörper von beiden Präkursoren ausgehend 

von der Mutation betroffen zeigen: Zum einen das zervikale Wirbelsäulensegment, 

die aus der Neuralleiste hervorgehen und zum anderen die coccygealen Wirbelkör-

per des Schwanzes, welche sich aus der Schwanzknospe heraus differenzieren. Un-

terstützt wird dies durch die Feststellung, dass murine (T/-) heterozygote KD3-T 

Embryos im Vergleich zu dem Wildtyp bei der Maus eine um 50% reduzierte Expres-

sion sowohl an der Schwanzknospe als auch das Notochord betreffend zeigen [89]. 

Interessanter Weise waren bei den untersuchten VSD-„betroffenen“ Studientieren 

des 2LP (n=7) das sakrale Wirbelsäulensegment als einziges nicht betroffen (siehe 

4. Ergebnisse: Manuskript, Supplementary Table 4, S.97), obwohl sakrale Defekte 

bis hin zum vollständigen Verlust dieser Strukturen mehrfach bei T Maus-Mutanten 

beschrieben worden sind. Das gilt auch für die heterozygoten T-Mutanten bei den 
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Manx-Katzen. Auch hier wurden Individuen beschrieben, die keine Schwanzwirbel 

(sog. „rumpie´s“) ausbildeten, sei es mit oder ohne eine „Sakrale Agenesie“ [189]. 

Beim Menschen wurde erst kürzlich von Postma et al. (2013) ein neuartiges Syndrom 

beschrieben, welches neben einer sakralen Agenesie mit fehlerhaft ossifizierten Wir-

belkörpern sowie einem persistenten Notochord-Kanal assoziiert ist [149]. Dieses 

Syndrom beruht ebenfalls auf einer „missence“-Mutation in dem humanen T Gen 

(p.H171R), welche in der T-box selbst lokalisiert ist, wobei homozygote Individuen 

den entsprechenden Phänotypen ausbilden [149]. Eine dominant vererbte Sakrale 

Agenesie oder „Kaudales Regressionssyndrom“ bzw. „Currarino Syndrom“ wird beim 

Menschen mit Genvarianten des HOX-Gens HLXB9 in Verbindung gebracht [240].  

Pennimpede et al. (2012) beschrieb bei 30% der Mäuse eines in vivo Knock-

down-Experiments als eines der resultierenden Merkmale eine sog. homeotische 

Transformation (C7>T1) der zervikalen Wirbelkörper [89]. Omotezako et al. (2013) 

zeigte ebenfalls in einem Knockdown-Experiment, dass das Ausschalten des T Gens 

via RNA-Interferenz zu Malformationen bis hin zum vollständigen Verlust des 

Notochords im Schwanz der Spezies „Oikopleura dioica“, einem zum Stamm der 

Chordatiere gehörenden marinem larvenförmigen Filterorganismus, führt [241]. Ins-

gesamt kann gesagt werden, dass eine starke Konkordanz zwischen dem Expressi-

onsmuster und den entsprechenden Phänotypen der T Gen-Mutanten innerhalb der 

zahlreichen Vertebraten vom Zebrabärbling bis hin zum Menschen existiert [119]. 

Analoge T Gene sowie Expressionsmuster wurden ebenfalls bei phylogenetisch weit 

enfernten Spezies bis hinunter zu den Seescheiden („Ascidiae“), Insekten (z.B. D. 

melanogaster) und anderen Invertebraten beobachtet [71,77,117].  

Das T Gen stellt innerhalb der Vertebraten und auch bei den Invertebraten ei-

nen existenzieller Faktor der frühen ontogenetischen Entwicklung dar (siehe 2.4.  

Evolution und Phylogenese der T-box Gene) [49]. Das in seiner Sequenz codierte 

„brachyury“-Protein ist für die Ausdifferenzierung des Notochords ein wichtiger funk-

tionaler Bestandteil [74]. Ebenso wichtig ist dieses „brachyury“-Protein für eine gere-

gelte Formierung des Mesoderms aus dem Primitivstreifen während der frühen onto-

genetischen Entwicklung der Vertebraten (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulation in-

nerhalb der Vertebraten) [74]. 
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Das räumliche sowie zeitliche Expressionsmuster des T Gens bei bovinen Emb-

ryonen ähnelt sehr dem der anderer Vertebraten (siehe 2.2.1.  Expression innerhalb 

der Vertebraten) [242]. Reguliert sind die T-box Gene durch „upstream“ gelegene 

„Induktoren des Mesoderms“, wie z.B. Wnt und FGF-Signalkaskaden (siehe 2.2.2.  

Funktion und Regulation innerhalb der Vertebraten). Wnt3a-Mutanten fielen durch 

eine fehlende Expression des T Gens und der Entwicklung einer Diplomyelie, also 

einer doppelten Ausbildung des RM [99] auf, welche ebenso von uns bei VSD-

Kälbern festgestellt werden konnte. Weitere neuronale Fehlbildungen waren bei den 

untersuchten VSD-heterozygoten Tieren neben Hydro- und/oder Syringomyelien 

auch doppelt modulierte Zentralkanäle sowie eine Hypo- und Dysplasie des RM als 

Resultat einer gestörten frühen embryonalen Entwicklung der neuronalen Strukturen. 

Dies wird durch die These unterstützt, dass eine koordinierte T Gen-Expression eine 

Grundvoraussetzung für eine korrekte Ausreifung des Notochords in Zurückhaltung 

ihres mesodermalen Charakters ist und keine für die Bildung neuronaler Strukturen 

[89]. 

Beim Xenopus ist eine Initiierung der HOX Gen-Expression während der 

Gastrulation wichtig. Abhängig ist diese von einer adäquaten Expression des T-box 

Gens Xbra [106], welches dem Orthologon zu dem humanen oder bovinen T Gen 

dieser Spezies entspricht (siehe 2.2.2.  Funktion und Regulation innerhalb der Ver-

tebraten). Defekte innerhalb der HOX Gene sind bekannt für ihre massiven Effekte 

auf die Wirbelsäule als Hauptbestandteil der vertebralen AP-Körperachse mit mögli-

chen Defekten in allen Segmenten. Im Speziellen berichtete Galis (1999) über die 

Auswirkung von HOX Gen-Defekten auf das zervikale Wirbelsäulensegment, einer 

homeotischen Transformation des siebten und letzten Halswirbels zu einem ersten 

thorakalen Wirbel (C7>T1), also einer „posterior-transformation“ mit einer begleiten-

den Ausbildung zervikaler Rippen [243].  

Kessel et al. (1990) beschrieb eine homeotische Transformation innerhalb des 

zervikalen Wirbelsäulensegments mit der Bildung eines sog. Proatlas (kranial des 

Atlas gelegener rudimentärer Wirbelkörper) in transgenen Mäusen in Verbindung mit 

einer ektopischen Expression des HOX1.1 Gens [244]. Zudem bewirkte eine Modifi-

zierung des HOX-Codes „Posterior-Transformationen“ über die gesamte AP-
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Körperachse und auch eine Reduzierung der Anzahl zervikaler Wirbelkörper bei 

Welpen, deren Mütter teratogene Dosen Retinsäure (RA) speziell um den durch-

schnittlich 7.3 Tag ihrer Trächtigkeit appliziert wurden [245]. Frühere oder spätere 

Applikation von RA bewirkte keine vergleichbaren Effekte auf das Segment der 

Halswirbelsäule. Im Unterschied zu Tieren mit heterozygotem VSD-Status waren je-

doch diese vertebralen Defekte auch gleichzeitig vergesellschaftet mit schwerwie-

genden fazialen Dysplasien. Eine Expression des murinen T Gens kann bereits wäh-

rend der frühen Entwicklung des Notochords und dessen promordialen Vorläuferzel-

len ab dem 7.5 Tag der fötalen Entwicklung gemessen werden [191], also ab dem 

Zeitpunkt des kritischen Applikationszeitraums von RA in der Studie von Kessel et al. 

(1991) [245]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der „Posterior-Transformation“ 

(C7>T1) als das herausragende Merkmal des VSD-Phänotyps einer besonderen Be-

einträchtigung der Expression homeotisch wirkender HOX Gene durch eine fehler-

hafte T Gen-Funktion während der Bildung des Notochords zu Grunde liegen könnte. 

Bemerkenswert ist auch die Beobachtung, dass die VSD-Mutation ausschließlich 

Effekte auf die Wirbelsäule (mit Ausnahme des sakralen Segments) und des RM 

aufweist. Die unvollständige Penetranz des VSD-Phänotypen kann durch einen ge-

wissen Grad funktionaler Redundanz, wie sie innerhalb der HOX Gene beschrieben 

ist, bedingt sein [246] und/oder auf eine Beteiligung von einem (oder mehreren) „mo-

difier“-Gen hindeuten mit einer eventuellen Lokalisation auf BTA17. Auf diesem 

Chromosom konnte jedoch innerhalb des bei der genomweiten „twopoint“-Analyse 

auffälligen Bereiches um den SNP „rs41844263“ mit einer LOD-score von 3.31 (sie-

he 4. Ergebnisse: Manuskript, Fig.2, S.67 bzw.71 und Supplementary Table 7d, 

S.109) kein plausibles Kandidatengen gefunden werden. 

Ein gemeinsames Merkmal von vielen heterozygoten VSD-Kälbern ist der sehr 

variable Expressionsgrad des Schwanzdefektes, welcher in seiner Länge und Form 

von einem fast „normalen“ Anschein bis zu einer nahezu vollständigen Abwesenheit 

in Gestalt eines rudimentären Stummelschwanzes reicht. Allerdings konnten wir kei-

ne Defekte die urogenitalen oder intestinalen Organe betreffend feststellen, obwohl 

solche bei einigen heterozygoten T Maus-Mutanten und Manx-Katzen oder anderen 

sehr ähnlichen Defekten wie dem „Kinked Tail“-Defekt der Maus beschrieben worden 
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sind [235]. Folglich scheint die hier beschriebene Mutation, in dem Exon 1 des bo-

vinen T Gens, einen sehr spezifischen Fokus auf die neuro-skeletale Entwicklung zu 

haben mit einem besonderen funktionalen Einfluss auf die Entwicklung zervikaler 

Wirbel. 

Obwohl einerseits die Schwanzdefekte der Heterozygoten zwischen den VSD 

und den murinen T-Nullallelen sehr vergleichbar sind, ist die Beobachtung schwerer 

rostraler Defekte, wie das Fehlen eines Halswirbels, konform mit der Hypothese ei-

nes insgesamt stärkeren Effektes des VSD-Allels verglichen mit einer murinen T-

Nullallel-Mutation. Dementsprechend scheint das VSD-Allel durchaus negativ-

dominante Effekte auf die Entwicklung des Notochords auszuüben, vergleichbar mit 

anderen Nicht-Nullallelen wie z.B. Twis , Tc oder Tc2H, welche ebenfalls stärkere phä-

notypische Effekte verursachen als das T-Nullallel (siehe 2.4.1.3.1 Maus) [54]. Hier 

ist jedoch anzumerken, dass die Mutationen der Tc, Twis und Tc-2H-Allele im Gegen-

satz zu der VSD-Mutation in den hinteren Regionen der letzten beiden Exons des T 

Gens lokalisiert sind. Diese betreffen das Carboxyl-Ende des translatierten „brachyu-

ry“-Proteins, welche als Region potentieller Aktivierungsdomänen gilt und hier im 

Vergleich zu der T-box am N-terminalen Ende nur in geringerem Maße homologe 

Sequenzen zwischen den Spezies geteilt werden [119]. Im Gegensatz dazu ist die T-

Mutation in unserer Studie innerhalb einer hoch konservierten Region des Exon1 als 

Bestandteil der T-box lokalisiert (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Fig.4, S.69 

bzw.73) und betrifft nur einen Austausch einer AS des Proteins (p.66Lys>Glu). Die 

Tc, Twis und Tc-2H-Allele hingegen beruhen alle auf Mutationen außerhalb der T-Box 

und führt zu einem verkürzt translatierten „brachyury“-Protein [116]. 

Müller und Herrmann (1997) entwickelten mit Hilfe kristallographischer Untersu-

chungsverfahren ein strukturelles Modell des T-Domänen-DNS Bindungskomplexes 

des „brachyury“-Transkriptionsfaktors [63]. Sie fanden heraus, dass die T Domäne 

die DNS in Form eines dimeren Molekülverbands bindet und währenddessen die 

DNS polare Interaktionen mit der AS Lysin an Position 64 (äquivalent mit der AS Ly-

sin der Position 66 des bovinen T Gens) bildet, welche somit aktiv in den Bindungs-

prozess involviert ist. Zudem zeigten sie bei einem Vergleich mit anderen T-Box Ge-

nen, dass dieses entsprechende Residuum in einem hoch konservierten Teil der T 
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Domäne selbst lokalisiert ist (siehe 4. Ergebnisse: Manuskript, Fig.4, S.69 bzw.73). 

Somit betrifft die T-Mutation in unserem Tiermodell einen Schlüsselfaktor innerhalb 

der T-box sowie DNS-Bindungsdomäne des „brachyury“-Proteins, welches innerhalb 

der Vertebraten hoch konserviert vorliegt [63]. Daher kann angenommen werden, 

dass die p.66Lys>Glu-Mutation des VSD-Allels die adäquate Bindung des mutierten 

„brachyury“-Proteins an die spezifische DNS-Sequenz beeinflusst. 

 

5.2.3.  Relevanz der „Sieben-Halswirbel-Regel“ bei den Säugetieren 

Die Anzahl der Halswirbel, manifestiert als “Sieben-Halswirbel-Regel“ (7HR), ist seit 

der Entwicklung der Säugetiere vor über 200 Millionen Jahren fixiert und gilt somit als 

Dogma innerhalb ihrer ontogenetischen Modulierung [247]. Es stellt sich die Frage, 

warum diese 7HR auf anscheinend so grundlegender Weise über diesen langen Zeit-

raum fixiert wurde.  

Galis (1999) schlussfolgerte, dass die Fixierung dieser 7HR bei den Säugetie-

ren etwas mit selektiven Kräften zu tun haben könnte, welche im direkten Zusam-

menhang mit der HOX Gen-Expression stehen [243]. Basis dieser Hypothese ist die 

Assoziation zwischen der Entwicklung von Neoplasien im Kindsalter sowie der Ge-

burt von nicht lebenden oder lebensfähigen Kindern und der Anzahl an zervikalen 

Wirbeln sowie von neuronalen Problemen wie dem „thoracic outlet syndrom“. Dieses 

ist gekennzeichnet durch eine Fehlentwicklung des kostoklavikularen Raumes auf 

Grund dysplastisch ausgebildeter zervikaler Rippen basierend auf einer homeoti-

schen „Posterior-Transformation“ der Halswirbel (C7>T1) [243]. Zudem zeigten die 

Ergebnisse einer Studie aus der humanen Pädiatrie, dass 83 % der Kinder mit einer 

abweichenden Anzahl zervikaler Wirbel starben, bevor sie ein Alter von einem Jahr 

erreichten [248]. Interessanter Weise konnten wir jedoch, entgegen der Studie von 

Galis et al. (2006) [248],  keinen Zusammenhang zwischen einer erhöhten Mortali-

tätsrate vor Erreichen eines reproduktiven Alters sowie der Fertilität von Individuen 

und einer homeotischen Transformation zervikaler Wirbel feststellen, da der Besa-

mungsbulle FBF0666 zum einen ein adultes Alter erreichte und zum anderen einen 

normalen Besamungsindex aufwies. Eine andere Hypothese von Buchholtz et al. 
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(2012) beschreibt eine Verbindung der 7HR zu der Muskularisation des Diaphrag-

mas, welches ein weiteres Schlüsselelement innerhalb der Entwicklung der Säuge-

tiere darstellt. So wurde die Halswirbelanzahl in denselben Zeitraum wie die Entwick-

lung des muskularisierten Diaphragmas fixiert und ist daher eng verbunden mit des-

sen für die Säugetiere vorteilhafter Funktion [247].  

Das Faktum einer dogmatischen Manifestierung der 7HR lässt jedenfalls eine 

große Relevanz für die evolutionäre Entwicklung und Etablierung der Säugetiere 

vermuten, welches höchstwahrscheinlich mit einem selektiven Vorteil gekoppelt ist. 

Auf Grund der Ergebnisse dieser Studie ist es unserer Meinung nach nicht polemisch 

zu behaupten, dass neben HOX Genen auch das T Gen einen Einfluss auf die 

grundlegende Ausbildung von regulär sieben zervikalen Wirbelkörpern und somit 

dem zentralen Bauplan der Säugetiere hat.  
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5.3.  Schlussfolgerung und Ausblick 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Zielsetzungen des Projektes, wel-

che einerseits die Eruierung der Relevanz der VSD für das Einzeltier und die HF-

Population und anderseits die epidemiologische Abklärung einer genetischen Basis 

der VSD mit anschließender genetischer Lokalisation und Defektbeschreibung zum 

Inhalt hatte, in vollem Umfang erreicht wurde. Es konnte durch eine detaillierte und 

schrittweise in die Tiefe gehende phänotypische Defektbeschreibung sowohl eine 

deutliche Relevanz für die mit VSD-betroffenen Einzeltiere nachgewiesen, als auch 

eine wichtige Grundlage für die spätere genetische Defektbeschreibung mit einer 

fokussierten Kandidatengen-Recherche geschaffen werden. Auf Grund der für den 

VSD-Phänotypen charakteristischen und in der Summe schwerwiegenden patholo-

gisch-morphologischen Defekten ist eine Weiterzucht mit VSD-Trägern nach dem 

TierSchG (§11b TierSchG, Verbot von Qualzuchten) verboten und auch von den be-

troffenen Züchter nicht erwünscht. Hierfür bietet die in diesem Projekt identifizierte 

kausale Mutation (c.196A>G) in dem bovinen T Gen als „direkter“ Gentest ein geeig-

netes Werkzeug, um VSD-Anlageträger eindeutig identifizieren und von der Zucht 

ausschließen zu können. Eine Erkennung von VSD-Tieren nur an Hand von klinisch 

assoziierten Merkmalen wäre auf Grund der unvollständigen Penetranz des VSD-

Phänotypen nicht in einem zufriedenstellenden Maße realistisch. In Zukunft können 

durch die im Projekt gewonnenen Ergebnisse genomisch getestete Tiere mit auffälli-

gen Vorfahren im Pedigree in erster Instanz auf den VSD-assoziierten HT hin unter-

sucht und bei positivem Trägerstatus, mit z.B. dem im Rahmen dieses Projektes 

entwickelten KASP™-Assay, in einem nächsten Schritt bezüglich der kausalen Muta-

tion genotypisiert werden. Nicht genomisch getestete Einzeltiere mit hinweisgeben-

den äußeren Merkmalen, die dem VSD-Phänotyp entsprechen, können hingegen in 

schnellem Verfahren direkt auf den VSD-Defekt überprüft werden. Da der VSD-

assoziierte HT in der HF-Population weit verbreitet ist (Besamungsbulle FBF0669 als 

prominenter nachgewiesener Träger mit weltweit über 200.000 in der Zucht einge-

setzten Töchtern sowie vielen als Besamungsbullen eingesetzten Söhnen), stellt die 

Tatsache, dass mit Hilfe der kausalen Mutation die Mutter FBF0266 des Besa-

mungsbullen FBF0666 als Founder für die de novo-Mutation des VSD-Defektes ein-
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deutig identifiziert werden konnte, einen weiteren wichtigen Aspekt für die Züchter 

dar. Somit ist klar, dass nur die direkten Nachkommen der Mutter FBF0266 und de-

ren weitere Generationen zusammen mit dem VSD-assoziierten HT auch tatsächlich 

das VSD-Allel tragen. 

Die starke Analogie sowohl zwischen dem VSD-Phänotyp und dem des Manx-

Syndroms bei den Katzen als auch den zu Grunde liegenden Erbgängen, welche 

schon lange Gegenstand von Studien der klassischen Genetik und der evolutionären 

Biologie war, bildete ein bedeutendes Element innerhalb dieser Studie. Interessan-

terweise wurde diese Analogie auch hinsichtlich einer kausalen Beteiligung mehrerer 

Mutationen innerhalb des felinen T Gens von Buckingham et al. (2013) zum Ende 

unserer Studie bestätigt [13].  

Der herausragende Befund des VSD-Phänotypen ist ohne Frage der Mutati-

onseffekt mit der Ausprägung von nur sechs Halswirbeln entgegen der 7HR bei vier 

der sieben sezierten und VSD-heterozygoten Tiere in Form einer „Posterior Trans-

formation“ (C7>T1), als Ergebnis einer natürlich-spontan abgelaufenen Mutation 

beim Rind als ein Vertreter der großen Säugetiere. Die 7HR im Bauplan der Säuge-

tiere mit über 5400 rezenten Arten stellt ein evolutionäres Dogma da, von welchem 

nur drei Genera Trichetus, Bradypus und Choloepus innerhalb dieser Klasse nach-

weislich abweichen [249]. Somit leistet diese Arbeit als positiven Nebeneffekt einen 

Beitrag zum Verständnis funktionaler Zusammenhänge auf molekularer Ebene, hin-

sichtlich grundlegender evolutionärer sowie ontogenetischer Entwicklungsmecha-

nismen innerhalb der Säugetiere.  
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6.  Zusammenfassung 

Kromik, Andreas (2014): 

 
Kausale Charakterisierung der Bovinen kongenitalen Vertebro-Spinalen Dys-

plasie in der Holstein-Friesian Population 

 
Die bovine kongenitale Vertebro-spinale Dyspalsie (VSD) stellt eine in dieser Arbeit 

erstbeschriebene spontane Mutation dar und beschreibt ein Syndrom bei Rindern der 

Rasse Holstein Friesian (HF), dessen Phänotyp als besonderes Merkmal entgegen 

der seit über 200 Millionen Jahren fixierten 7HR der Säugetiere [249] mit einer Aus-

bildung von nur sechs zervikalen Wirbelkörpern assoziiert ist. Integrierte epidemiolo-

gische Untersuchungen zur VSD konnten eine Reihe von potentiellen umweltbeding-

ten Risikofaktoren ursächlich oder prädisponierend für die VSD ausschließen und 

somit eine genetische Basis der VSD bestätigen. Des Weiteren konnte der zu Grun-

de liegende Erbgang als autosomal dominant identifiziert werden, bei welchem der 

Phänotyp mit unvollständiger Penetranz und variabler Expressivität ausgeprägt wird. 

Der VSD-Phänotyp ist umfassend charakterisiert durch Malformationen und Defekte, 

welche die knöcherne Wirbelsäule, aber auch das Rückenmark als Teil des ZNS be-

treffen. Das markanteste, klinisch feststellbare Merkmal ist die Ausprägung einer va-

riablen Brachyurie, welche von kleinsten coccygealen Achsenabweichungen bis zu 

deutlichen Knicken sowie stark verkürzten „Korkenzieher“- oder Stummelschwänzen 

reicht. Zudem sind unphysiologische Alterationen der hinteren Extremitäten in Hal-

tung, Stellung (steiles Sprunggelenk, Außenrotation der Klauen, Durchtrittigkeit) und 

Gang (Spastizität, Ataxie, Paresen, propriozeptive Defizite, „Bunny Hopping“ bei 

schnellerer Gangart) in unterschiedlichen Graden charakteristisch, deren Manifesta-

tionsstufen zudem mit denen des Schwanzdefektes korrelieren und sich mit zuneh-

menden Alter sowie Gewicht markanter darstellen. Pathologische Befunde, wie zum 

einen fehlende oder zusätzlich ausgebildete Wirbelkörper im zervikalen, thorakalen, 

lumbalen und coccygealen Segment, malformierte Schwanzwirbelkörper (Keilwirbel, 
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fusionierte Wirbel), zusätzlich angelegte, rudimentäre erste Rippen und zum anderen 

multiple Defekte vor allem im Bereich des lumbo-sakralen Rückenmarks (Syringo-

Hydromyelie, Hypo- und Dysplasie, Diplomyelie, Duplikation des Zentralkanals) lie-

fern morphologisch-funktionale Erklärungen bezüglich des klinischen Erscheinungs-

bildes des VSD-Phänotypen. Verglichen mit analogen Syndromen anderer Tierarten 

weist der VSD-Phänotyp neben dem identischen autosomal dominanten Erbgang 

insgesamt starke Analogien zu dem Manx-Syndrom der Katzen auf [11], der eben-

falls auf multiple Mutationen innerhalb des T Gens zurückzuführen ist [13].  

Der aus wissenschaftlicher Sicht herausragende Befund ist jedoch die Ausbil-

dung von nur sechs zervikalen Wirbelkörpern, welche als eine homeotische Trans-

formation eines zervikalen Wirbelkörpers C7>T1 zu verstehen ist. So wurden bei drei 

der vier Tiere mit nur sechs ausgebildeten Halswirbeln ein zusätzlicher thorakaler 

oder lumbaler Wirbelkörper festgestellt. Innerhalb der über 5400 rezenten Säugetier-

arten sind Trichetus, Bradypus und Choloepus die einzigen Genera, welche bekann-

termaßen von der stringenten 7HR abweichen [249]. Diese Tatsache, wie auch die 

Ergebnisse einer Studie der humanen Pädiatrie, wobei 83 % der Kinder mit einer 

abweichenden Anzahl zervikaler Wirbel starben, bevor sie ein Alter von einem Jahr 

erreichten, bestätigen einen hohen natürlichen Selektionsdruck bezüglich dieser 7HR 

[248]. Die Vermutung, dass das „brachyury“-Protein einen direkten Einfluss auf die 

7HR der Säugetiere hat, konnte nach einer Studie von Pennimpede et al. (2012) 

erstmals angenommen werden, nachdem 30 % der Fälle innerhalb eines in vivo 

Knockout-Experiments des murinen T Gens eine homeotische Transformation 

(C7>T1) ausprägten. Die spontan abgelaufene VSD-Mutation in dem bovinen T Gen 

ist unseres Wissens nach der erste Beweis für einen Zusammenhang zwischen dem 

T Gen und der 7HR.  

Für die Ausprägung des VSD-Phänotypen ist eine nicht-synonyme „nonsense“-

Punktmutation (c.196A>G) in dem Exon 1 des T Gens verantwortlich, welches in der 

frühen Entwicklung des Notochords involviert und somit auch relevant für die verteb-

rale und neuronale Modulierung innerhalb der Wirbeltiere ist [49]. Der c.196A>G Po-

lymorphismus hat die Umcodierung eines Basentripletts (AAG → GAG) zur Folge, 

welche dann an Stelle der basischen AS Lysin für die saure AS Glutaminsäure auf 
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Position 66 (p.66Lys>Glu) des „brachyury“-Proteins codiert und nach bioinformati-

schen Analysen eine Änderung der dreidimensionalen Peptidkonfirmation bewirkt. 

Als Transkriptionsfaktor bindet das translatierte „brachyury“-Protein als ein Dimer an 

die DNS [63], wobei dieser Vorgang nach einem Einbau von Glu66 an Stelle von 

Lys66 theoretisch nicht unbeeinflusst bleibt. Kristallographischen Untersuchungen 

zufolge bildet das AS Äquivalent zu Lys66 des bovinen „brachyury“-Proteins polare 

Interaktionen mit der DNS und ist somit involviert in den DNS-Bindungs-Komplex 

[63]. Zudem zeigten „HomoloGene“-Analysen, dass sich die Position 66 des bovinen 

„brachyury“-Proteins in einer hoch konservierten Region innerhalb der sog. T-Box 

befindet, die sich von den Vertebraten wie Säugetiere (z.B. H. sapiens, M. musculus, 

C. lupus, B. Taurus), Geflügel (G. gallus) oder Fischen (D. regio) bis zu den Insekten 

(D. melanogaster, A. gambiae) zurückverfolgen lässt und somit ihre evolutionsbiolo-

gische Relevanz innerhalb der Eumetazoa aufzeigt. Zusätzlich konnten durch die 

Ableitung des mit VSD-assoziierten HT Pedigree-Analysen durchgeführt werden und 

in Verbindung mit der kausalen Mutation (c.196A>G) in dem bovinen T Gen die Mut-

ter des Besamungsbullen FBF0666 (FBF0266) als Founder der kausalen VSD-de 

novo-Mutation identifiziert werden.  

Als Fazit dieser Arbeit konnte einerseits für grundlegende Forschungsansätze 

bezüglich der frühen ontogenetischen Rolle des T Gens in der Entwicklung der AP- 

Körperachse innerhalb der Säugetiere ein Beitrag geleistet und andererseits mit der 

Identifizierung der de novo-Mutation und des Founders die Relevanz der VSD für die 

HF-Population und somit einzelner Individuen auf ein kontrollierbares Maß reduziert 

werden.  
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7.  Summary 

Kromik, Andreas (2014): 

 
Causal characterization of the bovine congenital vertebral and spinal dysplasia in 

the Holstein Friesian population 

 

This work provides the first description of the bovine vertebral and spinal dysplasia syn-

drome (VSD), caused by a spontaneous mutation affecting animals of the Holstein Frie-

sian (HF) breed. The striking feature of the VSD phenotype is the development of only 

six cervical vertebra which is in contrast to the highly evolutionary conserved mammali-

an seven-vertebra-rule (7HR) fixed for over 200 million years [249]. Initial epidemiologi-

cal analyses revealed that potential environmental risk factors are not causal or predis-

posing for the VSD and confirmed a congenital background of this defect. The mode of 

inheritance is autosomal dominant with a variable penetrance and expressivity of the 

specific VSD phenotype, which includes malformations and severe defects of the spine 

and the spinal cord as a part of the central nervous system. The most concordant clini-

cal observable feature of affected VSD animals is the manifestation of a variable brach-

yury, which ranges from tiniest coccygeal deviations of the norm-axis up to distinct kinks 

and severe shortened stumpy or corkscrew-like tails. Furthermore different degrees of 

characteristic alterations regarding the hind limb posture (straight hocks, external rota-

tion, hyperextended flexor tendons) and gait (spasticity, ataxia, paresis, proprioceptive 

deficits, “bunny-hopping” at increased pace) correlating with the degree of the symptom 

brachyury and increasing in expression with the age and higher weight of affected indi-

viduals. Morphologic correlation to neurological malfunctions associated with VSD are 

revealed by the pathological results including defects of the spine (lacking or additional 

vertebra in the cervical, thoracic, lumbar and coccygeal segment, malformed coccygeal 

vertebra (wedge-shaped and fused), additional rudimental first rips) and spinal cord 
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(multiple defects preferentially localized in between the lumbar and sacral spine like sy-

ringo-hydromyelia, hypo- and dysplasia, diplomyelia, duplication of the central canal). In 

comparison with other syndromes of different species, the VSD phenotype exhibits the 

autosomal dominant mode of inheritance and also strong analogies to the well-known 

manx syndrome described in cats [11] which belongs to multiple feline T gene mutations 

[13]. 

The most outstanding result of the study is the development of only six cervical 

vertebras, which can be looked upon as posterior homeotic transformation of the last 

cervical vertebra (C7>T1). This is underlined by three of the four affected animals with 

six cervical vertebras which showed a surplus thoracic or lumbar vertebra.  Within the 

over 5400 known mammals, trichetus, bradypus and choloepus are the only genera 

which differ from the strict 7HR [249]. Results of a human pediatric study which de-

scribed 83% of the child’s with aberrant numbers of cervical vertebra to have died before 

one year of age, confirm a highly selection pressure regarding the 7HR [248]. First 

assumptions that the brachyury protein directly influences the 7HR could be made due a 

study from Pennimpede et al. (2012) where 30% of the individuals of a murine T gene 

knockout experiment expressed a posterior homeotic transformation (C7>T1). To our 

knowledge the spontaneous VSD mutation in the bovine T gene shows the first evi-

dence for a link between the T gene and the 7HR. 

Responsible for the manifestation of the VSD phenotype is a non-synonymous mu-

tation (c.196A>G) in the first exon of the T gene at BTA9 which is involved in the early 

development of the notochord and therefore relevant for the vertebral and neuronal 

modulation of the vertebrates [49]. The c.196A>G polymorphism generates a specific 

base triplet codon (AAG → GAG) that results in a replacement of the acidic glutamic 

acid instead of the alkaline amino acid lysine leading to a change in the three dimen-

sional protein structure illustrated by bioinformatic analysis.  As a transcriptional factor 

the brachyury protein binds as a dimer to the DNA [63] and it is conceivable that this 

binding process is violated by the replacement of Lys66 by Glu66. This is corroborated 

by crystallographic investigations showing that the equivalent amino acid to Lys66 forms 
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polar interactions with the DNA underlining its relevance for the DNA binding complex 

[63]. Moreover “HomoloGene” analysis revealed that the position 66 of the bovine 

brachyury protein is located in the highly conserved region of the T-box, which can be 

traced back from the vertebrates like mammals (e.g. H. sapiens, M. musculus, C. lupus, 

B. Taurus), birds (e.g. G. gallus) or fish (e.g. D. regio) up to insects (e.g. D. melano-

gaster, A. gambiae) emphasizing to its evolutionary relevance for eumetazoan species. 

Additionally our study identified the mother of the sire FBF0666 as the founder of the 

causal de novo mutation (c.196.A>G) via the VSD associated haplotype and resequenc-

ing of the T gene. 

The conclusion of this work is that on the on hand a contribution to basic scientific 

approaches were achieved regarding the role of the T gene in the early ontogenesis with 

developing the anterior-posterior body axis and on the other hand the relevance of the 

VSD syndrome for the HF population and consequently single individuals could be re-

duced by identifying the de novo mutation and the founder with the causal characteriza-

tion of this congenital defect.  
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9.  Tabellarischer Anhang 

Protokoll1. DNS-Isolierung aus tiefgefrorenem bovinem Sperma 

 

I. Auftauen & Waschen 

 Spermaportion auftauen bei Raumtemperatur (RT) 

 Inhalt zu gleichen Mengen in 2 ml Eppi´s überführen (je 65μl) 

 Pro Eppi 1ml Tris-EDTA Pufferlösung (1xTE) zugeben & sanft schwenken 

 Zentrifugieren: 10 min, RT, 14000 Umdrehungen pro Minute (rpm) 

 Überstand verwerfen 

 100μl 1xTE auf Pellet geben & vortexen bis Pellet verschwunden ist 

 

II. Lyse  

 225μl Lysepuffer zugeben (frisch angesetzt & auf 55°C vorgewärmt) 

 1h bei 55°C inkubieren & mehrmals schwenken 

 180μl 5% Natriumdodecylsulfat (SDS), 20μl ProtK (20 mg/ml) dazugeben & 

schwenken 

 Inkubation bei 55°C über Nacht 

 

III. Laden & Binden 

 20μl ProtK dazugeben 

 2h inkubieren bei 55°C 

 Probe in „Phase Lock Gel“ Eppi überführen  

(vorher 30s runterzentrifugieren) 

 550μl PCI dazugeben & schwenken 

 Zentrifugieren: 10 min, RT, 14000 rpm 

 500μl Chl dazugeben & schwenken 

 Zentrifugieren: 10 min, RT, 14000 rpm 

 

IV. Waschen 

 Frisches 2ml Eppi mit 1,2ml Alkohol & 50μl 3M NaAc füllen 

 Überstand des „Phase Lock Gel“-Eppis in vorbereiteten Eppi überführen & 

schwenken bis kleines Pellet sichtbar ist 

 Zentrifugieren: 30 min, 4°C, 14000 rpm 

 Überstand Abkippen 
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V. Trocknen 

 Pellet bei RT trocknen & evtl. Restalkohol mit Pipette absaugen 

 

VI. Elution 

 Pellet in 100μl 1xTE eluieren 

 Bei RT 2-3 Tage lösen 

 

 

 

Vorbereitung der Lösungen: 

 

i.   Lysepuffer: - 250μl 1M Tris 

   - 500μl 5M NaCl 

   - 500μl 0,5M EDTA 

   - 500μl Mercaptoethanol 

 

ii.  ProtK 20mg + 1ml autoklavierter BidesT 

 

 

mit BidesT auf 25ml auffüllen 
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