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1. Vorwort

Das Thema dieser Arbeit entstand aus meiner grossen Faszination flr die Genetik und
deren Bedeutung in der Tiermedizin. Besonders das Zusammenspiel von Wissenschaft
und praktischer Anwendung hat mich dazu bewegt, mich mit erblich bedingten Erkran-
kungen naher zu beschaftigen. Auf die Osteogenesis imperfecta (Ol) beim Finnischen
Lapphund bin ich gestossen, als ich die Gelegenheit hatte, in einem Kurzpraktikum im
Institut fir Genetik an der Universitat Bern mitzuwirken. Die Moéglichkeit, durch geneti-
sche Forschung zur Aufklarung solcher Erkrankungen beizutragen, hat mich von Beginn
an motiviert.

An dieser Stelle mochte ich mich herzlich bei Prof. Dr. rer. nat. Tosso Leeb und Dr. med.
vet. Cleo Schwarz fur ihre wertvolle Unterstutzung, ihre Zeit und ihre fachliche Begleitung
bedanken. Ohne ihre Hilfe und ihr Engagement ware die Umsetzung dieser Arbeitin dieser
Form nicht mdéglich gewesen. Mein Dank gilt ebenso allen Personen, die mir wahrend der
Entstehung dieser Arbeit mit Rat, Interesse und Ermutigung zur Seite standen.

Zu Beginn meiner Arbeit will ich darauf verweisen, dass das generische Maskulinum zur
besseren Lesbarkeit verwendet wurde. Die verwendeten Personenbezeichnungen bezie-
hen sich auf alle Geschlechter.



2. Zusammenfassung

Diese Arbeit ist eine Falldokumentation eines Wurfs Finnischer Lapphunde, bei dem zwei
Welpen klinisch auffallig waren. Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Variante
im Gen FZD9 (,,Frizzled class receptor 9%; Teil des Wnt-Signalwegs) bei dem betroffenen
Hund (CFA1339) als mogliche genetische Ursache flr eine Diagnose von Ol, einer Erkran-
kung des Bindegewebes, in Frage kommt,

Frihere Untersuchungen hatten in diesem Gen eine mogliche Mutation (missense) als
Krankheitsursache gezeigt.

Aus Blutproben von ,Ritari“ (CFA1339), eines der betroffenen Hunde, seiner Eltern und
Geschwister (CFA1340-1347) wurde DNA isoliert. Der relevante FZD9-Abschnitt wurde
mittels PCR vervielfaltigt und per Sanger-Sequenzierung ausgelesen. Basierend auf dem
Stammbaum der betroffenen Familie wurde angenommen, dass es sich um eine mono-
gene, autosomal-rezessive Vererbung handelt. Bei der untersuchten Variante handelte es
sich um eine Missense-Variante: genauer, einem Basenaustausch G>A in FZD9
(NC_49227.1: 8.6'698'728G>A). Durch die molekulargenetischen Untersuchungen wurde
aufgezeigt, dass Ritari und eine Schwester (ohne klinische Zeichen) homozygot flir diese
Variante im Gen FZD9 waren, Eltern und ubrige Geschwister heterozygot. Die Fragmen-
tanalyse war wegen einer verunreinigten Wasser-Negativkontrolle nicht verwertbar.

Die erhaltenen, folgenden Resultate sind aufgrund der Wasserkontamination nicht ver-
wendbar. Eine gesunde Schwester, die auch homozygot fir die Variante des betroffenen
Hundes ,Ritari“ war, spricht die Befundlage gegen FZD9 als ursachliche Variante in die-
sem Fallbericht. Jedoch zeigte eine unabhangige, nachtraglich und extern durchgefuhrte
Analyse, dass der untersuchte FZD9-Abschnitt nicht mit dem Phanotyp assoziiert ist.

Eine mogliche Erklarung ware eine mit den verfugbaren Methoden nicht detektierbare Va-
riante in einem anderen Kandidatengen (z. B. COL1A1/COL1A2) oder bislang unbekann-
ten Genen. Es kdnnte sich auch, um eine komplexere, nicht monogene Erbkrankheit han-
deln. Grdssere Stichproben sind sinnvoll, also das Warten auf mehr Falle. Trotz ,,negati-
vem“ Ergebnis leistet die Arbeit einen Beitrag, indem sie mogliche Ursachen eingrenzt,
die Grenzen klassischer Methoden aufzeigt und den Fall nachvollziehbar dokumentiert.



3. Einleitung

3.1 Osteogenesis imperfecta - Definition und Grundlagen

Ol, auch bekannt als Glasknochenkrankheit, ist eine seltene genetische Erkrankung, die
durch extreme Knochenfragilitat, hdufige Frakturen sowie weiteren klinischen Zeichen
wie Kleinwuchs, blaue Skleren usw. gekennzeichnet ist. Die Erkrankung istin 7 verschie-
dene Typen unterteilt, die sich in der Intensitat ihres Verlaufes und klinischen Zeichen
trotzdem unterscheiden. Aufgrund der hohen Auspragungsvariabilitat ist eine Klassifika-
tion jedoch nicht immer maglich. Aktuell ist nur eine symptomatische Therapie zur Ver-
minderung des Ablaufes und weiterer Verschlimmerung maoglich.

Kollagen Typ 1, ein Protein, das den Aufbau der Knochenmatrix macht in Chromosom 7
und 17, ist ein Hauptbestandteil des Bindegewebes. Die haufigste Ol beim Menschen
wird durch Punktmutationen in Genen COL7A7 und COL1A2 verursacht, die fur die Syn-
these des Kollagen Typ 1 wichtig sind. Die genetische Basis von Ol ist jedoch komplex, da
verschiedene Gene, die in die Knochenentwicklung involviert sind, betroffen sein kdnnen.
Beim Menschen sind bis heute viele Kandidaten-Gene mit Ol assoziiert. Dies unter-
streicht die Heterogenitat dieser Erkrankung.

Wahrend Ol beim Menschen gut erforscht ist, gibt es beim Hund bisher nur wenige doku-
mentierte Falle. Betroffene Rassen sind unter anderem Beagle und Lagotto Romagnolo
beim Gen COL1A2, Dachshund beim Gen SERPINH1, Golden Retriever beim Gen
COL1A1. Die zugrunde liegenden genetischen Varianten, also Kandidaten-Gene, unter-
scheiden sich zwischen den Rassen, sodass kein einheitlicher genetischer Mechanismus
beschrieben werden kann. Dies macht die Untersuchung neuer Falle bei anderen Rassen
wissenschaftlich besonders interessant. So sind beim Menschen Uber 20 Varianten be-

kannt, dagegen beim Hund eher wenige, wodurch es viel Entdeckungspotenzial gibt."”: 2>
28, 29, 30

3.2 Der Finnische Lapphund

Der Finnische Lapphund (finn. ,,Suomenlapinkoira®) ist eine Hunderasse aus dem Norden
Finnlands, die zu den Hutehunden gezahlt wird. Heute gilt er vor allem als Familienhund
und erfreut sich wachsender Beliebtheit. **°

Beim Finnischen Lapphund ist die Zuchtpopulation eingeschrankt. Dadurch kénnen ge-
netische Flaschenhalse und Inzucht entstehen, die das Risiko fur ein vermehrtes Auftre-
ten erblicher Erkrankungen erhdéhen. Die Erforschung genetischer Erkrankungen in dieser
Rasse ist daher nicht nur von wissenschaftlichem, sondern auch von zlchterischem In-
teresse.*



3.3 Der untersuchte Fall
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Abbildung 1: Stammbaum des betroffenen Falls

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein konkreter Fall von vermuteter Ol beim Finnischen
Lapphund untersucht. In einem Wurf vom 25. Oktober 2023 wurden sieben Welpen gebo-
ren, von denen zwei deutliche klinische Auffalligkeiten zeigten. Beide Welpen wurden
durch einen Privattierarzt umfanglich klinisch untersucht. Die betroffene Hindin ,,Tarina“
(,no sample®) zeigte frih motorische Einschrankungen mit Fehlbelastung der Gliedmas-
sen sowie schweren Frakturen. Dazu eine ausgepragte Deformation der Hinterbeine, eine
Fraktur im Alter von funf Wochen und eine erhdhte Schmerzempfindlichkeit.

Aufgrund der schlechten Prognose musste sie im Alter von funf Wochen eingeschlafert
werden. Bei diesem Fall wurde keine Blutprobe entnommen. |hr Bruder ,Ritari®
(CFA1339) zeigte ein ahnliches Erscheinungsbild, darunter Fehlstellungen der Gliedmas-
sen, eine Wachstumsverzégerung und kleinere transparente Zdhne. Bei ihm konnte je-
doch rechtzeitig eine Blutprobe gewonnen werden, welche die Grundlage flr die geneti-
schen Analysen dieser Arbeit bildet.?> 33

3.3.1 Genetische Grundlage beim untersuchten Fall

Gene im eukaryotischen Genom sind in der Regel nicht durchgehend codierend aufge-
baut, sondern bestehen aus Exons und Introns.

Exons sind die Bereiche eines Gens, die nach der Transkription im reifen mRNA-Molekdil
erhalten bleiben und fur Proteine codieren. Sie enthalten also die genetische Information,
die letztlich in funktionelle Proteine tibersetzt wird.

Introns hingegen sind nicht-codierende Abschnitte, die zwar transkribiert, aber wahrend
des sogenannten Spleissens wieder aus der pra-mRNA herausgeschnitten werden.

Folglich kdnnen gewisse Mutationen in den Exons zur Anderung der Aminoséuresequenz
eines Proteins und weiterfuhrend zu Beeintrachtigung der Funktion fuhren. Jedoch kon-
nen auch Verdnderungen in nicht-kodierenden Regionen (Introns) zu verdnderter Genex-
pression oder RNA-Verarbeitung fuhren, was dann die Funktion der Proteine beeintrach-
tigen kann. Im untersuchten Fall wird deshalb eine gesamte Genomsequenzierung vorge-
nommen, welche vorgangig gemacht wurde. Im Anschluss wurde auch ein ,Variant Fil-
tering“ zur Identifizierung privater genetischer Varianten durchgefihrt.’®2°



Durch diese vorgangige Untersuchung wurde eine private homozygote, Missense-Variante
auf Chromosom 6 (Chr6:NC_049227.1:2.6'698'728G>A, XM_038539122.1:¢c.1673G>A,
XP_038395050.1:p.Cys558Tyr) als wahrscheinlichste Kandidatenvariante identifiziert. Es
handelt sich dabei um das FZD9-Gen (,,Frizzled- class receptor 9“), welches eine zentrale
Rolle im Wnt-Signalweg spielt. Dieser Signalweg reguliert das Knochenwachstum sowie
die Differenzierung von Osteoblasten und ist damit essenziell fur die Skelettentwick-
lung.21'25’ 33

3.3.2 Generelles zum FZD9-Gen bei Tieren und Menschen

Bei Mausen ist eine Anomalie der Knochenmineralisierung bekannt, die beim FZD9-Gen
ausgelost wird. Das Gen befindet sich auf dem Chromosom 5 und ist zusatzlich mit der
Entwicklung von Nervensystem und Immunsystem verbunden. Es tauchen also auch kli-
nische Zeichen von neurologischen und immunologischen Anomalien auf.?

Beim Menschen liegt das FZD9-Gen auf Chromosom 7, auf dem durch eine Deletion, also
das Loschen eines DNA-Bereiches inklusive der FZD9 Region, das Williams-Beuren-Syn-
drom ausgelost wird. Diese Erkrankung ist mit den Symptomen einer Wachstumsverzo-
gerung, schwachen Knochenstrukturen, geistiger Behinderung usw. assoziiert.™

3.4 Molekulargenetische Untersuchungen

3.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCRistein grundlegendes Verfahren der Molekularbiologie, das entwickelt wurde, um
gezielt DNA-Abschnitte in kurzer Zeit millionenfach zu vervielfaltigen. Sie bildet die Basis
vieler genetischer Analysen, da sie auch aus winzigen Mengen Ausgangsmaterial ausrei-
chende DNA fiir weiterfliihrende Untersuchungen erzeugt.'> 2%’

Prinzip:

Die PCR nutzt die Fahigkeit einer thermostabilen DNA-Polymerase (meist Tag-Poly-
merase), neue DNA-Strange zu synthetisieren. Spezifische Primer, die vorgangig designed
wurden, sind kurze DNA-Stlicke, die den Startpunkt und die Zielregion der Vervielfaltigung
festlegen. Beim Primerdesign ist es wichtig, dass die Primer keinesfalls komplementéar
zueinander sind, da sich die Primer sonst miteinander verbinden konnen. Auch sollten sie
aus praktischen Grinden eine dhnliche Hybridisierungstemperatur aufweisen.

Mithilfe wiederholter Temperaturzyklen werden die DNA-Strange getrennt, die Primer bin-
den sich an die Zielregion und die Polymerase verlangert den Strang. Durch die Wieder-
holung dieser Schritte wird die Zielsequenz exponentiell vervielfaltigt.' 232

Ablauf der PCR:

1. Denaturierung (ca. 95 °C)
Die doppelstrangige DNA wird durch Erhitzen in zwei Einzelstrdnge getrennt. Dies
ist notwendig, um die Basen frei zuganglich zu machen. Besonders stabil sind G-
C-Basenpaare (Guanin und Cytosin), da sie drei Wasserstoffbrickenbindungen
besitzen und daher eine hohere Temperatur erfordern als A-T-Paare (Adenin und
Thymin).>23



2. ,Annealing” (ca. 50 -65 °C)
Die Temperatur wird abgesenkt, sodass die Primer an die komplementaren Se-
quenzen der DNA andocken konnen am 3’-Ende des Vorlagestrangs. Da die Primer
in sehr hoher Konzentration vorliegen, ist die Wahrscheinlichkeit ihres Bindens
deutlich grosser als die einer spontanen Reassoziation der DNA-Strange.'> 23

3. Elongation (ca. 72 °C)
Bei optimaler Arbeitstemperatur der Tag-Polymerase werden freie Nukleotide an
den Einzelstrang angelagert und der DNA-Strang in 5’>3’-Richtung verlangert.?®

Diese drei Schritte bilden einen Zyklus, der in der Regel 25 - 35 Mal wiederholt wird. Nach
jedem Zyklus verdoppelt sich die Anzahl der Zielsequenzen, sodass die DNA-Menge ex-
ponentiell anwachst. Ein erstes, spezifisches PCR-Produkt entsteht erstim 3. Zyklus, die
Fragmente entsprechen nun der Zielgrosse.*

Bedeutung fur dieses Projekt:

In der vorliegenden Arbeit war die PCR essenziell, um den Abschnitt des FZD9-Gens, in
dem die zuvor identifizierte Variante vermutet wurde, gezielt zu amplifizieren. Nur durch
die Vervielfaltigung dieses Genabschnitts konnte eine ausreichende DNA-Menge erzielt
werden, um im Anschluss eine genaue Sequenzanalyse (Kapitel 3.7) durchzufihren. Da-
mit stellt die PCR den entscheidenden Zwischenschritt zwischen der DNA-Isolierung und
der anschliessenden Sanger-Sequenzierung dar.2?

3.4.2 Fragmentanalyse

Die Fragmentanalyse ermdglicht nach der PCR bestimmter DNA-Abschnitte die Uberprii-
fung der Amplifikation. Es werden Primer fUr den spezifischen DNA-Abschnitt designed,
welche mit Fluoreszenzfarbstoffen versehen sind. Mittels der Kapillarelektrophorese wer-
den die amplifizierten DNA-Fragmenten der Ladnge nach getrennt. Dabei werden die ne-
gativ geladenen DNA-Fragmente (Phosphatgruppe ist negativ geladen) von der positiv ge-
ladenen Anode angezogen. Kurze Fragmente wandern schneller durch das Gel als lange,
gemass dem Coulomb Gesetz. Der Computer wertet dann die Lange in Basenpaaren (bp)
aus und ein Laser liest die Stelle der beiden gebundenen Primer ab, die den Anfang und
das Ende des DNA-Abschnittes flankieren. 1> 18.3¢

3.4.3 Sanger Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung, entwickelt von Frederick Sanger, einem britischen Biochemi-
ker und doppeltem Nobelpreistrager, ist eine klassische und bis heute weit verbreitete
Methode zur Bestimmung der Basenabfolge von kurzen DNA-Abschnitten. Sie eignet sich
besonders flir den Nachweis von Varianten in ausgewahlten Genen.?

Prinzip:

Die Methode der Sanger Sequenzierung beruht darauf, mithilfe von Enzymen verschieden
lange DNA-Abschnitte zu generieren, die sich jeweils in der Grosse um genau ein Basen-
paar unterscheiden. Benotigt wird ein kinstlich hergestellter Primer, der an die DNA an-
dockt. Er ermoglicht es dem Enzym tag-Polymerase die komplementaren Nukleotide an



den Vorlagestrang zu knupfen. Voraussetzung flr das Primerdesign und somit auch einer
Sanger Sequenzierung ist, dass man die flankierende DNA-Sequenz kennt. 1332

Neben dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphaten: normalen Nukleotiden) werden zufallig an
verschiedenen Stellen ddNTPs (Dideoxynukleotidtriphosphate: Fluoreszenz markierten
Nukleotide) eingebaut, was zum Stopp der Synthese fuhrt. dNTPs sowie ddNTPs werden
in jeweils 4 Formen von: Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin verwendet, wobei die
ddNTPs 4 verschiedene Farben aufweisen (rot, schwarz, griin und blau). Die ddNTPs be-
sitzen im Gegensatz zu den dNTPs am 3‘-C-Atom des Zuckers statt einer OH-Gruppe nur
ein H-Atom. Da eine Kettenverlangerung nur am 3‘-OH-Ende des wachsenden Stangs er-
folgen kann, kommt die Synthese zum Stillstand, sobald ein ddNTP eingebaut wird. Auf
diese Weise entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, die jeweils mit einem
farbigen Signal enden. Durch anschliessende Kapillarelektrophorese werden die Frag-
mente der Grosse nach getrennt und ihre Sequenz durch ein Detektionssystem automa-
tisch ausgelesen.’:3".32

Ablauf der Sanger Sequenzierung:

1. Denaturierung (ca. 96 °C)
Wie bei der PCR werden die DNA-Doppelstrange getrennt, sodass ein einzelstran-
giger Matrizenstrang zur Verfigung steht."

2. ,Annealing” (ca. 50 °C)
Ein spezifischer Primer lagert sich an die Zielregion der DNA am Matrizenstrang an.
Im Gegensatz zur PCR wird hier nicht mit zwei Primern gearbeitet, sondern pro Re-
aktionsansatz nur mit einem, da nur ein Strang sequenziert wird.™

3. Extension (ca. 60 °C)
Damit das Enzym, die tag-Polymerase arbeiten kann, wird die Temperatur noch-
mals erhoht. Die DNA-Polymerase verlangert den Matrizenstrang, indem sie die
passenden Nukleotide (ANTPs und ddNTPs) einfligt. Dies beruht auf einem Zufalls-
prinzip. Die resultierenden Fragmente unterscheiden sich in ihrer Lange und en-
den jeweils mit einem verschiedenfarbigen ddNTP."3

Bedeutung fur dieses Projekt:

Die Sanger Sequenzierung kommt zur Anwendung beim Untersuchen von monogenen
Erbkrankheiten, um unter anderem zu schauen, ob die Vorfahren ebenfalls Trager des ver-
muteten Gendefekts sind. Dazu bendtigt man die Produkte der PCR. Auch lasst sich bei
der Sanger Sequenzierung feststellen, um welchen Genotyp es sich handelt, also ob das
Tier heterozygot oder homozygot fur das mutante oder Wildtyp Allel ist. Da beim unter-
suchten Fall eine Missense-Variante beim Gen FZD9 zu erwarten ist, handelt sich die San-
ger-Sequenzierung um das perfekte Verfahren, um dies zu Uberpriifen? 132530, 31,32

3.5 Problemstellung, Hypothese und Zielfuhrung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die DNA des Finnischen Lapphundes ,Ritari®
(CFA1339), seinen nahen Verwandten (siehe Abb. 1) und einem Hund mit Ol (CFA0025)
zu analysieren, um zu prifen, ob eine Variante im FZD9-Gen mit dem beobachteten Pha-
notyp der Ol assoziiert wird. Dabei soll Uberpruft werden, ob die identifizierte genetische

7



Variante tatsachlich vorliegt, vererbt wurde und in Zusammenhang mit dem beobachte-

ten Phanotyp steht.

Ausgehend von dieser Problemstellung wurden folgende zentrale Fragestellungen, Hypo-

thesen und methodische Vorgehensweisen formuliert (Tab. 1).

Tabelle 1: Fragestellungen, Hypothesen und Methodik
NR. | FRAGESTELLUNGEN HYPOTHESEN METHODIK
1 Liegt bei ,Ritari“ (CFA1339) | Die beim Finnischen | - PCR und Sanger-
eine Mutation im FZD9-Gen | Lapphund beobach- | Sequenzierung
vor, die mit dem Auftreten | teten Falle von Ol | - Auswertung der Basen-
von Ol in Zusammenhang | sind mit einer Mis- | abfolge
steht? sense-Mutation im | - Vergleich mit Referenz-
FZD9-Gen assoziiert. | sequenz
2 Ist ,Ritari“ (CFA1339) ho- | Die Variante liegt ho- | -Validierung der Variante
mozygot fur die identifi- | mozygot im FZD9-| durch erneute Sanger-
zierte Mutation und handelt | Gen vor. Sequenzierung
es sich nichtum ein techni- - Kontrolle der Rohdaten
sches Artefakt? auf Artefakte
3 Stimmen die Genotypen | Die Mutation im | - Segregationsanalyse
der Familienmitglieder mit | FZD9-Gen wird auto- | innerhalb der Familie
einem autosomal-rezessi- | somal-rezessiv ver- | - Genotypisierung der
ven Erbgang Gberein? erbt: erkrankte Tiere Eltern und Geschwister
sind homozygot, Tra- | - Vergleich der Genotyp
ger heterozygot. Phanotyp-Korrelation




4. Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt wird der genaue Ablauf der Untersuchung geschildert. Sofern die
Methodik in der Einleitung nicht ausgeflhrt wurde, findet sie sich im passenden Kapitel
mit dazugehaorigen Quellen. Ausgenommen sind Kapitel 4.4, 4.5 und 4.7. Alle Berichte
sind durch Quelle 26 und 34 erganzt, sind diese uberwiegend angewendet, werden sie
einzeln aufgefthrt.

4.1 Laborbedarf

Alle im Labor verwendeten Losungen, Reaktionspuffer und sonstigen Materialien werden
in diesem Kapitel fortlaufend mit deren Methodik erwahnt. Zu Beginn ist anzumerken,
dass man in verschiedenen Raumen arbeitet, immer Handschuhe anzieht und die Haare
zusammenbindet. Verschiedene Pipettengrossen mit dazugehdrigen Pipettenspitzen ge-
horen zur Grundausstattung sowie alle benutzten Gerate. Das Primerdesign wurde vor-
gangig durch Dr. med. vet. Cleo Schwarz gemacht.

4.2 Blutprobenentnahmen und Probenaufbereitung

Fur die genetischen Analysen wurde bei ,Ritari“ sowie seinen nahen Verwandten eine
Blutprobe durch einen Tierarzt entnommen. Das gewonnene Vollblut wurde mit EDTA
(Ethylendiamintetraazetat) versetzt. EDTA wirkt als Antikoagulans, also ein Stoff, der die
Blutgerinnung durch Binden von Ca - lonen verhindert, wodurch das Blut ungerinnbar ge-
macht wird.*

Die Verwendung von EDTA-Blut als Ausgangsmaterial stellt in der molekulargenetischen
Diagnostik den Standard dar, da es eine hohe Qualitat und Stabilitat der DNA gewahrleis-
tet. Im Gegensatz zu alternativen Proben wie Speichel, Urin oder Kot ist die DNA im Blut
deutlich weniger anfallig fur Kontaminationen durch Mikroorganismen und liefert eine ho-
here Konzentration an intakter DNA. EDTA-Blut ist die bevorzugte Methode zur DNA-Iso-
lation aufgrund ihrer langen Haltbarkeit.?* 34

Nach Probennahme und sorgfaltiger Durchmischung des EDTA-Blutes mithilfe eines Vor-
tex-Gerates, damit keine Sedimentation vorliegt, wurden die R6hrchen beschriftet und di-
gital erfasst. Das Material fUr die sofortige Verarbeitung als auch fur spatere Analysen
kann bei-20 °C liber mehrere Wochen konserviert werden.

4.3 DNA-Isolation

Fur die Isolation begibt man sich in den pra-PCR-Raum.
Einen Zellkern und die darin vorhandene DNA enthalten nur die Leukozyten im Blut.®

Auf dem Vortext Gerat durchmischt man die 0,5ml EDTA-Blut und fullt sie in 2ml Mini-Ep-
pendorf-Réhrchen. Dies dient als Ausgangsmaterial flr die anschliessende DNA-Isolie-
rung. Uberschiissiges Blut wird zur Wiederholung des Experiments oder fiir spatere Ana-
lysen in 2-ml-Eppendorf-Rohrchen abgeflllt und bei -20 °C gelagert. Wichtig ist die ein-
deutige lIdentifikation der Blutproben. Dabei wird alles mit der jeweiligen Rasse des Hun-
des, internen Nummer inklusive QR-Codes beschriftet und im Computer eingetragen.



Die Isolierung der DNA erfolgte mithilfe des halbautomatisierten Systems Maxwell® RSC
(Promega). Dieses Instrument nutzt eine Kartuschen-basierte Methode, die klassische
mehrstindige, manuelle Extraktionen innerhalb von ca. 45 Minuten standardisiert durch-
fihren kann. Es lauft in 6 Schritten ab:'®

® ©) ©) ® ® ®

Add Sample Sample Mixing Particle Capture Nucleic Acid Binding
Particle Washing Nucleic Acid Elution

VERRERYY O TreeeRy """"" M AAAAAL

Abbildung 2: DNA-Isolierungsschritte des Maxwell RSC (Promega) Gerétes’®

1) 0.5mlEDTA-Blut werden in die erste Vertiefung der Kartusche gegeben und in die
Maschine eingesetzt. Der folgende Ablauf startet dann automatisch.

2) LysederZellen: zu Beginn werden die Proben mit einem Lysepuffer versetzt. Die-
ser enthalt u.a. SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate), das die Lipid-Doppelschicht der
Zellmembranen aufbricht und NaOH (Natriumhydroxid), dass den Abbau der
Zellmembran fordert. Die Lyse dient dazu, die Zellmembran sowie die Kernhulle
zu zerstoren und die DNA aus den Leukozyten freizusetzen.

3) Paramagnetische Partikel werden hinzugegeben, die aufgrund ihrer chemischen
Beschichtung selektiv DNA binden.

4) Bindung: Unter magnetischem Feld lasst sich die DNA von den Ubrigen Zelltrim-
mern und Proteinen abtrennen.

5) Durch mehrfache Waschschritte werden Zelltrimmer entfernt und das Kontami-
nationsrisiko vermindert, um eine moglichst reine DNA-Fraktion zu erhalten.

6) Elution der DNA: Im letzten Schritt wird die gebundene DNA durch einen Eluti-
onspuffer (Elution-Buffer: 10mM Tris/ HCL mit pH 8.5) von den Partikeln gelost
und in einem Reaktionsgefass gesammelt.

Das resultierende DNA-Eluat wird kurz zentrifugiert, um alle Flussigkeitsreste zu sam-
meln und fur die weiteren Analysen bereitgestellt. Danach wird die DNA (geldst in Elusi-
ons-Buffer) noch in ein 1.5ml Eppendorf-Réhrchen umpipettiert. DNA in Elutions-Buffer
kann aufgrund dessen Zusammensetzung (siehe oben) mehrere Wochen bei Raumtem-
peratur gelagert werden.

Die erwartete DNA-Konzentration nach einer Isolierung mittels dem Maxwell RSC Gerat
liegt bei ca. 100ng/ul.'®%

4.4 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR: siehe Kapitel 3.4.1)

Far die PCR und alle weiteren Schritte (Kapitel 4.5- 4.9) werden Proben der gesamte In-
dexfamilie verwendet (CFA1339-CFA1347), sowie eine Schwester der Mutter (CFA1346).
Zusatzlich werden noch weitere Finnische Lapphunde als Kontrolltiere derselben Rasse
verwendet (CFA0025-CFAQ0031). Einer davon, CFA0025, ist auch von Ol betroffen. Ob es
sich jedoch um die gleiche Ursache handelt, ist (noch) nicht bekannt.

Die Proben werden in eine 96-well Platte gegeben (Abb.3).
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Plate 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A CFal133%9 CFR1347
B CFal340 CFR0025
C CFR1341 CFROD27
D CFR1342 CFROD28
E CFR1343 CFRO029
F CFR1344 CFRO030
G CFR1345 CFRO031
H CFal346 HZ0

Abbildung 3: Platte 1 fir die PCR mit allen Samples

Da die Primer in festem Zustand geliefert werden, mussen diese erstin flissigen Zustand
gebracht werden. Man pipettiert Nuclease-freies Wasser dazu (benodtigte Menge gemass
dem Beiblatt von Microsynth, wo die Primer bestellt wurden, Abb.4). Diese Losung wird
danach noch in etwa mit einem Verhaltnis von 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdinnt.
Die flussigen Primer werden zentrifugiert.

Technical Datasheet

Microsynth

Order Id 927702 Order Date  11.04.2025
dog_FZD9_F1 Olige Id 5577841
Type DNA Synthesis scale Genomics Molecular weight 6110.0 g/mol Amount 9.86 0D
5 Modification NOME Purification Desalted Ext. coefficient 203.7 1/{mM-cm) 43 4 nmol
3" Modification  MNOME Length 20 nt Tm {50 mM NaCl) 56.4 °C 295.9 pg
Mo internal modifications Tm (NN-Method) 51.1°C Volume for 100 uM 4543 pl
5'-TAT GAA CGC CTC AAC ATG GA-Z
dog_FZD9_R1 Oligo id 5577842
Type DHA Synthesis scale Genomics Molecular weight 6027.9 g/mol Amount 5.46 OD
5 Modification  NOME Furification Desalted Ext. coefficient 180.5 1/(mM-cm) 46.8 nmol
3" Modification NOME Length 20 nt Tm {50 mM NaCl) 58.4°C 252 4 pg
Mo internal modifications Tm (NN-Method) 525°C Volume for 100 uM  468.5 pl

9-TCACTT GCC TGA CCT TGA CA-3

Abbildung 4: Primerdesign mit dazugehdrigen Informationen

Fur die Reaktion wird ein Mastermix gemischt und mit einer jeweiligen DNA zusammen-
gegeben. Es werden folgende Komponenten bendotigt:

Number of samples per primer-couple

Mastermix (pL) (uL) 20

ATG360 MM 5 100 0 0
Wasser 2 40 0 0
GC 1 20 0 0
Primer F [10pM] 0.5 10 0 0
Primer R [10puM] 0.5 10 0 0
Ansatzvolumen (pL) 9

DNA (ca. 5-10ng/pL) 1

Gesamtvolumen (ulL) 10

Abbildung 5: Mastermix Zusammensetzung flir die PCR

Die ganze Platte 1 wird nun zentrifugiert, damit sich alle Bestdande am Grund befinden und
in der PCR in der richtigen Menge reagieren konnen. Nun wird die Platte 1 in den Thermal
Cycler gestellt, der die PCR-Reaktion durchfthrt.
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PCR- Verlauf:

Initial Denaturation 10 min 95°C
Denaturation 30 sec 95°C
Annealing 30 sec 60°C 30-35 cycles
Elongation 1 min 72°C
Final Elongation 7 min 72°C

8°C at the end

Abbildung 6: PCR-Verlauf

Ist die PCR abgeschlossen, kuhlt der Thermal Cycler auf 8 Grad Celsius ab. Kurzfristig
kann die DNA bei -4° gelagert werden, langerfristig bei -20°.

4.5 Fragmentanalyse
Die Fragmentanalyse wird mit 10 der Proben durchgefuhrt (Abb.7).

Fragment Analyzer

1 [ 2 ] 3 ] a4 | s [ e [ 7 | 8 [ 9o | 10 [ 11 [ 12 |
|cFa1339 |cFA1340 [cFR1341 |CFA1342 [CFA1343 [CFA1344 |CFA1345 |CFAL346 |CFAL347 |H20 \ | ladder |

Abbildung 7: Fragment Analyzer Platte mit den darin enthaltenen Proben
Verschiedene Materialien werden dazu benoétigt. Der Ablauf ist wie folgt:

- 22yl Dilution-Buffer 1x TE (Agilent) werden in Well 1-10 der Fragment-Analyzer
Platte gegeben. Dies dient zur VerdiUnnung der DNA.

- 2uLPCR-Produkt werden zu Well 1-10 dazugegeben

- 24pul Ladder (Agilent) zu Well 12 dazugegeben: DNA-Probe mit Fragmenten be-
kannter Lange dient als Referenz.

- Umdie Verdunstung zu minimieren, wird am Ende in jedes Well ein Tropfen Mine-
ral Oil Dropper Bottle (Agilent) hinzugefligt.

Das System generiert einen Elektropherogramm (Abb. 15), der die Fluoreszenzintensitat
(y-Achse) in Abhangigkeit von der Fragmentlange (x-Achse) darstellt. Die Fragmentgros-
sen werden durch Vergleich mit dem DNA-Ladder (Well 12) bestimmt.

4.6 Aufreinigung der PCR-Produkte (ExoSAP)

Vor der Sequenzierung mussen Uberschussige Primer und nicht eingebaute dNTPs ent-
ferntwerden, um Storsignale zu vermeiden. Hierfur wird die enzymatische Reinigungsme-
thode ExoSAP-IT™ eingesetzt und der SimpliAmp Thermal Cycler nochmals verwendet.
Dazu benotigt man ein Mastermix, der wie folgt zusammengesetzt ist: %3

—> ExofSAP HL 20 Samples
10x SAP Buffer 1 20
SAP (1U/pL) 0.5 10
Exo | (20U/pL) 0.05 1
H,0 1.45 29

Abbildung 8: Mastermix Zusammensetzung fiir die ExoSAP

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) dephosphorisiert freie dNTPs zu Deoxynukleosiden,
was unerwlnschte Nebenreaktionen verhindert. Exonuclease | degradiert einzelstrangige
DNA (5>3‘-Richtung) und entfernt Uberschussige Primer.
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In jedes Well wird nun 3ul des Mastermix und 10ul des PCR-Produktes pipettiert. Hierbei
ist Vortexen untersagt, da die beiden Enzyme sehr empfindlich sind. Jedoch wird die
Platte kurz zentrifugiert und auf den ,Shaker“ gestellt (950 rpm).% %14

Die Inkubation erfolgt im Thermocycler bei 37 °C (Enzymaktivitat) fur 30min, was unbe-
dingt eingehalten werden muss, da sonst die Enzyme zu frih ihre Aktivitat verlieren. An-
schliessend wird auf 80 °C (Inaktivierung der Enzyme) Gber 15min erhitzt. Das so aufbe-
reitete Produkt ist unmittelbar flr die Sequenzierung einsetzbar.”-8 9 10.14

Thermocycler
3 pL Mix in jedes well 30 min 37°
15 min 80°C

Abbildung 9: Ablauf der ExoSAP

4.7 Sanger Sequenzierung (siehe Kapitel 3.4.3)

Ein Mastermix wird wieder angefertigt, der jeweils entweder den Vorwarts- (Primer_F)
oder Ruckwartsprimer (Primer_R) enthalt. Im Gegensatz zur PCR wird pro Reaktion nur
einer der Primer verwendet. Diese werden mit jeder DNA der einzelnen Familienmitglie-
der zusammen mit dem Mastermix bearbeitet. Dazu wird eine neue 96-Platte (Abb.10)
verwendet. Jede Probe wurde jeweils mitdem Primer_F und mit Primer_R separat sequen-
Ziert.

Plate 2 1 2 3 4 5 I 6 7 | 8 9 10 1 12
A CFA1339 FzD9 F1l CFA1347 FZD9_F1 CFA1339 FzD9 Rl CFR1347 FZD9_RI1
CFA1340_FzZD9_F1 CFAQ025_FzD9 _F1 CFA1340_FzZD% _R1 CFAQ025_FzD9 _R1

CFA1341 FzD9_F1 CFA0027_F2zD9_F1 CFA1341 FzD9 Rl CFA0027_F2D9_R1
CFAl342_FzZD9_F1l CFAQ028_FzZD9_F1 CFAl342_FZD%_R1 CFA0028_FzZD9 _R1
CFA1343 FzDS Fl CFA0029 FzD9 Fl CFA1343 FzDS R1 CFA0029 FzD% Rl
CFAl1344 FzDS F1l CFA0030_FZD9_F1 CFA1344 FzDS Rl CFA0030_FZD9_R1
CFA1345 FzDS Fl CFA0031 FzD9 Fl CFA1345 FzDS R1 CFA0031 FzD% R1
CFA1346_FzD9 _F1l H20_FzD9_F1l CFA1346_FzZD9 R H20_FzD9_R1

T|o|n|m(o|o|e

Abbildung 10: Platte 2 fur die Sanger-Sequenzierung mit allen Samples und Primern

Der Mastermix setzt sich wie folgt zusammen:

(A) Sequenzreaktion

Probenanzahl 1

Big Dye 0.5 L
5x Sequencing Buffer 0.5 pL
Primer [10pM] 0.4 pL
dH20 3.6 L
Ansatzvolumen 5 uL

Abbildung 11: Mastermix Zusammensetzung fir die Sanger-Sequenzierung

,BigDyeTM Ready Reaction Mix“ sind Nukleotide mit den vier Basen Adenin, Thymin, Gu-
anin und Cytosin. Diese Bausteine werden zur Synthese des neuen DNA-Stranges von der
tag-Polymerase in Form von dNTPs bendtigt und fluoreszenzmarkierte ddNTPs. Hier ist
auch die DNA-Polymerase enthalten. '

Hinzugegeben wird nun noch 1pl des PCR-Produktes in jedes benutzte Well.

Man bedeckt die gefullte Sequenzierungs-Platte (6l pro Well) mit dem Deckel und gibt
sie in die Eppendorf Zentrifuge 5810 und danach noch kurz auf den Shaker bei 950rpm.
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Nun wird sie in den Thermal Cycler gegeben, jedoch wird das Programm ,Sequen-
cing_Reaction“ ausgewahlt mit dem Volumen 6pl.

Der Ablauf umfasst:

Initial Denaturation 1 min 96°C
Denaturation 10 sec 96°C
Annealing 5sec 50°C 25 cycles
Elongation 2 min 60°C

8°C at the end

Abbildung 12: Ablaufim Thermal Cycler der Sanger Sequenzierung

Nach Beendung des Programmes wird die 96-well-Platte (Abb.10) nochmals zentrifugiert.

4.8 Aufreinigung und Vorbereitung des Sequenzierproduktes

Nach der Sequenzierungsreaktion wird das Produkt durch Ethanol-Fallung gereinigt, um
unverbrauchte ddNTPs, Uberschissige Salze und Proteine zu entfernen. Vor der Fallung
wird EDTA zugesetzt, um divalente Kationen (Mg?*) zu chelatisieren und somit enzymati-
sche Reaktionen zu stoppen. Danach wird die DNA in Hi-Di™-Formamid resuspendiert,
wodurch sekundare Strukturen verhindert und eine prazise Fragmenttrennung durch Ka-
pillarelekrophorese ermdoglicht werden.?8: 31

Der Ablauf:

I (C) Aufreinigung (Zeite einhalten!)

Iz L 125mMm EDTA

025 1L 100% ETOH

IMit Folie gut abdecken, 15 Min auf Shaker

ll 20 Min 3000 x g (Prog. 1)

IPIatte drehen und auf Papier lagern

Iln\.rer‘t spin 100 - 150 x g, 2 Min (Prog. 2}

IMind. 15 Min trocknen im Dunkeln

IlO pL HiDi-Formamid + alle leere léchern mit 15 pL H20 fiillen
!Mit dem ABI Deckel abdecken und 15 min lang auf Shaker

Abbildung 13: Ablauf der Aufreinigung

4.9 Kapillarsequenzierung mit ABI 3730

Die vorbereiteten Proben werden auf einem ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
analysiert. Dieses Gerat kombiniert Kapillarelektrophorese mit einem Detektionssystem,
das die Fluoreszenz der ddNTPs erfasst. Die Rohdaten werden in ein Elektropherogramm
(Abb.15) umgewandelt und anschliessend mittels dem ,,Sequencher Programm® sichtbar
gemacht.

Die Ergebnisse dienten als Grundlage, um die Sequenz des FZD9-Genabschnittes bei ,,Ri-
tari“ (CFA1339), seinen Verwandten und den anderen getesteten Hunden zu vergleichen
und die Kandidatenvariante zu Uberprifen.2s
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5. Resultate

5.1 Ergebnisse der Fragmentanalyse

Gel Image

CFA1339_1
CFA1340_1
CFA1241_1
CFa1342_1
CFA1343_1
CFA1344_1
CFA1345_1
Fa1346_1
CFA1347_1
‘Water_1
empty
ladder

n
b

G1
Gz
G3-
G4-
(e}
G
ca
Go-
G10-
G11-
G12-

Samples

Abbildung 14: Resultat der Fragmentanalyse; weitergehend siehe Anhang (Kap.11)

Ein Balken (Abb.14) zeigt das Vorhandensein der Fragmente an. Wenn dies der erwarteten
Grosse entspricht, konnen wir davon ausgehen, dass die PCR funktioniert hat und die bei-
den Primer korrekt gebunden haben.

Die Fragmentanalyse der PCR-Produkte zeigte bei allen untersuchten Proben (CFA1330_1
bis CFA1347_1) ein klar erkennbares Fragment von ca. 460 bp. Dieses entspricht der er-
warteten Grosse (477Bp) des amplifizierten FZD9-Genabschnittes.

In der Negativkontrolle der Wasserprobe konnten DNA-Fragmente nachgewiesen wer-
den, was auf eine kontaminierte PCR hindeutet. Im leeren Well sind wie zu erwarten keine
Fragmente vorhanden. Das verwendete Ladder zeigt die erwarteten Referenzfragmente
(100-1500 bp). Damit konnte die erfolgreiche Amplifikation des Zielabschnitts bestatigt
werden. Die Bande in der Negativkontrolle weist jedoch auf eine vorhandene Kontamina-
tion hin.
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5.2 Erge

bnisse der Sanger Sequenzierung von PCR-Amplifikaten

EJ contigrons]

IQIOMISW Cut Map Find Show Cheomatograms | ReAligner

4B cra2s_Fzos F1
43 cran_FZDS F1
4B cran2s_FZ08 F1
4B cramzs Fzos F1
B crAdy_FZD8 F1
48 cra13s_FZos R
483 cra1o_FzDe R
B cra1aa_F2os 71
4B cFa142_FZDS F1
48 cra1343_F209 F1
4B cra1a_Fzos £
48 cratus Fzos F
48 craraea F208 F1
48 cratia7_FzDs F1

AGACTTTCEAGAECTGGCABNGCTTGTGCCACCGCARGATGGCAGCCGGCEGGGCCCGGGCAANBGCCTGCCGGGCTTCCGGGGGCTATEGCCGTGGCACCCACTECCACTACKAGE
=:crr'tccmAccrchuucr':GrGccnccccncuGGcmcﬂqcccccccccGchuAchc'rscccoccrrcccsccccnrscccc:cscncccncrGccxcncucﬁ
CTTTCCAGACCTGGCABABCTTGTGCCACCGCAMBATGGCAGCCGGCCGGGCCCEEGCARAGGCCTGCCEGGCIRCCGGGGGCTATGGCCETGGCACCCACEGCCACTACKAGS
AGABTTTCCAGAGCTGGCABABCTTGTGCCACCGCAAGATGGCAGCCGGCCGGECCCGEGCARAGGCCTGCCGGGCTTCEGGGGGCTATGGCCGRGGCACCCACTGCCACTACAAGE
AGAETTTCCAGACCTGGCABMECTIGTGCCACCECANBATGGCAGCCGGCCGGGCCCEEECARRGGCCTGCCGEECTTCCGGEEGCTATGGCCETEGCACCCACTGCCACTACKALE
AGACHTICCAGACETGGCAGAGCTTGIGCCACCGCAAGATGGCAGCCEGCCEGGCCCEEECARAGGCAACORGGEHTCCGG6GGCTATGGCCETGGCACCCACTGCCABTACAAGS
€T T T CCRNNE C AN T G TGCCACCGCARGATGGCAGCCGGCCEGGCCCGEGCARAG
AGACTTTCCAGACCTGGEAENECT IGTGCCACCGCAAGRATGGCAGCCGGCCGGGCCCGGGCAAAG
TTTCCAGABCTGGCAGABCTIGTGCCACCGCAAGREGGCAGCCGGCCGGGCCCGGGCARAGH BEEG}CTTCCG6666CTATGGCCETGGCACCCACTGCCACTACRAGS
CTTTCCAGACET oo ENENEENT G TG CCACCGCANGATGGCAGCCGGCCGGGCCCEGGCARAG) BeBsqCTTCCGG66GCTATGGCCGEGGCACCCACTGCCACTACRAGE
AGACTTTCCAGACCTGGCAGACTTGTGCCACCGCARGATGGCAGCCGGCCGGGCCCGGECARA CTTCCG6G6GCTATGGCCGTGGCACCCACTGCEACTACKAGS
ETTTCCRAGACCTGGCABMECTTGTGCCACCGCAAGRTGGCAGCCGGCCGEGCCCEGGCARAE CTTCCGGGGGCTATGGCCGEGGCRCCCACTGCCACTACKAGE
AGACTTTCCAGACCTGGCABABCTTGTGCCACCGCANGATGGCAGCCGGCEGGGCCCGGGCAAAG CTTCCGGGGGCTATGGCCGTGGCACCCACEGCCACTACKAGS
AGRCTTTCCAGACCTGGCABABCTTGTGCCACCGCARGATGGCAGCCGGCCGGECCCGEGCARAG CTTCCGGGGGCTATGGCCGEGGCNCCCACTGCCACTACAAGE

B NC_043227_FZD3_referencea] AGACT TTCCAGACCTGGCAGAGCTTGTGCCACCGCARGATGGCAGCCGGCCGGGECCCEEECARAGGORTSCCHLGCTITCCGGGGGCTATGGCCGTGGCACCCACTGCCACTACAAGS

15 tragment bases 3t 0 T1é10 T1e20 | FGET) T1e40 T1éso Ticeo 1670 Tiéso Tleso 11700 11710 I

consensus posten 1721 AGACTTTCCAGACCTGGCAGAGCTTGTGCCACCGCAAGATGGCAGCCGGCCEGGCCCGEGCARAGGCCTACCEGGCTTCCGGGGGCTATGGCCGTGGCACCCACTGCCACTACAAGS
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Abbildung 15: Resultat der Sanger-Sequenzierung

In Abbildung 15 sind die Resultate der Sanger Sequenzierung des FZD9-Genabschnittes

mithilfe de

s automatischen Sequenzer ABI 3730 dargestellt. Die einzelnen Sequenzen

wurden sowohl mit Vorwarts- als auch mit Ruckwarts-Primern sequenziert.
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Die Basen sind im Chromatogramm farbcodiert: Adenin (A) = grtin, Cytosin (C) =blau, Gu-
anin (G) = schwarz, Thymin (T) = rot. Jeder Peak (Welle) reprasentiert eine Base, deren
Qualitat an der Scharfe und Hohe der Kurve erkennbar ist.

Im markierten Bereich (1) zeigt die untersuchte Variante eine Punktmutation, einen Ba-
senaustauschvon G>A (NC_49227.1:g.6'698'728G>A). Die untersuchten Tiere zeigen an
dieser Stelle drei verschiedene Varianten:

e Homozygot Wildtyp (G): Tiere mit ausschliesslich einem schwarzen Peak an dieser
Stelle. Sie tragen nur das Wildtyp-Allel (G/G) (2).

e Heterozygot (H): Tiere mit Uberlagerten Peaks (schwarz und grin/rot) an der glei-
chen Position. Dies weist auf die gleichzeitige Anwesenheit von Wildtyp- und mu-
tiertem Allel hin (G/A) (3).

e Homozygot mutiert (A): Tiere mit einem einzelnen roten Peak an der entsprechen-
den Position. Sie tragen ausschliesslich das mutierte Allel (A/A) (4).

Der betroffene Welpe ,Ritari“ (CFA1339) ist homozygot fur das mutierte Allel (A/A). Die
beiden Eltern CFA1340 und CFA1347 (Abb.1) sind jeweils heterozygot (G/A). Samtliche
Geschwister sind ebenfalls heterozygot (G/A), mit der Ausnahme der Schwester CFA1341
die wie ,Ritari“ die homozygote Variante (A/A) fir das mutierte Allel aufweist. Somit sind
die Eltern und alle Kinder bis auf ,,Ritari“ und CFA1341 Trager des Wildtyp-Allels. Die an-
deren unverwandten Finnischen Lapphunde, auch der von Ol betroffene Hund
(CFA0025), sind alle homozygot fur das Wildtyp-Allel (G/G).

Somit lasst sich das Ergebnis eines autosomal-rezessiven Erbgangs flir den FZD9-Genab-
schnitt aufzeigen.
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6. Diskussion

Die positive Negativkontrolle (Wasser) in PCR und Sanger-Sequenzierung belegt eine kri-
tische Kontamination, welche alle Daten nicht interpretierbar macht (invalidiert). Das Ex-
periment musste in jedem Fall wiederholt werden. Aufgrund der zeitlichen Begrenzung
des praktischen Teils am Institut fur Genetik der Universitat Bern war eine solche Wieder-
holung nicht mdglich. Ich werde die Ergebnisse im Folgenden rein theoretisch diskutie-
ren, bin mir aber bewusst, dass die Resultate invalidiert sind.

6.1 Interpretation der Fragmentanalyse

Die Fragmentanalyse sollte den Nachweis erbringen, ob die PCR-Amplifikation funktio-
niert und die erhaltenen Produkte die erwartete Lange aufweisen. Die Resultate zeigten,
dass Fragmente im erwarteten Bereich von etwa 460 bp vorhanden waren. Die Negativ-
kontrolle zeigte jedoch auch eine Bande in diesem Grossenbereich, was auf eine Konta-
mination hindeutet. Da es sich um die gleiche Grossenordnung handelt (ca. 460bp) be-
deutet dies, dass es sich dabei um eine Kontamination mit einer Ziel-DNA Probe handelt.

6.1.1 Ursachen fur die positive Negativkontrolle

Mogliche Ursachen kdnnen sein, dass falschlicherweise DNA in das Wasser-Well pipet-
tiert wurde und somit amplifiziert wurde. Auch kénnte falschlicherweise eine DNA-Probe
anstelle der Wasserprobe von der PCR-Platte in das Well der Fragment-Analyzer Platte
(Abb.7) pipettiert worden sein. Nicht auszuschliessen eher unwahrscheinlich, ware auch
eine Kontamination durch Umwelt-DNA oder DNA aus anderen PCR-Experimenten.

Aufgrund der identischen Intensitat von Kontrolle und Proben sind biologische Aussagen
unmoglich - alle Ergebnisse sind durch Kontamination invalidiert. Jedoch konnte besta-
tigt werden, dass das Experiment technisch funktioniert hat. In einer wiederholten Ana-
lyse mit einer korrekt angesetzten Negativkontrolle kdnnte die Kontamination ausge-
schlossen werden.

6.2 Interpretation der Sanger Sequenzierung von PCR-Amplifikaten

Die folgende Interpretation ist aufgrund der positiven Negativkontrolle rein theoretisch.

Auffallig war, dass sich das sich ein Erbmuster konsistent innerhalb der Familie durchzog
(Kapitel 5.2): Die Verteilung der Genotypen innerhalb der Familie entspricht der 2. Men-
delschen Regel (Spaltungsregel), die bei der Kreuzung zweier heterozygoter Eltern
(CFA1340 und CFA1347) eine Aufspaltung der Nachkommen im Verhaltnis 1:2:1 (G/G:
G/A: A/A) vorhersagt. Jedoch istin diesem Wurf kein homozygoter Wildtyp (G/G) vertreten,
was sich durch das Zufallsprinzip der Vererbung erklaren lasst. Lediglich eine Schwester
(CFA1341) zeigte wie ,,Ritari“ (CFA1339) den homozygot mutierten Genotyp (A/A). Die an-
deren Geschwister (CFA1342 — 1345) sind alle heterozygot (G/A). Es kann davon ausge-
gangen werden, dass diese Mutation nicht ursachlich fur die Erkrankung ist, da CFA1341
keine klinischen Zeichen einer Ol aufweist. °

Die anderen Finnischen Lapphunde (CFA0025 - 0031), die untersucht wurden waren
ebenfalls keine Trager des mutierten Allels. Der von Ol betroffene Hund (CFA0025) ist also
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auch homozygot fur das Wildtyp Allel, was diese Variante als Krankheitsursache aus-
schliesst. Es wird darauf hingedeutet, dass diese Variante in der Rasse nicht so verbreitet
ist. Diese Annahme ist jedoch sehr vage, da nur wenige Hunde untersucht wurden.

6.3 Mogliche Ursachen und alternative Erklarungen

Die Ursache der Erkrankung im untersuchten Wurf bleibt ungeklart. Es gibt mehrere mog-
liche Erklarungen: Die folgenden Kapitelvon 6.3.1 - 6.3.6 sind alle in Zusammenarbeit mit
Dr. med. vet. Cleo Schwarz entstanden.

6.3.1 Andere Kandidaten-Gene

Zahlreiche Gene sind bereits mit Ol in Verbindung gebracht worden, vor allem COL7A1
und COL1A2, die fur die Kollagen-Synthese verantwortlich sind. Daneben sind weitere
Gene bekannt, dieim Knochenstoffwechsel eine Rolle spielen (z. B. CRTAP, PPIB, IFITM5).
Es ist moglich, dass die Erkrankung im untersuchten Wurf durch eine Mutation in einem
dieser Gene verursacht wurde.

6.3.2 Neue oder bislang unbekannte Gene

Es ist auch moglich, dass ein bislang unbeschriebenes Gen , welches noch nicht mit Ol
in Zusammenhang gebracht worden ist, verantwortlich ist. Die Erforschung seltener Erb-
krankheiten zeigt immer wieder, dass neue Gene entdeckt werden, die bisher nicht mit
einer bestimmten Erkrankung in Verbindung gebracht wurden.

6.3.3 Nicht genetische Ursachen

Denkbar ist auch, dass die klinischen Auffalligkeiten nicht auf eine genetische, sondern
auf eine nicht-genetische Ursache zuruckzuflhren sind, beispielsweise auf vorgeburtli-
che Entwicklungsstorungen, Ernahrungsdefizite oder andere Umweltfaktoren, die ein
ahnliches Erscheinungsbild wie Ol hervorrufen kénnen. Da die klinischen Zeichen aber
schwer sind, ist diese Theorie eher unwahrscheinlich.

6.3.4 Eine andere Krankheit, die Ol ahnelt (Phanokopien)

Die klinischen Zeichen kdénnten durch eine andere Erkrankung hervorgerufen worden
sein, die ein dhnliches Erscheinungsbild wie Ol zeigt, jedoch durch andere Mechanismen
entsteht. Dies erschwert die eindeutige Diagnose anhand klinischer Beobachtungen.

6.3.5 Komplexe oder polygenetische Ursachen

In dieser Arbeit wurde von einer monogenen Vererbung ausgegangen. Es ist jedoch nicht
auszuschliessen, dass die Erkrankung polygen bedingt sein kdnnte, also durch das Zu-
sammenspiel mehrerer genetischer Varianten verursacht wird. Eine einzelne Mutation
wulrde dann nicht ausreichen, um die Krankheit auszuldsen. Um diese Hypothese zu tes-
ten brauchte es aber weiterfiihrende genetische Experimente mit vielen Fallen und Kon-
trollen. Dies ist aber zum jetzigen Zeitpunkt nicht gegeben.

6.3.6 Limitationen der verwendeten Methoden

Auch mussen die Grenzen dieser Untersuchung berucksichtigt werden. Mit der PCR und
Sanger-Sequenzierung wurde nur ein kleiner Abschnitt des FZD9-Gens untersucht.
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Andere mogliche Mutationen innerhalb desselben Genabschnittes oder in anderen Ge-
nen konnten mit diesen Methoden nicht Uberpruft werden. Zudem wurde nur eine be-
grenzte Zahl an Tieren analysiert.

6.4 Uberpriifung durch externe Analysen

Um die Ergebnisse dieser Arbeit zu Uberprifen und weiterfiuhrende Informationen zu ge-
winnen, wurden die Proben an ein spezialisiertes Unternehmen weitergegeben (Name un-
bekannt, kein Bericht zuganglich). Mithilfe fortschrittlicherer Methoden konnte dort be-
statigt werden, dass die beobachtete Mutation im FZD9-Gen nicht ursachlich fur Ol ist.
Dies unterstutzt die in dieser Arbeit gezogene Schlussfolgerung, dass die Ursache nicht
der FZD9-Genabschnitt ist.

Die beim Finnischen Lapphund beobachteten Falle von Ol sind nicht mit einer Missense-
Mutation im FZD9-Gen assoziiert.

Die Variante liegt homozygotim FZD9-Gen vor und stellt keine Sequenzierungs- oder Ana-
lysefehlerquelle dar.

Die Mutation im FZD9-Gen wird autosomal-rezessiv vererbt. Da sie aber nicht die Krank-
heitsursache darstellt sind neben dem erkrankten Tier auch ein gesundes homozygot.

6.5 Verbesserungsmoglichkeiten

Durch die positive Negativkontrolle wurde das gesamt generierte Ergebnis unbrauchbar.
Einen sorgfaltigeren Umgang mit den Negativkontrollen ware sinnvoll. Auch sollte in kinf-
tigen Studien bereits von Anfang an genug Zeit fur mogliche Wiederholungen eingeplant
werden.

6.6 Stellungnahme zu den Hypothesen

1. Dass die beim Finnischen Lapphund beobachteten Falle von Ol hoéchstwahr-
scheinlich nicht mit einer Missense-Mutation im FZD9-Gen assoziiert werden, ha-
ben wir durch unsere Untersuchung herausgefunden (Kapitel.6.2). Durch extern
durchgefuhrte Untersuchungen konnte dies bestatigt werden (Kapitel 6.4).

2. DieVariante liegt homozygotim FZD9-Gen vor. Diese Hypothese konnte mittels der
Sanger Sequenzierung bestatigt werden (Kapitel5.2).

3. Die Mutation im FZD9-Gen wird autosomal-rezessiv vererbt (Kapitel 5.2). Da sie
aber nicht die Krankheitsursache darstellt, ist neben dem erkrankten Tier auch ein
gesundes homozygot (Kapitel 5.2 und Kapitel 6.2).
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7. Schlussfolgerung

Die durchgeflihrten Analysen zeigten zwar eine Punktmutation (missense) (G~>A), doch
erwies sich diese als nicht krankheitsrelevant, da die Schwester (CFA1341) ohne jegliche
klinische Zeichen ebenso wie der betroffene Welpe ,,Ritari“ (CFA1339) homozygot mutiert
war. Da es bei der Fragmentanalyse (Kap. 5.1) zu einer Verunreinigung der Wasserprobe
kam, sind die Ergebnisse als ungultig zu betrachten. Aufgrund zeitlicher Einschrankungen
war eine Wiederholung des Experiments nicht moglich. Daher wurden die Proben an ein
externes Unternehmen Ubergeben, das mithilfe fortschrittlicherer Analysemethoden eine
genauere Untersuchung durchfluhrte. Diese Untersuchungen bestatigten, dass FZD9
nicht als Ursache flr die beobachteten klinischen Zeichen der Ol in Frage kommt. Damit
ist klar, dass die genetische Grundlage der Erkrankung in einem anderen Bereich des Ge-
noms zu suchen ist.

Die Arbeit zeigt, wie wichtig es ist, auch negative Ergebnisse zu dokumentieren: sie
schliessen bestimmte Gene als Krankheitsursache aus und helfen so, die Suche zu fo-
kussieren. Gleichzeitig verdeutlicht sie die Grenzen klassischer Methoden wie PCR und
Sanger-Sequenzierung bei komplexen Fragestellungen und zeigt, wie ausserordentlich
prazise in Laboren gearbeitet werden muss.

Damit wurde eine mogliche Variante ausgeschlossen und ein wichtiger Schritt in der ge-
netischen Aufarbeitung dieser seltenen Erkrankung beim Finnischen Lapphund geleistet.
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11. Anhang

Ergebnisse der Fragmentanalyse (Kap. 5.1)
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Sample: CFA1339_1
Well Location: G1
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01
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27



Sample: CFA1340_1
Well Location: G2
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01
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Sample: CFA1341_1
Well Location: G3
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01
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Sample: CFA1342_1
Well Location: G4
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01

7236~
000~

6500~

6000~

5500~

5000~

RFU

4500~

4000~

3500~

3000~

2500~

2239~

Peak

Size
(bp)

1(LM)
166
1500 (UM)

TIC:
TIM:

Total Conc.:

Cone.

(nguL)

0.6499
30813
0.5000

30813
10,8034
36614

From

(bp)

435
1329

ngful.
nmole/L
ngful.

(bp)

63
508
16893

LM
\
|
b P —
| 1 1 L] ]
T 8 8 8 8
= & = =
Size (bp)
Avg. Size
(bp)
2
465
1402

466

Um

=

e

500-
600-
700-
800-

1088

CV%

397.22
122
1.94

1500

RFU

3486
1937
3885

Corr. Peak Area

2B.753
11.361
22,123

30



Sample: CFA1343_1
Well Location: G5
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01
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600~
700-
800-
1888

CV%

411.51
18.88
1.49
1.94

1500

RFU

3550
69

1852
3756

0

Corr. Peak Area

28.702
0.949

11.026
20.762
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Sample: CFA1344_1
Well Location: G6
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01

75827

7000~

6500~

6000~

5500~

5000~

RFU

4500-]

4000~

3500~

3000~

2500~

2214~

Peak

L o

LM
o~
o~
i O
- 8 8 8 8
S & 8 5
Size (bp)
Size Conc. From To Avg. Size
(bp) (nghul) (bp) (bp) bp)
1(LM) 0.6608 0 29 2
35 0.2381 29 65 38
77 0.1963 65 88 78
469 7.3791 422 508 465
1500 (UM) 0.5000 1356 1654 1483
TIC: 7.8134 ng/ul.
TIM: 40.4848 nmole/L.
Total Conc.: 8.4745 ng/ul.

469

500-

600~

700~

800~
188
1500-

CV%

334.09
19.05
6.78
1.53
1.90

UM

RFU

3151
51
67
4269
3667

— 100

(—

Corr. Peak Area

26.082
0.783
0.646
24.271
19.735
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Sample: CFA1345_1
Well Location: G7
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01

6981

6500

6000

5500

5000

RFL

4500

4000

3500

3000-]

2500

2274

Peak

oL r e

Size
(bp)

1 (LM)

75

468

1500 (UM)

TIC:
TIM:

Total Conc.:

Conc.

(nguL)

0.7107
0.1270
31661
0.5000

3.2831
13.8852
38074

From

(bp)

60
435
1369

ng/ul.
nmole/L
ng/ul.

(bp)

B5
480
1642

L

Size (bp)

200~
300~

1492

400-

469

500-

600~

700~

800-
1888

CVe

513.84
6.97
116
187

um

1500-

RFU

3523
53

1805
3763

Corr. Peak Area

28.891
0.430

10,725
20.325
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Sample: CFA1346_1
Well Location: G8
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01

5411
5200~
5000~
4800-
4500~
4400~
4200~
4000-
= 3800~
3600-
3400~
3200~
3000~
2800-

2600~

2295~

Peak

Size
(bp)

1 (LM)
169
1500 (UM)

TIC:
TIM:

Total Conc.:

Cone.

(ng/uL)

0.7361
1.4469
0.5000

1.4469
5.1200
2.1351

From

(bp)

443
1382

ngiul.
nmole/L
ng/ul.

(bp)

58
485
1654

LM

100~

Size (bp)

200~
300-
400-

1487

460

500-

Um

e
—

—nn

408.56
115
1.90

1500-

RFU

2367
554
2480

Corr. Peak Area

19.529
3.189
13.265
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Sample: CFA1347_1
Well Location: G9
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01

6234~
6000~
5750~
5500~
5250~
5000~
4750~
4500~
4250~

RFU

4000~
3750~
3500~
3250-
3000~
2750~
2500~

2244~

Peak

T

Size
(bp}

1 (LM)

75

166

1500 (UM)

TIC:
TIM:

Total Conc.:

Conc.

(ngfuL)

0.7349
0.2169
4.7425
0.5000

495894
21.4393
5.5340

From

(bp)

63
419
1303

ngful.
nmole/L.
ng/ul.

To
(bp}

63
8B
a04
1732

LM

466

|
:

100-
200-
300-
400-
500-

Size (bp)

1488

Um

—00

600~

700~

800~
1888

312.86
732
1.45
1.99

1500-

RFU

2065
70

2378
3191

Corr. Peak Area

25.150
0.619

13.526
17.112
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Sample: Water_1
Well Location: G10
Created: Mittwoch, 16. April 2025 12:04:01

G011 =
5750~
5500~
5250~
5000~
4750~
4500~

4250~

RFU

4000~

3750~

3500~

3250-

3000~

2750~

2500~

2310~

Peak

[ R

Size
(bp)

1 (LM

75

96

469

1500 (UM)

TIC:
TIM:

Total Conc.:

Conc.

(ng/uL)

0.7532
0.6073
0.7485
6.8346
0.5000

8.1804
487231
8.6320

From

(bp)

62
88
422
1369

ngful
nmole/L.
ngful

Lhd
[
L
¥ \"—\_‘_,\_,‘_,_n_r—_._
i i i
- o o o o
S 8 = 7
Size (bp)
To Avg. Size
(bp) (bp)
62 2
B8 77
179 106
549 465
1693 1484

469

500-

600-
700-
800-

1388

CV

421.47
B.66
16.79
1.85
2.04

um

1500-

RFU

2777
129
11z
2844
2752

i

Corr. Peak Area

23.174
1.557
1.919
17.524
15.384
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Selbstandigkeitserklarung
Maturaarbeit / Selbstandige Arbeit

Ich erkldre hiermit, dass ich diese Arbeit selbstandig verfasst und keine anderen als die angegebenen
Quellen benutzt habe. Alle Textteile, welche unter Verwendung eines textbasierten Dialogsystems (wie
ChatGPT) oder auf andere Weise mit Hilfe einer kiinstlichen Intelligenz von mir verfasst wurden, sind
entsprechend gekennzeichnet. Das Informationsblatt «Plagiatserkennung» ist mir bekannt und somit
auch die Konsequenzen eines Teil- oder Vollplagiats.

Ort und Datum &“Q&Cﬂ ) /{ S Okhbcr 1025

Unterschrift Verfasser*in 6 m———-

37



