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1. Vorwort 
Das Thema dieser Arbeit entstand aus meiner grossen Faszination für 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 näher zu beschäftigen. Auf die Osteogenesis imperfecta (OI) beim Finnischen 
Lapphund bin ich gestossen, als ich die Gelegenheit hatte, in einem Kurzpraktikum im 
Institut für Genetik an der Universität Bern mitzuwirken. Die Möglichkeit, durch geneti-
sche Forschung zur Aufklärung solcher Erkrankungen beizutragen, hat mich von Beginn 
an motiviert. 

An dieser Stelle möchte ich mich herzlich bei Prof. Dr. rer. nat. Tosso Leeb und Dr. med. 
vet. Cleo Schwarz für ihre wertvolle Unterstützung, ihre Zeit und ihre fachliche Begleitung 
bedanken. Ohne ihre Hilfe und ihr Engagement wäre die Umsetzung dieser Arbeit in dieser 
Form nicht möglich gewesen. Mein Dank gilt ebenso allen Personen, die mir während 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.  
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2. Zusammenfassung 
Diese Arbeit ist eine Falldokumentation eines Wurfs Finnischer Lapphunde, bei dem zwei 
Welpen klinisch auffällig 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 mögliche genetische Ursache für eine Diagnose von OI, einer Erkran-
kung des Bindegewebes, in Frage kommt,  

Frühere Untersuchungen hatten in diesem Gen eine mögliche 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 vervielfältigt 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: g.6'698'728G>A). Durch die molekulargenetischen Untersuchungen wurde 
aufgezeigt, dass Ritari und eine Schwester (ohne klinische Zeichen) homozygot für diese 
Variante im Gen FZD9 waren, Eltern und übrige 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 für die Variante des betroffenen 
Hundes „Ritari“ war, spricht die Befundlage gegen FZD9 als ursächliche Variante in die-
sem Fallbericht. Jedoch zeigte eine unabhängige, nachträglich und extern durchgeführte 
Analyse, dass der untersuchte FZD9-Abschnitt nicht mit dem Phänotyp assoziiert ist. 

Eine mögliche Erklärung wäre eine mit den verfügbaren Methoden nicht detektierbare Va-
riante in einem anderen Kandidatengen (z. B. COL1A1/COL1A2) oder bislang unbekann-
ten Genen. Es könnte sich auch, um eine komplexere, nicht monogene Erbkrankheit han-
deln. Grössere Stichproben sind sinnvoll, also das Warten auf mehr Fälle. Trotz „negati-
vem“ Ergebnis leistet die Arbeit einen Beitrag, indem sie mögliche Ursachen eingrenzt, 
die Grenzen klassischer Methoden aufzeigt und den Fall nachvollziehbar dokumentiert.  
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3. Einleitung 

3.1 Osteogenesis imperfecta - Definition und Grundlagen 
OI, auch bekannt als Glasknochenkrankheit, ist eine seltene genetische Erkrankung, die 
durch extreme Knochenfragilität, häufige Frakturen sowie weiteren klinischen Zeichen 
wie Kleinwuchs, blaue Skleren usw. gekennzeichnet ist. Die Erkrankung ist in 7 verschie-
dene Typen unterteilt, die sich in der Intensität ihres Verlaufes und klinischen Zeichen 
trotzdem unterscheiden. Aufgrund der hohen Ausprägungsvariabilität ist eine Klassifika-
tion jedoch nicht immer möglich. Aktuell ist nur eine symptomatische Therapie zur Ver-
minderung des Ablaufes und weiterer Verschlimmerung möglich. 

Kollagen Typ 1, ein Protein, das den Aufbau der Knochenmatrix macht in Chromosom 7 
und 17, ist ein Hauptbestandteil des Bindegewebes. Die häufigste OI beim Menschen 
wird durch Punktmutationen in Genen COL1A1 und COL1A2 verursacht, die für die Syn-
these des Kollagen Typ 1 wichtig sind. Die genetische Basis von OI ist jedoch komplex, da 
verschiedene Gene, die in die Knochenentwicklung involviert sind, betroffen sein können. 
Beim Menschen sind bis heute viele Kandidaten-Gene mit OI assoziiert. Dies unter-
streicht die Heterogenität dieser Erkrankung. 

Während OI beim Menschen gut erforscht ist, gibt es beim Hund bisher nur wenige doku-
mentierte Fälle. 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 Fälle bei anderen Rassen 
wissenschaftlich besonders interessant. So sind beim Menschen über 20 Varianten be-
kannt, dagegen beim Hund eher wenige, wodurch es viel Entdeckungspotenzial gibt.17, 22, 

28, 29, 30 

3.2 Der Finnische Lapphund 
Der Finnische Lapphund (finn. „Suomenlapinkoira“) ist eine Hunderasse aus dem Norden 
Finnlands, die zu den Hütehunden gezählt wird. Heute gilt er vor allem als Familienhund 
und erfreut sich wachsender Beliebtheit. 35 

Beim Finnischen Lapphund ist die Zuchtpopulation eingeschränkt. Dadurch können ge-
netische Flaschenhälse und Inzucht entstehen, die das Risiko für ein vermehrtes Auftre-
ten erblicher Erkrankungen erhöhen. Die Erforschung genetischer Erkrankungen in dieser 
Rasse ist daher nicht nur von wissenschaftlichem, sondern auch von züchterischem In-
teresse.4 
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3.3 Der untersuchte Fall 

 
Abbildung 1: Stammbaum des betroffenen Falls 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein konkreter Fall von vermuteter OI beim Finnischen 
Lapphund untersucht. In einem Wurf vom 25. Oktober 2023 wurden sieben Welpen gebo-
ren, von denen zwei deutliche klinische Auffälligkeiten zeigten. Beide Welpen wurden 
durch einen Privattierarzt umfänglich klinisch untersucht. Die betroffene Hündin „Tarina“ 
(„no sample“) zeigte früh motorische Einschränkungen mit Fehlbelastung der Gliedmas-
sen sowie schweren Frakturen. Dazu eine ausgeprägte Deformation der Hinterbeine, eine 
Fraktur im Alter von fünf Wochen und eine erhöhte Schmerzempfindlichkeit.  

Aufgrund der schlechten Prognose musste sie im Alter von fünf Wochen eingeschläfert 
werden. Bei diesem Fall wurde keine Blutprobe entnommen. Ihr Bruder „Ritari“ 
(CFA1339) zeigte ein ähnliches Erscheinungsbild, darunter Fehlstellungen der Gliedmas-
sen, eine Wachstumsverzögerung und kleinere transparente Zähne. Bei ihm konnte je-
doch rechtzeitig eine Blutprobe gewonnen werden, welche die Grundlage für die geneti-
schen Analysen dieser Arbeit bildet.25, 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-Molekül 
erhalten bleiben und für Proteine codieren. Sie enthalten also die genetische Information, 
die letztlich in funktionelle Proteine übersetzt wird. 

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

Folglich können gewisse Mutationen in den Exons zur Änderung der Aminosäuresequenz 
eines Proteins und weiterführend zu Beeinträchtigung der Funktion führen. Jedoch kön-
nen auch Veränderungen in nicht-kodierenden Regionen (Introns) zu veränderter Genex-
pression oder RNA-Verarbeitung führen, was dann die Funktion der Proteine beeinträch-
tigen kann. Im untersuchten Fall wird deshalb eine gesamte Genomsequenzierung vorge-
nommen, welche vorgängig gemacht wurde. Im Anschluss wurde auch ein „Variant Fil-
tering“ zur Identifizierung privater genetischer Varianten durchgeführt.19, 20 
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Durch diese vorgängige Untersuchung wurde eine private homozygote, Missense-Variante 
auf Chromosom 6 (Chr6:NC_049227.1:g.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 für die Skelettentwick-
lung.21, 25, 33 

3.3.2 Generelles zum FZD9-Gen bei Tieren und Menschen  
Bei Mäusen ist eine Anomalie der Knochenmineralisierung bekannt, die beim FZD9-Gen 
ausgelöst wird. Das Gen befindet sich auf dem Chromosom 5 und ist zusätzlich mit der 
Entwicklung von Nervensystem und Immunsystem verbunden. Es tauchen also auch kli-
nische Zeichen von neurologischen und immunologischen Anomalien auf.2 

Beim Menschen liegt das FZD9-Gen auf Chromosom 7, auf dem durch eine Deletion, also 
das Löschen eines DNA-Bereiches inklusive der FZD9 Region, das Williams-Beuren-Syn-
drom ausgelöst wird. Diese Erkrankung ist mit den Symptomen einer Wachstumsverzö-
gerung, schwachen Knochenstrukturen, geistiger Behinderung usw. assoziiert.11  

3.4 Molekulargenetische Untersuchungen 

3.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR ist ein grundlegendes Verfahren der Molekularbiologie, das entwickelt wurde, um 
gezielt DNA-Abschnitte in kurzer Zeit millionenfach zu vervielfältigen. Sie bildet die Basis 
vieler genetischer Analysen, da sie auch aus winzigen Mengen Ausgangsmaterial ausrei-
chende DNA für weiterführende Untersuchungen erzeugt.12, 23, 27 

Prinzip: 

Die PCR nutzt die Fähigkeit einer thermostabilen DNA-Polymerase (meist Taq-Poly-
merase), neue DNA-Stränge zu synthetisieren. Spezifische Primer, die vorgängig designed 
wurden, sind kurze DNA-Stücke, die den Startpunkt und die Zielregion der Vervielfältigung 
festlegen. Beim Primerdesign ist es wichtig, dass die Primer keinesfalls komplementär 
zueinander sind, da sich die Primer sonst miteinander verbinden können. Auch sollten sie 
aus praktischen Gründen eine ähnliche Hybridisierungstemperatur aufweisen. 

Mithilfe wiederholter Temperaturzyklen werden die DNA-Stränge getrennt, die Primer bin-
den sich an die Zielregion und die Polymerase verlängert den Strang. Durch die Wieder-
holung dieser Schritte wird die Zielsequenz exponentiell vervielfältigt.12, 23, 27 

Ablauf der PCR:  

1. Denaturierung (ca. 95 °C) 
Die doppelsträngige DNA wird durch Erhitzen in zwei Einzelstränge getrennt. Dies 
ist notwendig, um die Basen frei zugänglich zu machen. Besonders stabil sind G-
C-Basenpaare (Guanin und Cytosin), da sie drei Wasserstoffbrückenbindungen 
besitzen und daher eine höhere Temperatur erfordern als A-T-Paare (Adenin und 
Thymin).12, 23 
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2. „Annealing“ (ca. 50 – 65 °C) 
Die Temperatur wird abgesenkt, sodass die Primer an die komplementären Se-
quenzen der DNA andocken können am 3’-Ende des Vorlagestrangs. Da die Primer 
in sehr hoher Konzentration vorliegen, ist die Wahrscheinlichkeit ihres Bindens 
deutlich grösser als die einer spontanen Reassoziation der DNA-Stränge.12, 23 

3. Elongation (ca. 72 °C) 
Bei optimaler Arbeitstemperatur der Taq-Polymerase werden freie Nukleotide an 
den Einzelstrang angelagert und der DNA-Strang in 5’→3’-Richtung verlängert.23 

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 anwächst. Ein erstes, spezifisches PCR-Produkt entsteht erst im 3. Zyklus, die 
Fragmente entsprechen nun der Zielgrösse.23 

Bedeutung für 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 Vervielfältigung dieses Genabschnitts konnte eine ausreichende DNA-Menge erzielt 
werden, um im Anschluss eine genaue Sequenzanalyse (Kapitel 3.7) durchzuführen. Da-
mit stellt die PCR den entscheidenden Zwischenschritt zwischen der DNA-Isolierung und 
der anschliessenden Sanger-Sequenzierung dar.23 

3.4.2 Fragmentanalyse  
Die Fragmentanalyse ermöglicht nach der PCR bestimmter DNA-Abschnitte die Überprü-
fung der Amplifikation. Es werden Primer für den spezifischen DNA-Abschnitt designed, 
welche mit Fluoreszenzfarbstoffen versehen sind. Mittels der Kapillarelektrophorese wer-
den die amplifizierten DNA-Fragmenten der Länge 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, 
gemäss dem Coulomb Gesetz. Der Computer wertet dann die Länge 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, 15, 18, 36 

3.4.3 Sanger Sequenzierung 
Die Sanger-Sequenzierung, entwickelt von Frederick Sanger, einem britischen Biochemi-
ker und doppeltem Nobelpreisträger, ist eine klassische und bis heute weit verbreitete 
Methode zur Bestimmung der Basenabfolge von kurzen DNA-Abschnitten. Sie eignet sich 
besonders für den Nachweis von Varianten in ausgewählten Genen.3 

Prinzip: 

Die Methode der Sanger Sequenzierung beruht darauf, mithilfe von Enzymen verschieden 
lange DNA-Abschnitte zu generieren, die sich jeweils in der Grösse um genau ein Basen-
paar unterscheiden. Benötigt wird ein künstlich hergestellter Primer, der an die DNA an-
dockt. Er ermöglicht es dem Enzym taq-Polymerase die komplementären Nukleotide an 
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den Vorlagestrang zu knüpfen. Voraussetzung für das Primerdesign und somit auch einer 
Sanger Sequenzierung ist, dass man die flankierende DNA-Sequenz kennt. 13, 32 

Neben dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphaten: normalen Nukleotiden) werden zufällig an 
verschiedenen Stellen ddNTPs (Dideoxynukleotidtriphosphate: Fluoreszenz markierten 
Nukleotide) eingebaut, was zum Stopp der Synthese führt. dNTPs sowie ddNTPs werden 
in jeweils 4 Formen von: Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin verwendet, wobei die 
ddNTPs 4 verschiedene Farben aufweisen (rot, schwarz, grün 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 Kettenverlängerung 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 Länge, die jeweils mit einem 
farbigen Signal enden. Durch anschliessende Kapillarelektrophorese werden die Frag-
mente der Grösse nach getrennt und ihre Sequenz durch ein Detektionssystem automa-
tisch ausgelesen.13, 31, 32 

Ablauf der Sanger Sequenzierung: 

1. Denaturierung (ca. 96 °C) 
Wie bei der PCR werden die DNA-Doppelstränge getrennt, sodass ein einzelsträn-
giger Matrizenstrang zur Verfügung steht.13 

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.13 

3. Extension (ca. 60 °C) 
Damit das Enzym, die taq-Polymerase arbeiten kann, wird die Temperatur noch-
mals erhöht. Die DNA-Polymerase verlängert den Matrizenstrang, indem sie die 
passenden Nukleotide (dNTPs und ddNTPs) einfügt. Dies beruht auf einem Zufalls-
prinzip. Die resultierenden Fragmente unterscheiden sich in ihrer Länge und en-
den jeweils mit einem verschiedenfarbigen ddNTP.13 

Bedeutung für dieses Projekt:  

Die Sanger Sequenzierung kommt zur Anwendung beim Untersuchen von monogenen 
Erbkrankheiten, um unter anderem zu schauen, ob die Vorfahren ebenfalls Träger des ver-
muteten Gendefekts sind. Dazu benötigt man die Produkte der PCR. Auch lässt sich bei 
der Sanger Sequenzierung feststellen, um welchen Genotyp es sich handelt, also ob das 
Tier heterozygot oder homozygot für 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 überprüfen3, 11, 13,25, 30, 31, 32 

3.5 Problemstellung, Hypothese und Zielführung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die DNA des Finnischen Lapphundes „Ritari“  
(CFA1339), seinen nahen Verwandten (siehe Abb. 1) und einem Hund mit OI (CFA0025) 
zu analysieren, um zu prüfen, ob eine Variante im FZD9-Gen mit dem beobachteten Phä-
notyp der OI assoziiert wird. Dabei soll überprüft werden, ob die identifizierte genetische 
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Variante tatsächlich vorliegt, vererbt wurde und in Zusammenhang mit dem beobachte-
ten Phänotyp 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) 

eine Mutation im FZD9-Gen 
vor, die mit dem Auftreten 
von OI in Zusammenhang 
steht? 

Die beim Finnischen 
Lapphund beobach-
teten Fälle von OI 
sind mit einer Mis-
sense-Mutation im 
FZD9-Gen assoziiert. 

- PCR und Sanger- 
Sequenzierung 

- Auswertung der Basen- 
abfolge 

- Vergleich mit Referenz- 
sequenz 

2 Ist „Ritari“ (CFA1339) ho-
mozygot für die identifi-
zierte Mutation und handelt 
es sich nicht um ein techni-
sches Artefakt? 

Die Variante liegt ho-
mozygot im FZD9-
Gen vor. 

-Validierung der Variante 
durch erneute Sanger-
Sequenzierung 

- Kontrolle der Rohdaten 
auf Artefakte 

3 Stimmen die Genotypen 
der Familienmitglieder mit 
einem autosomal-rezessi-
ven Erbgang überein? 

Die Mutation im 
FZD9-Gen wird auto-
somal-rezessiv ver-
erbt: erkrankte Tiere 
sind homozygot, Trä-
ger heterozygot. 

- Segregationsanalyse  
innerhalb der Familie 

- Genotypisierung der  
Eltern und Geschwister 

- Vergleich der Genotyp 
Phänotyp-Korrelation 
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4. Material und Methoden 
Im folgenden Abschnitt wird der genaue Ablauf der Untersuchung geschildert. Sofern die 
Methodik in der Einleitung nicht ausgeführt wurde, findet sie sich im passenden Kapitel 
mit dazugehörigen Quellen. Ausgenommen sind Kapitel 4.4, 4.5 und 4.7. Alle Berichte 
sind durch Quelle 26 und 34 ergänzt, sind diese überwiegend angewendet, werden sie 
einzeln aufgeführt. 

4.1 Laborbedarf 
Alle im Labor verwendeten Lösungen, Reaktionspuffer und sonstigen Materialien werden 
in diesem Kapitel fortlaufend mit deren Methodik erwähnt. Zu Beginn ist anzumerken, 
dass man in verschiedenen Räumen arbeitet, immer Handschuhe anzieht und die Haare 
zusammenbindet. Verschiedene Pipettengrössen mit dazugehörigen Pipettenspitzen ge-
hören zur Grundausstattung sowie alle benutzten Geräte. Das Primerdesign wurde vor-
gängig durch Dr. med. vet. Cleo Schwarz gemacht. 

4.2 Blutprobenentnahmen und Probenaufbereitung 
Für 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 - Ionen verhindert, wodurch das Blut ungerinnbar ge-
macht wird.24 

Die Verwendung von EDTA-Blut als Ausgangsmaterial stellt in der molekulargenetischen 
Diagnostik den Standard dar, da es eine hohe Qualität und Stabilität der DNA gewährleis-
tet. Im Gegensatz zu alternativen Proben wie Speichel, Urin oder Kot ist die DNA im Blut 
deutlich weniger anfällig für Kontaminationen durch Mikroorganismen und liefert eine hö-
here Konzentration an intakter DNA. EDTA-Blut ist die bevorzugte Methode zur DNA-Iso-
lation aufgrund ihrer langen Haltbarkeit.24, 34 

Nach Probennahme und sorgfältiger Durchmischung des EDTA-Blutes mithilfe eines Vor-
tex-Gerätes, damit keine Sedimentation vorliegt, wurden die Röhrchen beschriftet und di-
gital erfasst. Das Material für die sofortige Verarbeitung als auch für spätere Analysen 
kann bei –20 °C über mehrere Wochen konserviert werden. 

4.3 DNA-Isolation 
Für die Isolation begibt man sich in den prä-PCR-Raum. 

Einen Zellkern und die darin vorhandene DNA enthalten nur die Leukozyten im Blut.6 

Auf dem Vortext Gerät durchmischt man die 0,5ml EDTA-Blut und füllt sie in 2ml Mini-Ep-
pendorf-Röhrchen. Dies dient als Ausgangsmaterial für die anschliessende DNA-Isolie-
rung. Überschüssiges Blut wird zur Wiederholung des Experiments oder für spätere Ana-
lysen in 2-ml-Eppendorf-Röhrchen abgefüllt und bei −20 °C gelagert. Wichtig ist die ein-
deutige Identifikation der Blutproben. Dabei wird alles mit der jeweiligen Rasse des Hun-
des, internen Nummer inklusive QR-Codes beschriftet und im Computer eingetragen.  
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Die Isolierung der DNA erfolgte mithilfe des halbautomatisierten Systems Maxwell® RSC 
(Promega). Dieses Instrument nutzt eine Kartuschen-basierte Methode, die klassische 
mehrstündige, manuelle Extraktionen innerhalb von ca. 45 Minuten standardisiert durch-
führen kann. Es läuft in 6 Schritten ab:16 

 
Abbildung 2: DNA-Isolierungsschritte des Maxwell RSC (Promega) Gerätes16 

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

2) Lyse der Zellen: zu Beginn werden die Proben mit einem Lysepuffer versetzt. Die-
ser enthält u.a. SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfate), das die Lipid-Doppelschicht der 
Zellmembranen aufbricht und NaOH (Natriumhydroxid), dass den Abbau der 
Zellmembran fördert. Die Lyse dient dazu, die Zellmembran sowie die Kernhülle 
zu zerstören 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 lässt sich die DNA von den übrigen Zelltrüm-
mern und Proteinen abtrennen.  

5) Durch mehrfache Waschschritte werden Zelltrümmer entfernt und das Kontami-
nationsrisiko vermindert, um eine möglichst 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 gelöst 
und in einem Reaktionsgefäss gesammelt. 

Das resultierende DNA-Eluat wird kurz zentrifugiert, um alle Flüssigkeitsreste zu sam-
meln und für die weiteren Analysen bereitgestellt. Danach wird die DNA (gelöst in Elusi-
ons-Buffer) noch in ein 1.5ml Eppendorf-Röhrchen 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 Gerät 
liegt bei ca. 100ng/ul.16,26 

4.4 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR: siehe Kapitel 3.4.1) 
Für 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). 
Zusätzlich werden noch weitere Finnische Lapphunde als Kontrolltiere derselben Rasse 
verwendet (CFA0025-CFA0031). Einer davon, CFA0025, ist auch von OI 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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Abbildung 3: Platte 1 für die PCR mit allen Samples 

Da die Primer in festem Zustand geliefert werden, müssen diese erst in flüssigen Zustand 
gebracht werden. Man pipettiert Nuclease-freies Wasser dazu (benötigte Menge gemäss 
dem Beiblatt von Microsynth, wo die Primer bestellt wurden, Abb.4). Diese Lösung wird 
danach noch in etwa mit einem Verhältnis von 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdünnt. 
Die flüssigen Primer werden zentrifugiert. 

 
Abbildung 4: Primerdesign mit dazugehörigen Informationen 

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

 
Abbildung 5: Mastermix Zusammensetzung für die PCR 

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

  
Abbildung 6: PCR-Verlauf 

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

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

 

Abbildung 7: Fragment Analyzer Platte  mit den darin enthaltenen Proben 

Verschiedene Materialien werden dazu benötigt. Der Ablauf ist wie folgt: 

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

- 2µl PCR-Produkt werden zu Well 1-10 dazugegeben  
- 24µl Ladder (Agilent) zu Well 12 dazugegeben: DNA-Probe mit Fragmenten be-

kannter Länge dient als Referenz. 
- Um die Verdunstung zu minimieren, wird am Ende in jedes Well ein Tropfen Mine-

ral Oil Dropper Bottle (Agilent) hinzugefügt. 

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

4.6 Aufreinigung der PCR-Produkte (ExoSAP) 
Vor der Sequenzierung müssen überschüssige Primer und nicht eingebaute dNTPs ent-
fernt werden, um Störsignale zu vermeiden. Hierfür wird die enzymatische Reinigungsme-
thode ExoSAP-IT™ eingesetzt und der SimpliAmp Thermal Cycler nochmals verwendet. 
Dazu benötigt man ein Mastermix, der wie folgt zusammengesetzt ist:10, 31 

 
Abbildung 8: Mastermix Zusammensetzung für die ExoSAP 

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) dephosphorisiert freie dNTPs zu Deoxynukleosiden, 
was unerwünschte Nebenreaktionen verhindert. Exonuclease I degradiert einzelsträngige 
DNA (5‘→3‘-Richtung) und entfernt überschüssige Primer.  



 

13 
 

In jedes Well wird nun 3μl des Mastermix und 10μl 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).9, 10, 14  

Die Inkubation erfolgt im Thermocycler bei 37 °C (Enzymaktivität) für 30min, was unbe-
dingt eingehalten werden muss, da sonst die Enzyme zu früh ihre Aktivität verlieren. An-
schliessend wird auf 80 °C (Inaktivierung der Enzyme) über 15min erhitzt. Das so aufbe-
reitete Produkt ist unmittelbar für die Sequenzierung einsetzbar.7, 8, 9, 10, 14  

  

Abbildung 9: Ablauf der ExoSAP 

4.7 Sanger Sequenzierung (siehe Kapitel 3.4.3) 
Ein Mastermix wird wieder angefertigt, der jeweils entweder den Vorwärts- (Primer_F) 
oder Rückwärtsprimer (Primer_R) enthält. 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 mit dem Primer_F und mit Primer_R separat sequen-
ziert.  

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

Der Mastermix setzt sich wie folgt zusammen:  

 
Abbildung 11: Mastermix Zusammensetzung für 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 
taq-Polymerase in Form von dNTPs benötigt und fluoreszenzmarkierte ddNTPs. Hier ist 
auch die DNA-Polymerase enthalten. 31 

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

Man bedeckt die gefüllte Sequenzierungs-Platte (6μl 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“ ausgewählt mit dem Volumen 6μl. 

Der Ablauf umfasst: 

 
Abbildung 12: Ablauf im 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-Fällung gereinigt, um 
unverbrauchte ddNTPs, überschüssige Salze und Proteine zu entfernen. Vor der Fällung 
wird EDTA zugesetzt, um divalente Kationen (Mg2+) zu chelatisieren und somit enzymati-
sche Reaktionen zu stoppen. Danach wird die DNA in Hi-Di™-Formamid resuspendiert, 
wodurch sekundäre Strukturen verhindert und eine präzise Fragmenttrennung durch Ka-
pillarelekrophorese ermöglicht werden.26, 31 

Der Ablauf:  

 
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 Gerät 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 überprüfen.26 
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5. Resultate  

5.1 Ergebnisse der Fragmentanalyse  

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

Ein Balken (Abb.14) zeigt das Vorhandensein der Fragmente an. Wenn dies der erwarteten 
Grösse entspricht, können 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 Grösse (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 bestätigt 
werden. Die Bande in der Negativkontrolle weist jedoch auf eine vorhandene Kontamina-
tion hin. 
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5.2 Ergebnisse der Sanger Sequenzierung von PCR-Amplifikaten  

 

 

 

 
Abbildung 15: Resultat der Sanger-Sequenzierung 

In Abbildung 15 sind die Resultate der Sanger Sequenzierung des FZD9-Genabschnittes 
mithilfe des automatischen Sequenzer ABI 3730 dargestellt. Die einzelnen Sequenzen 
wurden sowohl mit Vorwärts- als auch mit Rückwärts-Primern sequenziert. 

(1) 

 
(2) 

 

(3) 

(3) 

(4) 

(4) 
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Die Basen sind im Chromatogramm farbcodiert: Adenin (A) = grün, Cytosin (C) = blau, Gu-
anin (G) = schwarz, Thymin (T) = rot. Jeder Peak (Welle) repräsentiert eine Base, deren 
Qualität an der Schärfe und Höhe der Kurve erkennbar ist. 

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

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

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

• 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 für das mutierte Allel (A/A). Die 
beiden Eltern CFA1340 und CFA1347 (Abb.1) sind jeweils heterozygot (G/A). Sämtliche 
Geschwister sind ebenfalls heterozygot (G/A), mit der Ausnahme der Schwester CFA1341 
die wie „Ritari“ die homozygote Variante (A/A) für das mutierte Allel aufweist. Somit sind 
die Eltern und alle Kinder bis auf „Ritari“ und CFA1341 Träger des Wildtyp-Allels. Die an-
deren unverwandten Finnischen Lapphunde, auch der von OI betroffene Hund 
(CFA0025), sind alle homozygot für das Wildtyp-Allel (G/G). 

Somit lässt sich das Ergebnis eines autosomal-rezessiven Erbgangs für 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 müsste in jedem Fall wiederholt werden. Aufgrund der zeitlichen Begrenzung 
des praktischen Teils am Institut für Genetik der Universität Bern war eine solche Wieder-
holung nicht möglich. 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 Länge 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 Grössenbereich, was auf eine Konta-
mination hindeutet. Da es sich um die gleiche Grössenordnung handelt (ca. 460bp) be-
deutet dies, dass es sich dabei um eine Kontamination mit einer Ziel-DNA Probe handelt.  

6.1.1 Ursachen für die positive Negativkontrolle 
Mögliche Ursachen können sein, dass fälschlicherweise DNA in das Wasser-Well pipet-
tiert wurde und somit amplifiziert wurde. Auch könnte fälschlicherweise 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, wäre auch 
eine Kontamination durch Umwelt-DNA oder DNA aus anderen PCR-Experimenten. 

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

6.2 Interpretation der Sanger Sequenzierung von PCR-Amplifikaten  
Die folgende Interpretation ist aufgrund der positiven Negativkontrolle rein theoretisch. 

Auffällig 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 Verhältnis 1:2:1 (G/G: 
G/A: A/A) vorhersagt. Jedoch ist in diesem Wurf kein homozygoter Wildtyp (G/G) vertreten, 
was sich durch das Zufallsprinzip der Vererbung erklären lässt. 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 ursächlich für die Erkrankung ist, da CFA1341 
keine klinischen Zeichen einer OI aufweist. 5 

Die anderen Finnischen Lapphunde (CFA0025 – 0031), die untersucht wurden waren 
ebenfalls keine Träger des mutierten Allels. Der von OI betroffene Hund (CFA0025) ist also 
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auch homozygot für 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 Mögliche Ursachen und alternative Erklärungen  
Die Ursache der Erkrankung im untersuchten Wurf bleibt ungeklärt. Es gibt mehrere mög-
liche Erklärungen: Die folgenden Kapitel von 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 OI in Verbindung gebracht worden, vor allem COL1A1 
und COL1A2, die für die Kollagen-Synthese verantwortlich sind. Daneben sind weitere 
Gene bekannt, die im Knochenstoffwechsel eine Rolle spielen (z. B. CRTAP, PPIB, IFITM5). 
Es ist möglich, 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 möglich, dass ein bislang unbeschriebenes Gen , welches noch nicht mit OI 
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 Auffälligkeiten nicht auf eine genetische, sondern 
auf eine nicht-genetische Ursache zurückzuführen sind, beispielsweise auf vorgeburtli-
che Entwicklungsstörungen, Ernährungsdefizite oder andere Umweltfaktoren, die ein 
ähnliches Erscheinungsbild wie OI hervorrufen können. Da die klinischen Zeichen aber 
schwer sind, ist diese Theorie eher unwahrscheinlich. 

6.3.4 Eine andere Krankheit, die OI ähnelt (Phänokopien) 
Die klinischen Zeichen könnten durch eine andere Erkrankung hervorgerufen worden 
sein, die ein ähnliches Erscheinungsbild wie OI 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 könnte, also durch das Zu-
sammenspiel mehrerer genetischer Varianten verursacht wird. Eine einzelne Mutation 
würde dann nicht ausreichen, um die Krankheit auszulösen. Um diese Hypothese zu tes-
ten bräuchte es aber weiterführende genetische Experimente mit vielen Fällen und Kon-
trollen. Dies ist aber zum jetzigen Zeitpunkt nicht gegeben. 

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

6.4  Überprüfung durch externe Analysen 
Um die Ergebnisse dieser Arbeit zu überprüfen und weiterführende Informationen zu ge-
winnen, wurden die Proben an ein spezialisiertes Unternehmen weitergegeben (Name un-
bekannt, kein Bericht zugänglich). Mithilfe fortschrittlicherer Methoden konnte dort be-
stätigt werden, dass die beobachtete Mutation im FZD9-Gen nicht ursächlich für OI ist. 
Dies unterstützt die in dieser Arbeit gezogene Schlussfolgerung, dass die Ursache nicht 
der FZD9-Genabschnitt ist. 

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

Die Variante liegt homozygot im 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 Verbesserungsmöglichkeiten  
Durch die positive Negativkontrolle wurde das gesamt generierte Ergebnis unbrauchbar. 
Einen sorgfältigeren Umgang mit den Negativkontrollen wäre sinnvoll. Auch sollte in künf-
tigen Studien bereits von Anfang an genug Zeit für mögliche Wiederholungen eingeplant 
werden.  

6.6 Stellungnahme zu den Hypothesen 
1. Dass die beim Finnischen Lapphund beobachteten Fälle von OI höchstwahr-

scheinlich nicht mit einer Missense-Mutation im FZD9-Gen assoziiert werden, ha-
ben wir durch unsere Untersuchung herausgefunden (Kapitel.6.2). Durch extern 
durchgeführte Untersuchungen konnte dies bestätigt werden (Kapitel 6.4). 

2. Die Variante liegt homozygot im FZD9-Gen vor. Diese Hypothese konnte mittels der 
Sanger Sequenzierung bestätigt 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 durchgeführten 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 ungültig zu betrachten. Aufgrund zeitlicher Einschränkungen 
war eine Wiederholung des Experiments nicht möglich. Daher wurden die Proben an ein 
externes Unternehmen übergeben, das mithilfe fortschrittlicherer Analysemethoden eine 
genauere Untersuchung durchführte. Diese Untersuchungen bestätigten, dass FZD9 
nicht als Ursache für die beobachteten klinischen Zeichen der OI 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 
präzise in Laboren gearbeitet werden muss. 

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