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Einleitung

1 Einleitung

Die Perserkatze ist eine der &ltesten Katzenrassen und befindet sich seit dem Griindungsjahr
der Cat Fanciers' Association im Jahre 1906 stets unter den beliebtesten Edelkatzenrassen der
USA (The Cat Fanciers' Association, Inc 2017; Case et al. 2003). Entgegen der Implikation des
Namens weist die Perserkatze allerdings keine genetischen Verwandtschaftsbeziehungen zu
Katzen aus dem Nahen Osten auf, sondern dhnelt eher den westeuropéischen Tieren. Es handelt
sich bei ihr um die vermutlich dlteste Katzenrasse, die durch ihre starke Selektion auf den
brachyzephalen Phénotyp und die dafiir benétigten, komplexen Geninteraktionen ihren
phylogeographischen Ursprung verloren hat. Es ist also durchaus moglich, dass der Ursprung
der Perserkatze trotz allem im alten Persien liegt (Lipinski ez al. 2008). Katzen werden bereits
seit tiber 100.000 Jahren von Menschen als Haustiere gehalten (Driscoll ef al. 2007), doch im
Gegensatz zu anderen Haustierrassen entwickelten sich die meisten Katzenrassen erst innerhalb
der letzten 150 Jahre und das insbesondere in Europa und den USA. Dabei bildete sich die
brachyzephale Kopfform zum wichtigsten Zuchtziel der Perserkatze heraus (Wastlhuber 1991).
So wird in den Rassestandards grofler Zuchtverbinde der Kopf der modernen Perserkatze, als
rund, breit und massiv mit einer deutlichen Prominenz der Augen, beschrieben. Stirn, Nase und
Kinn sollen im Profil eine vertikale Linie bilden und der deutliche Ubergang der kurzen, breiten
Nase zum Stirnbein, welcher als Stopp bezeichnet wird, soll auf Héhe der Augen liegen (The
Cat Fanciers' Association, Inc 2017; The Governing Council of the Cat Fancy 2018). Diese
moderne Perserkatze, welche sich durch eine stark brachyzephale Schidelmorphologie
auszeichnet, wird auch als peke-face Perserkatze (Abbildung 1: A und B) bezeichnet. Thr
gegeniiber steht der Typ der klassischen Perserkatze, welcher auch unter dem Namen doll-face
Perserkatze bekannt ist (Abbildung 1: C und D) (Case ez al. 2003). Schmidt et al. (2017) fiihrten
Mikro-CT Aufnahmen an einer groBen Gruppe von peke-face und doll-face Perserkatzen im
Vergleich zu normalen Hauskatzen (EKH) durch. Die Studie konnte zeigen, dass die koronale
Sutur bei allen peke-face Kitten bereits in den ersten Lebenswochen verschlossen ist, wéhrend
alle anderen Suturen der Calvarien und die Synchondrosen der Schédelbasis deutlich sichtbar
sind. Die sagittale Sutur erscheint im Vergleich mit Aufnahmen gleichaltriger mesozephaler
Katzen erweitert. Diese Ergebnisse sprechen fiir das Vorliegen einer koronalen
Kraniosynostose bei den peke-face Perserkatzen (Schmidt et al. 2017; Schmidt ez al. 2022). Die
moglichen genetischen Ursachen dieser koronalen Kraniosynostose sollten in der folgenden
Arbeit durch molekulargenetische Methoden untersucht werden. Dadurch sollen potenzielle

kausale Varianten in Kandidatengenen fiir die koronale Kraniosynostose und die damit



Einleitung

einhergehende Brachyzephalie der Perserkatze im kleineren Kollektiv identifiziert und durch

eine anschlieBende Genotypisierung im groferen Studienkollektiv evaluiert werden.

Abbildung 1: unterschiedliche Kopfformen der zwei Zuchtrichtungen der Perserkatze. Seiten- und
Frontalansicht des modernen Typs (peke-face) (A und B) und des klassischen Typs (doll-face) (C und D)
(Schmidt et al. 2017).



Literaturiibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Anatomische Grundlagen

2.1.1 Anatomie des Schiidels mit Besonderheiten bei der Katze

Der Schidel stellt die knocherne Grundlage des Kopfes dar. Er besteht aus mehreren einzelnen
Knochen, die mit Ausnahme des Zungenbeines und des Unterkiefers fest i{iber sogenannte
Suturae (Knochennéhte) oder, an der Schadelbasis, tiber Synchondrosen miteinander verbunden
sind. Anatomisch lésst sich der Schéddel in Neurokranium (Hirnschéddel) und Splanchnokranium
(Gesichtsschidel) unterteilen. Der Hirnschddel umgibt knochern das Gehirn mit seinen
Hirnhduten und den versorgenden Geféllen, wihrend der Gesichtsschiddel von Unterkiefer,
Nasenkapsel und Zungenbein gebildet wird (Nickel 1977). Bei der Katze zeichnet er sich, im
Vergleich zu anderen Sdugetieren, durch eine kurze Gesichts- und Gaumenregion aus, wéhrend
das Neurokranium proportional gesehen in etwa die selbe Groe wie bei den anderen

Sédugetieren einnimmt (Hudson ef al. 2010) (Abbildung 2, Abbildung 3).

Im Speziellen setzt sich das Neurokranium aus den drei paarig angelegten Knochen, dem
Scheitelbein (Os parietale), dem Schlifenbein (Os temporale) und dem Stirnbein (Os frontale),
sowie den vier unpaaren Knochen, dem Siebbein (Os ethmoidale), dem Keilbein (Os
sphenoidale), dem Hinterhauptsbein (Os occipitale) und dem Zwischenscheitelbein (Os
interparietale) zusammen. Hierbei wird die Nackenwand vom Os occipitale, seiner Schuppe
und seinen beiden Seitenteilen gebildet. Der basale Teil des Os occipitale und das Os
sphenoidale, welches bei Jungtieren noch in zwei Einzelknochen, dem Os basisphenoidale
(hinteres Keilbein) und praesphenoidale (vorderes Keilbein) unterteilt werden kann, formieren
gemeinsam die Bodenwand (Abbildung 4). Als Seitenwinde fungieren die paarigen Ossa
temporalia und als Abgrenzung zur Nase bildet die Lamina cribrosa des Os ethmoidale die
Nasenwand. Das Schéddeldach setzt sich aus den paarigen Ossa fiontalia und den Ossa
parietalia sowie dem Os interparietale, welches als Erhebung die Christa sagittalis externa
tragt, zusammen. Das Zwischenscheitelbein verwichst bei der Katze nicht mit den umliegenden
Os parietale und occipitale sondern bleibt bei ihr dauerhaft durch eine Naht getrennt (Konig et

al. 2009; Nickel 1977).

Das Splanchnokranium besteht zu groflen Teilen aus der Nasenkapsel. Das Nasendach wird
gemeinsam von den paarig angelegten Ossa nasale (Nasenbein) und von den rostralen Anteilen
der Ossa frontalia gebildet. Die jeweilige Seitenwand besteht aus dem jeweils paarig
angelegten Os lacrimale (Tréanenbein), Os zygomaticum (Jochbein), Os incisivum

(Zwischenkieferbein) und der Maxilla. Zusétzlich bilden die Maxillae und Ossa incisivae
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gemeinsam mit dem paarigen Os palatinum und dem unpaaren Vomer (Pflugscharbein) den
Boden der Nasenhohle und somit die Abgrenzung zur Mundhéhle. Der grofBite Teil des Vomers
liegt den Ossa incisiva auf und ragt nasenhohlenwérts. Ebenso befinden sich die Ossa conchae
innerhalb der Nasenhdohle. Die dorsale und die mediale Endoturbinale sind Bestandteile des Os
ethmoidale, welches die Nasenhohle zum Neurokranium hin begrenzt und mit seinen
Endoturbinalen I und II rostral ragt. Als eigenstidndiger Knochen fungiert die kndcherne
Grundlage der ventralen Nasenmuschel, das Os conchae nasalis ventralis (Nickel 1977). Das
median in der Nasenhohle gelegene Sepfum nasi unterteilt diese in eine rechte und linke Héhle.
Zwischen der medialen und der ventralen Nasenmuschel befindet sich bei der Katze jeweils der
Eingang in die einheitliche Stirnhéhle (Sinus frontalis), uber die Apertura nasomaxillaris
(Konig et al. 2009) besteht der Zugang in eine relativ kleine Kieferhohlenbucht (Recessus
maxillaris), welche aulen von der Maxilla und dem Os palatinum und innen von der Lamina
orbitalis des Os ethmoidale begrenzt wird. Zusétzlich ist beidseits eine Keilbeinhohle (Sinus
sphenoidalis) ausgebildet, welche iiber den ventralen Siebbeingang Verbindung zur
Nasenhohle aufnimmt (Nickel 1977). Kaudal schliet sich an die Nasenhohle die
Schlundkopfhéhle an. Seine Dach- und Seitenwand werden von den paarigen Ossa pterygoidea
(Fligelbein), den Ossa palatinae, dem rostralen Anteil der Ossa sphenoidalia sowie von Teilen
des Vomers gebildet (Nickel 1977; Konig et al. 2009). Folglich sind auch drei Ossa cranii, das
Os frontale, ethmoidale und sphenoidale, am Aufbau des Splanchnokraniums beteiligt

(Abbildung 2 und Abbildung 3).

Uber bewegliche Verbindungen sind dem Schidel nur das Os hyoideum (Zungenbein) und die
beiden Unterkieferhilften (Mandibula) angeschlossen. Das Zungenbein ist mit seinem aus
straffem Bindegewebe aufgebauten Tympanohyoid syndesmotisch mit dem Processus
mastoideus der Pars petrosa des Schlafenbeins verbunden. Die beiden Unterkieferhalften,
welche rostral iiber eine bindegewebige Articulatio intermandibularis verwachsen sind,
artikulieren iiber ein synoviales Gelenk, dem Articulatio temporomandibularis, ebenfalls mit
dem Schlifenbein. Hierbei handelt es sich um ein inkongruentes Walzengelenk, in welches ein

faserknorpeliger Diskus articularis eingelagert ist (Nickel 1977).
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Os Os parietale (10) Os
frontale (7) occipitale (9)

Os Os
nasale (2) temporale (8)
Os Os
incisivum (1) palatinum (6)

Os
Maxilla (3) Os lacrimale (4) zygomaticum (5)

Abbildung 2: Katzenschidel, Aufsicht von kranio-lateral (Wunderlin 2010).

Os interparietale (12) Os sphenoidale (11)

Petrosum
und Tympanicum (13) Os pterygoideum (14)

Abbildung 3: Katzenschidel, Ansicht von ventro-lateral (Wunderlin 2010).
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Vomer Corpus ossis basisphenoidale

Corpus ossis prasphenoidale Condylus occipitalis

Abbildung 4: Katzenschédel, Ansicht von ventral, die Schédelbasis ist blau markiert (Wunderlin 2010).

2.1.2  Uberblick iiber die Suturen des Kraniums der Katze

Mit Ausnahme von Zungenbein und Unterkiefer sind die weiteren Knochen des Schidels
weitgehend unbeweglich miteinander verbunden. Erzielt wird dies iiber die mehr oder weniger
vollstindige Verkndcherung der in der Jugend noch bindegewebigen oder knorpeligen Néhte.
In der Medianen verlaufen von rostral nach kaudal (Abbildung 5), als Verbindung der beiden
Os nasale, Os frontale und Os parietale, die Sutura internasalis (1), die Sutura interfrontalis/
metopica (2) und die Sutura sagittalis (3) (Popesko 2011). Von kaudal schiebt sich V-formig
das Os interparietale in die Sutura sagittalis hinein, welches tber die Sutura
parietointerparietales mit dem Os parietale verbunden ist. In der Sutura lambdoidea
iiberlappen sich Os parietale und Os occipitale, ventral schlieit sich daran mit der Sutura
occipitotympanica die Verbindung von Os occipitale und dem Pars tympanica des Os
temporale an (Coussens et al. 2007; Evans et al. 2013). Rostral ist das Os frontale iiber die

Sutura frontonasalis (4)
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1. Sutura internasalis

1 2. Sutura interfrontalis
3. Sutura sagittalis
4. Sutura frontonasalis

5. Sutura coronalis

Abbildung 5: Uberblick iiber die Suturen des Katzenschidels. In der Medianen liegen von rostral nach
kaudal die Suturen 1 — 3, quer dazu im rostralen Bereich die Sutura frontonasalis (4) und weiter kaudal die
Sutura coronalis (5) (Lizenz der Abbildung: CC BY-SA 4.0).

mit dem Nasen- und tiber die Sutura frontolacrimalis mit dem Tranenbein verbunden. An den
Seiten schiebt sich das Os parietale tiber das Os frontale und bildet so die Sutura coronalis (5)
(Jiang et al. 2002). Die Sutura coronalis liegt nach Abschluss der ontogenetischen Entwicklung
im Bereich der beiden GroBhirnhemisphédren und ist daher keinem genauen Bereich des
darunterliegenden Gehirns zuzuordnen. Anders verhilt es sich mit der Sutura sagittalis, die
oberhalb der medianen Verbindung der beiden GroBhirnhilften liegt und der Sutura
lambdoidea, die das Gewebe zwischen Hemispherium cerebri und Kleinhirn iiberlagert (Jiang

et al. 2002).

2.2 Kranialer Index

Um die Schiddel der Katzen vergleichend vermessen zu konnen, werden -einheitliche
Messpunkte benétigt. In der Medianen der Sutura frontonasalis, also der Verbindung von
Nasen- und Stirnbein, liegt das Nasion. Als Inion wird der kaudalste und zentralste Punkt der
Protuberantia occipitalis externa (Hinterhauptbein) bezeichnet. An der weitesten Stelle der
duBeren Schédelkapsel, im Bereich der Scheitelbeine (Ossa parietalia), liegt beidseits das
Euryon (Stockard 1941). Die Verbindungslinie von Nasion zu Inion ist als kraniale Léinge
definiert, durch die Messung von Euryon zu Euryon erhélt man die kraniale Breite. Der kraniale

Index wird durch Schédelbreite x 100 / Schédellange angegeben (Evans et al. 2013).
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2.3 Embryologische Entwicklung des Schidels

2.3.1 Entwicklung der Primitivorgane

Zu Beginn der Entwicklung eines dreidimensionalen Embryos bilden sich zuerst zwei
Keimblidtter aus, das &uBere (Ektoderm) und das innere (Entoderm). Insbesondere im
dorsokaudalen Bereich des duBleren Keimblatts proliferieren die Zellen und bilden so den
Primitivstreifen. Durch die voranschreitende Zellvermehrung, speziell im kranialen Abschnitt
des Primitivstreifens, formiert sich hier eine Verdickung, welche als Primitivknoten bezeichnet
wird. Aus dieser Verdickung wichst nach schrig vorne der Kopffortsatz, der im Anschluss
Verbindung mit dem Entoderm aufnimmt. Direkt vor der Vereinigungsstelle liegt im Entoderm
ein Bereich, der Prachordalplatte genannt wird. Die Prichordalplatte bildet die Grundlage fiir
das rostrale Mesenchym und den kranialen Teil der Chorda dorsalis. Der kaudale Teil der
Chorda dorsalis entsteht aus dem Kopffortsatz und ist somit ektodermalen Ursprungs. Die
Chorda dorsalis stellt bei allen Wirbeltieren das erste primitive Stiitzskelett dar, wird aber bei
den hoheren Wirbeltieren in der weiteren ontogenetischen Entwicklung fast vollstindig
zuriickgebildet. Als Uberbleibsel finden sich beim erwachsenen Tier nur die Nuclei pulposi der

Zwischenwirbelscheiben (Riisse et al. 2015; Schnorr et al. 2006).

Durch weitere Zellproliferation formiert sich, sekundir zum dufleren und inneren Keimblatt als
mittleres Keimblatt, das Mesoderm. Fiir die Entwicklung des Schédels, sowie des zentralen
Nervensystems, spielen insbesondere das Ektoderm und das Mesoderm eine wichtige Rolle.
Unterdessen ist das Entoderm an der Bildung der Darmanlage und zahlreichen inneren Organen
beteiligt (Schnorr et al. 2006). Mithilfe der Entstehung des Chorda-Mesoderm-Komplexes wird
im duBeren Keimblatt die Neurulation, also die Bildung des zentralen Nervensystems,
induziert. Durch Wucherung im Ektoderm kommt es zur Ausbildung der Neuralplatte, welche
sich in der Mittellinie abflacht und so zur Neuralrinne wird. Die seitlichen Randbereiche der
Rinne werden als Neuralfalten bezeichnet. Im weiteren Verlauf verschlieit sich die Rinne durch
immer stirkeres Anwachsen der Seitenbereiche, sowie ihrem immer tieferen Absinken. Der
Schluss der Rinne beginnt im mittleren Bereich der Neuralplatte, der der spiteren Halsregion
des Embryos entspricht. Die am rostralen und kaudalen Ende entstandenen Offnungen des
Neuralrohrs werden als Neuroporus anterior und posterior bezeichnet. Durch ihren Verschluss
wird die Trennung von Neuralrohr und Epidermisblatt vollendet. Am rostralen Ende des
Neuralrohrs entsteht durch Hohlraumbildung und Zellproliferation das Zweiblasenstadium der
Gehirnanlage. Auflerdem bilden sich hier nach dem Schluss der Newuropori drei paarige
ektodermale Verdickungen, die sogenannten Plakoden, heraus. Sie stellen die Grundlage fiir

die spétere Entwicklung von Riechepithel, Linse und Epithel des hdutigen Labyrinths und
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werden Nasen-, Linsen- beziehungsweise Ohrplakode genannt (Schnorr ef al. 2006). Im Gebiet
zwischen Epidermisblatt und Neuralfurchen 16sen sich Zellen heraus, welche sich zu den
Neuralleisten formieren. Aus diesen multipotenten Zellen entstehen in der weiteren
Entwicklung unter anderem die spinalen und vegetativen Ganglien, die Gliazellen des
peripheren Nervensystems, die Melanozyten, die Zellen des Nebennierenmarks und ein
Grofteil der Schidel- und Gesichtsknochen und -knorpel (Schnorr et al. 2006; Riisse et al.
2015; Yoshida et al. 2008; Senarath-Yapa et al. 2013). Das mittlere Keimblatt kann wiederum
in seiner weiteren Differenzierung in paraxiales, laterales und intermedidres Mesoderm
unterteilt werden (Abbildung 6). Das paraxiale Mesoderm liegt seitlich der Neuralfurche an und
wird durch seine Segmentierung zu den Urwirbeln (Somiten). Das rostrale Ende bleibt hierbei
unsegmentiert. Die ersten Somiten entstehen circa auf Hohe der Ohrbldschen und werden als
okzipitale Urwirbel bezeichnet, die weiteren Segmente reichen kaudal bis zum Schwanzende.
Durch weitere Umbauprozesse der Somiten kommt es zur Bildung eines zentralen Kanals,
welcher als Myocoel bezeichnet wird (Schnorr ez al. 2006). Die Wiande der Urwirbel entwickeln
sich nun unterschiedlich weiter. Der ventromediale Abschnitt wird als Sklerotom bezeichnet,
der dorsolaterale Bereich als Dermatom und Myotom und bildet somit die Haut-Muskelplatte

(Schnorr et al. 2006).

Abbildung 6: Schematische Darstellung nach Teilung des Mesoderms, modifiziert nach Schnorr ez al.
(2006). Gewebe mit ektodermalem Ursprung sind in blauen Farben, Gewebe aus Zellen des Entoderms in
griinen Farben dargestellt. Mesodermale Gewebe sind mit braunen Farben markiert.
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2.3.2 Allgemeine Entwicklung des Schiidels

Wie bereits erwihnt, besteht der Schidelknochen an sich aus einer Vielzahl an Einzelknochen.
Aus Sicht der ontogenetischen Schidelentwicklung konnen aber zwei grofle Bauteile
unterschieden werden. Das vielgliedrige primordiale Splanchnokranium (Gesichtsschiddel) und
das ungegliederte primordiale Neurokranium (Hirnschidel) (Nickel 1977). Das kraniofaziale
Mesenchym des Schidels wird aus Zellen der Neuralleiste, sowie dem lateralen und paraxialen
Mesoderm gebildet (Jiang et al. 2002; Mishina ef al. 2014). Die mesenchymale Grundlage fiir
die Entstehung des Splanchnokraniums liefert Material aus den Somiten und dem
Mesektoderm, beziehungsweise den ersten drei Kiemenbdgen, die sich hieraus entwickelt
haben. Beim Neurokranium stammt das Mesenchym zur Schédelbildung stattdessen aus dem

Kopffortsatz und den okzipitalen Sklerotomen (Riisse et al. 2015).

Ein Chondrokranium entwickelt sich im Bereich des Gesichtsschidels aus dem Mesenchym der
Kiemenbdgen. So entsteht im Bereich des ersten Kiemenbogens der Mekelsche Knorpel, aus
dem spéter die Anlagen der beiden Gehorkndchelchen Hammer (Malleus) und Amboss (Incus)
hervorgehen. Der Reichertsche Knorpel aus dem Bereich des zweiten Kiemenbogens liefert die
Grundlage fiir das dritte Gehdrknochelchen, dem Steigbiigel (Stapes), sowie dem Proccessus
styloideus und dem Cornu minus des Zungenbeins. Aus dem Knorpel des dritten Kiemenbogens
entwickelt sich der Korper und das Cornu majus des Zungenbeins. Beim Neurokranium tritt
eine Verknorpelung im Bereich der spiteren Schidelbasis auf. Zu dieser medialen Platte, die
sich von der rostralen Begrenzung des Foramen magnum bis zur Nasenregion zieht, kommen
seitlich knorpelige Vorldufer der Keilbeine und Schldfenbeine, sowie eine Ohr- und eine
Nasenkapsel hinzu (Riisse ez al. 2015; Schnorr et al. 2006). Noch wihrend der vollstdndigen
Anbildung des Chondrokraniums beginnt an anderer Stelle des Schidels bereits die
Verknocherung und somit die Entwicklung des Osteokraniums. Hierbei werden zwei
grundlegende Wege der Knochenentstehung unterschieden (Riisse ef al. 2015). Zum einen die
enchondrale Ossifikation, bei der sich die Mesenchymzellen in Chondroblasten differenzieren
und primordialen Knorpel bilden, welcher darauthin durch Knochen ersetzt wird
(Ersatzknochen). Zum anderen die desmale Ossifikation, bei der es ohne vorherigen Knorpel
im Mesenchym, in primédren Ossifikationszentren, zur Knochenbildung kommt (Mishina et al.
2014). Knochen, die durch desmale Ossifikation entstehen, werden als Deck- oder
Belegknochen bezeichnet, wihrend die, die durch beide Arten der Ossifikation entstehen und
sich spiter zu einer Einheit zusammenfiigen, Mischknochen genannt werden (Schnorr et al.
2006) (Tabelle 1). An den Beriihrungsstellen bleibt nach Beendigung der Ontogenese bei den
Deckknochen das bindegewebige Nahtband (Suzur) und bei den Ersatzkochen der Nahtknorpel
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(Synchondrose) iibrig. Die groflen bindegewebigen Bereiche zwischen mehreren Deckknochen,
die als Fontanellen bezeichnet werden, schlie3en sich beim Tier im Unterschied zum Menschen

noch vor der Geburt (Riisse ef al. 2015).

Tabelle 1: Verknocherungsformen der einzelnen Schédelknochen.

Ersatzknochen = Mischknochen Deckknochen
Splanchnokranium Os hyoideum Malleus Os nasale
Incus Os lacrimale
Stapes Os zygomaticum
Ossa conchae Maxilla
Os incisivum
Os palatinum
Vomer
Os pterygoideum
Mandibula
Neurokranium Os sphenoidale  Os occipitale Os interparietale
Os ethmoidale Os temporale Os parietale
Os frontale

11
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2.3.3 Ursprungsgewebe der Schiidelknochen und Suturen

Die Suturen werden, wie auch die Knochen des Schidels, von Zellen des Mesoderms oder der
Neuralleiste gebildet. Durch verschiedene Studien an Mausen konnte von Jiang ef al. (2002)
und Yoshida e al. (2008) gezeigt werden, dass neben der Dura mater (Opperman 2000) und
den Knochen des Splanchnokraniums auch das Os frontale, die Squama und Pars tympanica
des Os temporale, sowie das Orbito- und Présphenoid von Zellen der Neuralleiste gebildet
werden. Das Os interparietale tragt vor allem in seinem Zentrum Zellen der Neuralleiste, in
seiner Peripherie aber Zellen des Mesoderms und ist somit als einziger Knochen des Schédels
gemischten Ursprungs (Jiang et al. 2002). Alle iibrigen Schiddelknochen stammen, wie in
Abbildung 7 dargestellt, von Zellen des Mesoderms ab (Noden et al. 2005). Ebenso ist die
koronale Sutur mesodermalen Ursprungs, wihrend die nasale, interfrontale (metopische) und
sagittale Sutur von Zellen der Neuralleiste stammen (Mishina ez al. 2014). Neben ihrer Funktion
als Wachstumszonen bilden die Suturen auch gelenkige Verbindungen der Schiddelknochen,
durch die im geringen Mafle Bewegung moglich ist (Mishina et al. 2014).

Hyobranchials
Thyroid
Arytenoid

Cricoid
W

anm

Abbildung 7: Ursprungsgewebe der Knochen am Miuseschiidel. Mesodermales Ursprungsgewebe wird in
violett dargestellt. Blau gekennzeichnete Knochen entspringen aus Zellen der Neuralleiste (Noden und
Trainor 2005).
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2.4 Signalwege und ihre Bedeutung in den Suturen

Nach Meinhardt (1983) stellt in der Biologie ein organisatorisches Zentrum einen Ort dar, in
dem zwei Gewebe unterschiedlichen Ursprungs aufeinander treffen und durch deren Interaktion
es zur Bildung eines Signalsystems kommt. Diese Voraussetzung erfiillen am Schidel, wie
bereits oben erwihnt, insbesondere die Sutura sagittalis und coronalis (Jiang et al. 2002). Die
koronale Sutur ist mesodermalen Ursprungs und liegt zwischen dem ebenso mesodermalen
Parietalknochen und dem Stirnbein, welches von Zellen der Neuralleiste gebildet wird. Die
mesodermalen Ossa parietalia werden wiederum von der Sutura sagittalis verbunden, deren

Mesenchym aus der Neuralleiste entspringt (Jiang ez al. 2002) (Abbildung 7, Abbildung 8).

Beim Menschen sind die koronale und die sagittale Sutur fiir das Hauptwachstum des Schidels
verantwortlich (Wall 1997). Der stirkste Stimulus zum appositionellen Wachstum der
Deckknochen wird iiber die Ausdehnung des neuronalen Gewebes ausgeldst (Baer 1954) und
iiber die Dura mater als extrinsisches Signal an die Schidelknochen geleitet (Cohen 2000). Um
eine normale Entwicklung entlang der Suturen zu erreichen, agieren die benachbarten
Knochenenden, das undifferenzierte Mesenchym zwischen ihnen, das angrenzende
Perikranium, sowie die darunter liegende Dura mater als Komplex (Teven ef al. 2014). Damit
hierbei das Mesenchym der Suturen trotz der Proliferation der Knochen nicht selbst ossifiziert
und die Wachstumszonen dadurch verfriiht geschlossen werden, ist ein diffiziles Gleichgewicht
von Proliferation und Migration der Osteoblasten sowie deren Apoptose unabdingbar. Dies
wird tiber multiple Signalwege koordiniert (Opperman 2000; Senarath-Yapa ef al. 2013).
Wihrend des Wachstums enthalten die Suturen des Schideldachs ein zellreiches Gewebe und
an den Réandern der Knochenenden finden sich eine grole Anzahl an Osteoprogenitorzellen und
Osteoblasten. Erst mit Abnahme der kranialen Entfaltung nimmt auch die Zellzahl innerhalb
der Suturen ab, die Knochenrinder ndhern sich an und die Nahte erreichen ihre reife Form
(Opperman et al. 2005). Zu den wichtigsten Signalwegen innerhalb der Suturen- und
Schidelentwicklung zédhlen der fibroblast-growth-factor- (FGF), der Wnt-, der bone
morphogenetic protein- (BMP) und transforming-growth-factor-f- (TGF-B), der Hedgehog-
und der Notch-Signalweg, die iiber komplexe Interaktionen die physiologische Entwicklung

der Suturen steuern.
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Abbildung 8: Ursprungsgewebe der Suturen und der umliegenden Schidelknochen modifiziert nach
Senarath-Yapa ef al. (2013). Mesodermales Ursprungsgewebe wird in der Farbe Rot dargestellt. Stammen
die Ursprungszellen aus der Neuralleiste, ist das Gewebe blau gekennzeichnet.

2.4.1 FGF-Signalweg

Bei den Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) handelt es sich um Mitglieder einer
Polypeptidfamilie, die eine aus 120—130 Aminoséuren bestehende homologe Kernregion und
eine hohe Bindungsaffinitit zu den fibroblast-growth-factor-Rezeptoren (FGFR) und Heparin-
Rezeptoren aufweisen. Bei den Saugetieren sind derzeit 18 verschiedene FGF bekannt, FGF1—
10 und FGF16-23, die wiederum in sechs Untergruppen eingeteilt werden konnen (Beenken et
al. 2009; Teven et al. 2014). Die vier fibroblast-growth-factor-Rezeptoren (FGFR1-FGFR4)
sind Tyrosinkinase-Transmembranproteine, die aus einer Heparin-bindenden Sequenz, drei
extrazelluldren Immunglobulin-dhnlichen Doménen, einer Transmembrandoméne und einer
intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne aufgebaut sind (Karsenty ef al. 2002). Durch Bindung
der Liganden an die FGF-Rezeptoren kommt es zur Dimerisierung der Rezeptoren und zur
Trans-Phosphorylierung der Kinase-Doménen (Spivak-Kroizman et al. 1994), wodurch
wiederum einer der drei intrazelluldren Signaltransduktions-Mechanismen in Gang gesetzt wird
(Marie 2012).

Am héufigsten wird durch die Bindung der spezifischen FGF an den FGF-Rezeptor der
RAS/MAP-Kinase-Weg induziert. Weitere sind der Phosphoinositid 3 (PI3)-Kinase/AKT-
Signalweg und der Phospholipase y-Weg (Yun ez al. 2010). Die Signalkaskade des RAS/MAP-
Kinase und des PI3/AKT-Weges beginnt mit Bildung eines FRS2-Komplexes, welcher aus
FRS20, GRB2, GABI1 und SOS und SHP2 besteht (Abbildung 9). Durch die Bildung dieses
Komplexes wird die Aktivierung der beiden Wege erleichtert (Dailey et al. 2005). Wéhrend der
Signalweg tiber die RAS/MAP-Kinase die Zellproliferation und Zelldifferenzierung steuert
(Dorey et al. 2010), entscheidet der PI3/AKT-Weg iiber das zellulire Uberleben (Dailey et al.
2005). Der dritte Weg tiber die Phospholiplase y beeinflusst die Morphologie, Migration und
Adhision der Zellen (Dailey et al. 2005).
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Abbildung 9: FGF/FGFR-Signalweg modifiziert nach Teven et al. (2014). Initiiert durch die Bindung der
FGFs wird einer der drei intrazelluliren Signaltransduktions-Mechanismen (RAS/MAP-Kinase-,
Phospholipase y-, oder der PI3/AKT-Weg) in Gang gesetzt. Die jeweiligen Wege steuern die Morphologie,
Migration und Adhision, sowie das Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung der Zellen.
Gehemmt wird der FGF/FGFR-Signalweg insbesondere durch MAPK-Phosphatasen (SPRY, MPK3, SEF),
welche an verschiedenen Positionen in die Signaltransduktion eingreifen.

Neben den aktivierenden Signalen gibt es auch Proteine, die eine ddmpfende Wirkung auf die
FGF-FGFR-Wege haben. Dazu zéhlen vor allem MAPK-Phosphatasen, worunter die Proteine
der SPRY-Familie (Hacohen et al. 1998) fallen, sowie die MAPK-Phosphatase 3 (MPK3)
(Zhao et al. 2001) und SEF (Furthauer et al. 2002). Eine weitere Inhibition der Signalkaskaden
findet auf Ebene der Rezeptoren statt. Nach einer erfolgten Aktivierung folgt mitunter ihre
Internalisierung (Thien et al. 2001). Innerhalb der kraniofazialen Schédelentwicklung spielen
die komplexen FGF-Signalwege eine tragende Rolle und interagieren dabei mit weiteren
Signalwegen (Morriss-Kay et al. 2001). Die frithe desmale Ossifikation ist gekennzeichnet
durch eine Koexpression von FGFR1-FGFR3 in den Vorlduferzellen der Osteoblasten und den

Osteoblasten selbst (Teven et al. 2014).

Hohe FGF-Spiegel gehen mit einer osteogenen Differenzierung einher. Wahrend aber an den

Knochenenden ein Knochenwachstum und somit eine Differenzierung zu Osteoblasten
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erwiinscht ist, bedarf es undifferenzierter Mesenchymzellen inmitten der Sutur. Dies wird durch
unterschiedlich hohe FGF-Level innerhalb der verschiedenen Bereiche der Wachstumszone
erreicht. So sind die Spiegel an FGF im Bereich der Knochenenden hoher als in der Mitte der
Sutur. Zum Zeitpunkt des Fugenschlusses zeigen sich vor allem steigende FGF2-Spiegel (Iseki
et al. 1999; Mehrara et al. 1998). FGFR2- und FGFR3-Rezeptoren werden insbesondere von
den Osteoprogenitorzellen im Zentrum der Sutur exprimiert und erhalten die Proliferation
dieser Zellpopulation aufrecht. Im Gegensatz dazu zeigt sich durch eine erhohte Aktivitdt des
FGFR1-Rezeptors ein verfrithter Fugenschluss (Iseki ef al. 1999). Zusammenfassend kann man
also sagen, dass an einer physiologischen patenten Sutur am Rande der Knochenenden durch
hohe FGF2-Spiegel differenzierte Osteoblasten mit FGFR1-Rezeptoren dominieren, wihrend
im Zentrum mit niedrigem FGF2-Level Osteoprogenitorzellen mit FGFR2- und FGFR3-

Rezeptoren iiberwiegen (Teven et al. 2014).

2.4.2 Wnt-Signalweg

Der Wnt/p-Catenin-Signalweg spielt eine Schliisselrolle in der zelluldren Differenzierung,
Skelettentwicklung und Knochenbildung. Bereits kleine Stérungen in der Dauer, der Intensitét
und dem Kontext der Signaliibertragung haben auf die Knochenbiologie einen groflen Einfluss
(Clevers et al. 2012; Reinhold et al. 2007). Die meisten Sdugetiergenome, so auch das
menschliche, enthalten 19 Gene fiir Wnt-Proteine (Clevers ef al. 2012). Als Rezeptor dieser
Proteine fungiert ein Transmembranrezeptor, der als Frizzled bezeichnet wird, sowie die Co-
Rezeptoren LRP-5, LRP-6 und nach neusten Erkenntnissen auch LRP-4 (Leupin et al. 2011;
Monroe et al. 2012). Durch Bindung der Wnt-Liganden an den Rezeptor wird tiber die
Aktivierung des intrazelluldren Proteins Dishevelled der Abbau von -Catenin im Cytoplasma
inhibiert (Lee ef al. 1999). Dadurch kommt es zum Anstieg der f-Catenin Konzentration im
Cytoplasma und zur Translokation von B-Catenin in den Zellkern, wo es zusammen mit
TCF/LEF als Transkriptionsfaktor wirkt und mehrere Gene aktiviert (Jho et al. 2002). Unter
den Zielen des Wnt-Signalweges befindet sich auch ein Transkriptionsfaktor der basic-Helix-
Loop-Helix-Klasse (bHLH) namens TWIST1 (Howe et al. 2003), sowie das FGFI8-Gen
(Reinhold et al. 2007). TWIST1 hemmt die Chondrogenese und verhindert damit einen Schluss
der Sutur (Behr ef al. 2010). Reinhold ef al. (2007) vermuten unterdessen, dass FGF18 das
Schliisselprotein in der Umsetzung der Wnt-Signale fiir die Differenzierung der Osteoblasten
ist. Neben dem Wnt-Signalweg hingt die Expression von FGF18 allerdings auch von dem
Transkriptionsfaktor RUNX2 ab, welcher unter anderem auch ein Ziel des FGF/FGFR-
Signalweges ist (Reinhold et al. 2007). Dadurch entsteht eine enge Vernetzung der beiden
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Signalwege FGF/FGFR und Wnt. Dies wird auch von Fei er al. (2011) unterstiitzt. Sie
demonstrierten, dass FGF2 die Differenzierung der Osteoblasten teilweise iiber die Aktivierung

des Wnt-Signalweges induziert.

Axin2 agiert als negativer Regulator des Wnt-Signalweges, indem es den Spiegel von B-Catenin
senkt (Abbildung 10). Wéhrend des Knochenwachstums wird Axin2 in den Knochenenden und
dem Periost der Suturen exprimiert. Studien an Méusen zeigten, dass es bei einer gezielten
Inaktivierung der Axin2-Signale zu einem verfrithten Schluss der metopischen/interfrontalen

Sutur kommt (Yu ef al. 2005).

LRP4/516 (O 7

Abbau von B-Catenin

Gene der Osteoblastendifferenzierung

Abbildung 10: Wnt-Signalweg modifiziert nach Katsianou ez al. (2016). Durch Bindung der Wnt-Liganden
an den Rezeptor Frizzled und seinen Co-Rezeptoren kommt es zur intrazelluliiren Aktivierung des Proteins
Dishevelled, wodurch der Abbau von B-Catenin gehemmt wird. Im Zellkern kommt es -Catenin -abhéingig
zur Aktivierung der Zielgene. Axin2 fiihrt zu einem Abbau von B-Catenin und dadurch zu einer Hemmung
des Wnt-Signalweges.
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2.4.3 BMP-Signalweg

Bone morphogenetic proteins (BMPs) induzieren durch die Stimulation der Osteo- und
Chondroblasten Differenzierung das Knochen und Knorpelwachstum (Nishimura ef al. 2008).
Sie sind Mitglieder der transforming-growth-factor-p (TGF-B) Superfamilie (Celeste et al.
1990) und binden an membrangebundene Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren, die dann
phosphorylieren und intrazelluldre zytoplasmatische SMAD-Proteine aktivieren. Diese
wiederum translozieren in den Zellkern und agieren dort als Transkriptionsfaktoren (Nishimura
et al. 2012). Der BMP/SMAD-Signalweg steuert die Expression und/oder Funktion vieler
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Chondro- und Osteogenese essentiell sind, darunter Osterix,
SOX9, RUNX2, MSX2 und DLX5/6 (Nishimura et al. 2008; Nishimura et al. 2012). Der BMP-
Signalweg wird auf mehreren Ebenen streng reguliert. Extrazelluldre Proteine wie Noggin und
Chordin fungieren als BMP-Antagonisten. Sie binden die Liganden der BMP-Rezeptoren,
sodass eine Interaktion mit den Rezeptoren nicht mehr stattfinden kann (Abbildung 11) (Warren
et al. 2003). Warren et al. (2003) untersuchte in Studien an Méusen die Expression von Noggin
in patenten und verschlossenen Suturen. Wiahrend in der aktiven koronalen und sagittalen Sutur
hohe Noggin-Spiegel nachgewiesen werden konnten, war die Noggin-Expression in der

verschlossenen metopischen Sutur kaum nachweisbar.

Auch der BMP-Signalweg ist eng mit anderen Signalwegen verkniipft. FGF2 und FGF18
unterdriicken die Noggin-Expression und verstérken dadurch die BMP-Wirkung (Warren ef al.
2003; Reinhold ef al. 2004). Die Interaktion mit dem Wnt-Signalweg erscheint sehr komplex.
Gemeinsame molekulare Drehpunkte stellen der Transkriptionsfaktor RUNX2, B-Catenin,
sowie die zwei inhibitorischen Proteine des Wnt-Signalweges, DKK1 und GSK3p, dar (Lin e?
al. 2011).
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BMP Rezeptor

Gene der Osteoblastendifferenzierung

Abbildung 11: BMP-Signalweg, modifiziert nach Lin ez al. (2011). Die Aktivierung des Signalweges erfolgt
durch die BMP-Liganden, wodurch intrazellulir SMAD-Proteine aktiviert werden, welche wiederum als
Transkriptionsfaktoren agieren. Die Inhibierung des BMP-Signalweges wird unter anderem durch den
BMP-Antagonisten Noggin geregelt.

2.4.4 TGF-B-Signalweg

Wie auch BMPs sind TGF-Bs Mitglieder der TGF-B Superfamilie und teilen als solche
Gemeinsamkeiten in der Signaltransduktion. Wihrend bei dem BMP-Weg allerdings die
Rezeptor SMAD-Proteine 1, 5 und 8 aktiviert werden, sind es bei dem TGF-B-Signalweg die
Rezeptor-assoziierten SMAD 2- und SMAD 3-Proteine. Diese wiederum aktivieren SMAD 4,
welches in den Kern transloziert und dort als Transkriptionsfaktor fungiert (Derynck et al. 2007;
Senarath-Yapa et al. 2013) (Abbildung 12). SMAD 3 wiederum wirkt inhibierend auf den
Osteoblasten-Transkriptionsfaktor RUNX2, wodurch die Differenzierung zu Osteoblasten
unterdriickt wird (Alliston e al. 2001). Neben der Differenzierung zu Osteoblasten inhibiert
TGF-B auch die Entwicklung der mesenchymalen Stammzellen zu Myoblasten und Adipozyten
und fordert die Proliferation der Stammzellen (Dijke et al. 2006). Er stellt somit in diesem

Bereich den Gegenspieler zum BMP-Weg dar, welcher die Differenzierung entlang der
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Mesenchym-Linien zu Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten foérdert (Derynck et al.
2007).

Die Expression von TGF-B1, TGF-B2 und TGF-$3 in den Suturen wurde von Opperman ef al.
(1997) beschrieben. Die Ergebnisse zeigten, dass hohe TGF-B1- und TGF-B2-Spiegel mit der
Obliteration der frontonasalen Sutur assoziiert sind, wahrend hohe TGF-B3- und niedrige TGF-
B1- und TGF-B2-Spiegel in der unverschlossenen Sutura coronalis nachweisbar waren

(Opperman et al. 1997).

TGF-B-Rezeptor

=
>
>

Abbildung 12: TGF-B-Signalweg modifiziert nach Lin e7 al. (2011). Die Aktivierung des Signalweges erfolgt
durch die TGF-p Liganden, wodurch intrazellulire SMAD-Proteine aktiviert werden. Diese wirken
wiederum als Transkriptionsfaktoren im Zellkern.
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2.4.5 Hedgehog-Signalweg

Bei den Wirbeltieren gibt es nach heutigem Kenntnisstand drei Liganden, die den Hedgehog
(HH)-Signalweg induzieren, das sonic (SHH), desert (DHH) und indian hedgehog (IHH)-
Protein (Riddle ez al. 1993). Bei dem Rezeptor namens Patched handelt es sich um einen
Transkriptionsinhibitor. Er {ibt eine inhibierende Wirkung auf das Transkriptionsprotein
Smoothened (SMOO) aus. Durch Bindung eines HH-Proteins an den Rezeptor wird seine
inhibierende Wirkung auf SMOO aufgehoben und der Signalweg gestartet. Es kommt zur
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren GLIl, GLI2 und GLI3, die in den Zellkern
translozieren und dort als Schliisselregulatoren der Zielgene agieren (Ruiz i Altaba ez al. 2007)

(Abbildung 13).

DHH wird vornehmlich in den ménnlichen Geschlechtsorganen exprimiert (Yao et al. 2002),
wihrend SHH eine Schliisselrolle bei der Schidelentwicklung (Chiang et al. 1996) und IHH
bei der Chondrogenese spielt (Vortkamp et al. 1996).

ohne HH Bindung

Patched

aktivierte GLI

¢

Zielgene von GLI

Abbildung 13: Hedgehog-Signalweg modifiziert nach Pan et al. (2013). Aktivierung des Signalweges durch
Bindung eines HH-Proteins an den Rezeptor Patched, wodurch dessen inhibierende Wirkung auf das
Transkriptionsprotein SMOO aufgehoben wird. Es kommt zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
GLL
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Im Vergleich zu den FGF, TGF-B und BMP-Signalwegen ist die Bedeutung des Hedgehog-
Signalwegs bei der Entwicklung der Suturen erst seit relativ kurzer Zeit Grundlage von
Forschungen. Trotzdem konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl IHH als auch SHH in der
physiologischen Entwicklung der Suturen relevant sind (Pan et al. 2013). Studien an Mausen
zeigten, dass IHH wihrend der Proliferation der Osteoblasten an den Knochenenden exprimiert
wird. Die Expression fiihrt vermutlich zum vermehrten Exprimieren von BMP2, BMP4 und
dem Rezeptor Patched. Dies hat wiederum die desmale Ossifikation an den Knochenenden und
spéter die Obliteration der Sutur zur Folge (Jacob et al. 2007; Lenton et al. 2011). SHH dagegen
wird eher im mittleren Bereich der Suturen exprimiert und steuert dort, gemeinsam mit BMP4
iiber die Aktivierung von MSX2 die Proliferation der Mesenchymzellen im suturalen Spalt

(Alappat et al. 2003).

2.4.6 Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist evolutionér stark konserviert und ubiquitdr an embryonalen und
postnatalen Differenzierungswegen von Zellen beteiligt (Artavanis-Tsakonas 1999). Zur
Induktion des klassischen kanonischen Notch-Signalweges bindet einer der fiinf
Delta/Serrate/Lag2(DSL)-Liganden an einen der vier Notch-Rezeptoren (Notch 1-Notch 4).
Die funf Liganden, Jagged (Jag) 1 und Jag 2, sowie delta-like (DLL) 1, DLL 2 und DLL 3 sind
selbst Transmembranproteine, die eine Kommunikation zwischen benachbarten Zellen
vermitteln (Lindsell e al. 1996). Sie zihlen zu den Typ-1-Transmembranproteinen und weisen
in ihren extrazelluliren Doménen einen gemeinsamen Aufbau auf (Abbildung 14). Nach der N-
terminalen (NT)-Doméne folgt die DSL-Domine, die eine degenerierte epidermal growth
factor (EGF)-dhnliche-Wiederholung darstellt. An die DSL-Domine schlief3t sich eine Reihe
von EGF-dhnlichen, teilweise Calcium bindende, Tandem-Wiederholungen an, worauf der
transmembrane und der intrazellulire Bereich des Proteins folgen. Die DSL-Doméne ist fiir
eine Bindung mit Notch unabdingbar, reicht allein allerdings nicht aus (Shimizu et al. 1999;
D’Souza et al. 2010). Mutationen innerhalb der konservierten Reste dieser Domine sind sowohl
bei Vertebraten als auch bei Intervertebraten mit einem Funktionsverlust der Notch-Signale

verbunden (Henderson et al. 1997; Warthen et al. 2006).
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intrazellulir extrazellulir

EGF-ihnliche-Wiederholungen

Abbildung 14: struktureller Aufbau eines DSL-Liganden des kanonischen Notch-Signalweges modifiziert
nach D’Souza et al. (2010). Der DSL-Ligand stellt selbst ein Transmembranprotein dar mit einer
extrazellulir gelegenen NT- und DSL-Domiine gefolgt von EGF-ihnlichen-Wiederholungen. Daran schliefit
sich die Transmembran-Domiine und der intrazellulire Teil des Proteins an.

Die Notch-Rezeptoren, die wiederum selbst Transmembranproteine sind, weisen ebenso einen
konservierten Aufbau auf (Abbildung 15). Extrazellulir zeichnen sie sich durch multiple EGF-
dhnliche-Tandem-Wiederholungen aus, auf die eine Negativ-Regulatorische-Region (NRR)
folgt. Wiahrend in der EGF-Region die Interaktion mit den jeweiligen Liganden stattfindet,
verhindert die NNR eine Liganden-unabhéngige Aktivierung des Rezeptors (Cordle ez al. 2008;
Sanchez-Irizarry et al. 2004). Die folgende Transmembrandoméne enthélt Spaltstellen, welche
vom y-Sekretase-Komplex erkannt werden und an denen die intrazelluldre Doméane (NICD) des
Notch-Rezeptors abgespaltet werden kann (Kopan ez al. 2009). Nach der Bindung eines DSL-
Liganden kommt es zur Abspaltung der NICD, die dann selbst als Transkriptionsfaktor in den
Zellkern transloziert und dort unter der Interaktion mit einem Transkriptionsfaktor der CSL-

Familie zur Aktivierung der Notch-Zielgene Hey und Hes fiithrt (Honjo 1996) (Abbildung 16).
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extrazellulir intrazelluléir

EGF-ihnliche-Wiederholungen

Abbildung 15: Grundaufbau Notch-Rezeptor modifiziert nach Zanotti er al (2016). Das
Transmembranprotein ist aus extrazellulir gelegenen EGF-ihnlichen Wiederholungen und einer NNR,
gefolgt von der Transmembrandoméne und der intrazelluléiren Doméine NICD, aufgebaut.

Notch Rezeptor

Abbildung 16: Notch-Signalweg modifiziert nach Lin ef al. (2011). Aktivierung des Signalweges durch
Bindung eines DSL-Liganden, wodurch es zu einer y-Sekretase-abhiingigen Abspaltung der NICD kommt.
NICD wirkt als Transkriptionsfaktor im Zellkern und fiihrt unter anderem zur Aktivierung der Notch
Zielgene Hey und Hes, in dessen Folge es zur Inhibierung des Transkriptionsfaktors RUNX2 kommt.
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Der Notch-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und dem Schluss der
Suturen (Liu et al. 2017). Auf molekularer und zelluldrer Ebene hemmt Notch iiber die
Unterdriickung des Transkriptionsfaktors RUNX2 die Differenzierung der Osteoblasten (Hilton
et al. 2008). Des Weiteren konnten Yen ef al. (2010) an Studien von Ratten zeigen, dass die
Expression von Jagl in der koronalen Sutur vom Transkriptionsfaktor TWIST beeinflusst wird.
Ferner konnte ebenfalls an Ratten gezeigt werden, dass der Schluss der frontalen Sutur streng
durch eine Abnahme der Notch-Signale reguliert wird. Stattdessen konnte in der patenten
sagittalen Sutur ein dauerhaft hoher Wert an Notch-Signalen nachgewiesen werden, welcher
vermutlich iiber die Hemmung der Osteoblastendifferenzierung an den Knochenenden einen

Verschluss der Sutur verhindert (Liu ez al. 2017).

2.4.7 Zusammenspiel der Signalwege in der Sutur

Die oben genannten Signalwege spielen in der Entwicklung und dem Wachstum des Schédels
entscheidende Rollen. Auch die Dura mater tridgt, vor allem in der prinatalen Phase,
entscheidend dazu bei, dass die Suturen keinem verfrithten Schluss unterliegen. Postnatal
kommen dieser Aufgabe aber iiberwiegend die verschiedenen Signalsysteme nach und der

Einfluss der harten Hirnhaut sinkt (Kim et al. 1998).

Beim Zusammenspiel der einzelnen Signalwege kommt dem Transkriptionsfaktor RUNX2 eine
Schliisselrolle zu. So nehmen der Wnt-, BMP- und Notch-Weg tiber die Regulation der
Aktivitit von RUNX2 Einfluss auf die Entwicklung der Osteoblasten. Ferner zeigen mehrere
Studien, dass auch der Hedgehog-Signalweg gréfiter Wahrscheinlichkeit nach tiber RUNX2 in
die Osteoblastogenese eingreift (St-Jacques ef al. 1999; Mak et al. 2006). Ebenso scheint es
sich bei den FGFs zu verhalten, die iiber eine Modulation von RUNX2 einzugreifen scheinen.
So stieg in einer Studie an FGF2-Knockout-Méusen die mRNA-Konzentration von RUNX2
nach der Verabreichung von FGF2 in den aus dem Knochenmark stammenden Zellkulturen an
(Naganawa et al. 2006). Der Transkriptionsfaktor TWIST1 wiederum verhindert iiber
Wechselwirkungen mit RUNX2 seine Bindung an die DNA (Bialek ez al. 2004). RUNX2 selbst
setzt dann an verschiedenen Positionen in der Entwicklung von Chondrozyten und Osteoblasten
an (Abbildung 17). Uber die Stimulation von FGF18 (Hinoi et al. 2006), welcher wiederum ein
Ligand von FGFR3 ist, inhibiert RUNX2 indirekt die Chondrozyten Entwicklung (Liu et al.
2002). Stattdessen iibt RUNX2 direkt einen aktivierenden Einfluss auf das Hypertrophieren der
Chondrozyten aus (Yan ef al. 2018).
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Abbildung 17: RUNX2 als Schliisselfaktor in der Entwicklung von Osteoblasten und Chondrozyten,
modifiziert nach Karsenty (2008) & Lin ef al. (2011). Ausgehend von der Mesenchymzelle entwickeln sich
stimuliert von SOX9 die Osteochondroprogenitor-Zelle. Diese differenziert sich dann je nach Einfluss der
Signalsysteme entweder zum Osteoblasten oder Chondrozyt weiter. Dabei stellt RUNX2 einen
Schliisselfaktor dar, welcher von verschieden Faktoren beeinflusst wird. RUNX2 hat einen aktivierenden
Einfluss auf die Entwicklung der Osteoblasten und iibt iiber die Stimulation von FGF18, welcher ein Ligand
des FGFR3-Rezeptors ist, indirekt eine inhibierende Wirkung auf die Entwicklung zu Chondrozyten aus.

2.4.8 Lokalisation der Liganden, Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren in der Sutur

Um das Zusammenspiel der Signalwege innerhalb der Sutur zu verstehen, ist es essenziell, die
Lokalisation der einzelnen Liganden, Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren in den
unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Sutur zu betrachten (Abbildung 18 und Abbildung
19). Wihrend im Mesenchym der funktionell aktiven Sutur hohe Spiegel an TWIST1, Noggin
und TGF-f3 (Opperman et al. 2005), sowie die Expression von MSX1 (Kim ef al. 1998) und
SHH (Alappat et al. 2003) nachgewiesen werden konnen, exprimieren die Osteoblasten der
Knochenfronten die Rezeptoren FGFR1, FGFR2 und FGFR3 (Rice ef al. 2000) und weisen den
Transkriptionsfaktor MSX2 auf (Liu ez al. 1999). Des Weiteren konnen hohe Spiegel von TGF-
B1, TGF-B2 und TGF-B3 (Opperman ef al. 1997), dem Hedgehog Liganden IHH (Jacob et al.
2007) und von BMP4 nachgewiesen werden (Kim ez al. 1998).
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Zum Zeitpunkt der Fusion der Suturen fallen im Mesenchym die Spiegel an TWIST1, Noggin
und TGF-B3 stark ab (Opperman et al. 2005). Stattdessen steigt die Expression der Liganden
TGF-B1,TGF-f2 und BMP4 an (Opperman et al. 1997; Opperman et al. 2005). Auch die
Expression der Rezeptoren FGFR1 und FGFR2, sowie des Liganden FGF2 (Rice ef al. 2000)
und des Transkriptionsfaktors MSX2 steigt zum Zeitpunkt des Fugenschlusses stark an (Liu et
al. 1999). Die Knochenenden weisen wihrend der Fusion ebenso hohe Spiegel der Liganden
TGF-B1, TGF-B2 und FGF2 auf (Opperman et al. 1997; Rice et al. 2000). In der Dura mater
konnen Spiegel von FGF2 und die Rezeptoren FGFR1 und FGFR3 aufgezeigt werden (Rice et
al. 2000; Iseki et al. 1999; Most et al. 1998). Ebenso wird TGF-B1, TGF-2 und TGF-B3
exprimiert (Opperman et al. 1997). MSX1 wird sowohl prénatal als auch postnatal in der Dura
mater nachgewiesen und auch MSX2 tritt prinatal in der harten Hirnhaut auf, kann dann aber
postnatal kaum mehr detektiert werden. Ebenso verhilt es sich mit dem Liganden BMP4. Auch
er kann postnatal kaum mehr nachgewiesen werden. Dies deckt sich auch mit der Annahme,
dass der Einfluss der Dura mater auf die Entwicklung der Suturen nach der Geburt stark

abnimmt (Kim ez al. 1998).

Allerdings haben nicht nur Zeitpunkt und Lokalisation der Expression, sondern auch das
embryonale Ursprungsgewebe der Knochen Einfluss auf die Entwicklung. Senarath-Yapa et al.
(2013) konnten zeigen, dass Knochen mit mesodermalem Ursprung eine geringere Aktivitdt
des Wnt-, BMP- und FGF-Signalweges, allerdings eine hohere Aktivitit des TGF-f-
Signalweges aufweisen, wihrend Knochen, die aus den Zellen der Neuralleiste gebildet
wurden, eine genau umgekehrte Aktivitdt der Signalwege zeigen. Daraus ergibt sich ein
geringeres osteogenes Potential der aus dem Mesoderm gebildeten Knochen (Senarath-Yapa et

al. 2013).
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Abbildung 18: Vorherrschende Liganden und Rezeptoren der patenten Sutur modifiziert nach Opperman
(2000). In Blau sind die Knochenenden, in Orange der suturale Spalt und in Rot die Dura mater dargestellt.
Die vorherrschenden Liganden und Rezeptoren sind in die jeweiligen Gewebe eingetragen.

Abbildung 19: Vorherrschende Liganden und Rezeptoren der sich schlieBenden Sutur modifiziert nach
Opperman (2000). Die Knochenfronten sind in Blau, das Mesenchym in Griin und die Dura mater in Rot
dargestellt. Die vorherrschenden Liganden und Rezeptoren sind jeweils in die Gewebe eingetragen.
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2.5 Kraniosynostose

Der Begriff Kraniosynostose wurde erstmals 1830 von Adolph-Wilhelm Otto verwendet und
beschreibt den vorzeitigen Schluss von einer oder mehreren Suturen des Schidels. Insbesondere
durch Stérungen der diffizilen Mechanismen, die das Wachstum im Bereich der Suturen
aufrechterhalten, kann es zur Ausbildung dieser Anomalie kommen (Twigg et al. 2015b; Otto
1830). Entsprechend dem von Rudolf Virchow 1851 aufgestellten Gesetz fiihrt die Obliteration
einer Naht zu einem Wachstumsstopp senkrecht zu ihr. Unterdessen kommt es zu einem
kompensatorischen Wachstum der verbliebenen Schiadelnéhte parallel zu der betroffenen Naht.
Dies fiihrt zur Ausbildung einer verdnderten Schidelform, die fiir den jeweiligen
Nahtverschluss typisch ist (Persing ez al. 1989; Cohen 2000) (Abbildung 20). Beim verfriihten
Schluss beider koronalen Suturen kommt es beispielsweise durch das unterbrochene Léingen-
und das vermehrte Breitenwachstum zur Ausformung einer brachyzephalen Kopfform mit
prominentem  Stirnbein, flachem Os occipitale und vergroBertem Augenabstand
(Hypertelorismus) (Kutkowska-Kazmierczak et al. 2018; Badve ef al. 2013). Stattdessen fiihrt
eine sagittale Kraniosynostose durch das fehlende Breitenwachstum zu einem abnorm langen,
schmalen Schidel, welcher als dolichozephal bezeichnet wird (Panchal ef al. 2003). Die
Pathogenese der Kraniosynostose ist multifaktoriell und bis heute noch nicht ganz geklart. Zu
den Faktoren, die eine verfrithte Fusion von ein oder mehreren Schiddelndhten begiinstigen,
zdhlen eine verminderte mechanische Krafteinwirkung des wachsenden Gehirns durch eine
Mikrozephalie (Béichli e al. 2018), extrinsische Krafteinwirkungen auf den juvenilen Schédel,
insbesondere dann, wenn sie in der fetalen Periode einwirken (Boulet e a/. 2008) und primére

genetische Verdnderungen, die die Sutur und ihre Signalsysteme beeinflussen.

Anteriore Plagiozephalie
Dolichozephalie unilaterale Brachycephalie Trigonozephalie
sagittale Kraniosynostose koronale Kraniosynostose  bds. koronale Kraniosynostose metopische Kraniosynostose
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Abbildung 20: typische Schidelformen bei Kraniosynostosen. Die obliterierte Sutur wird in Rot dargestellt,
die Pfeile symbolisieren das kompensatorische Wachstum. Modifiziert nach Freudlsperger et al. (2013).
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Auch wenn die externen Faktoren in der Entstehung der Kraniosynostose eine wichtige Rolle

spielen, sind doch in vielen Fillen genetische Veranderung ursichlich fiir diese Anomalie.

Treten neben der Kraniosynostose noch weitere Defekte anderer Organsysteme, wie
Malformationen der Hénde oder Fiifle, Herz- oder Skelettmissbildungen auf, handelt es sich um
eine sogenannte syndromische Form der Kraniosynostose. Demgegentiber steht die isolierte
(nicht syndromische) Form der Kraniosynostose, ohne Beteiligung weiterer Organsysteme.
Eine genetische Veranlagung ist insbesondere dann sehr wahrscheinlich, wenn mehr als eine
Sutur betroffen ist, es sich um eine syndromische Form der Kraniosynostosen handelt, oder die
Familienanamnese positiv ausfillt (Twigg ef al. 2015b). Wenn eine genetische Ursache der
Grund fiir die Kraniosynostose ist, so ist am héufigsten die koronale Sutur davon betroffen.
Durch ihre Lage zwischen zwei Geweben unterschiedlichen Ursprungs, dem Os parietale mit
mesodermaler Herkunft und dem Os frontale mit seinem Ursprung aus der Neuralleiste, weist

sie die komplexeste Biogenese unter den Schidelnihten auf (Wilkie ef al. 2010).

2.5.1 Kausale Genmutationen fiir Kraniosynostosen

Mutationen in Genen, die bereits identifiziert wurden, Kraniosynostosen zu begiinstigen,
codieren Proteine, die wihrend der einzelnen Entstehungsphasen der Sutur beteiligt sind
(Abbildung 21). Soweit bekannt, ist im folgenden Text jeweils der Erbgang und die Nummer,
unter welcher die Erkrankung in Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) gelistet ist, in
Klammern aufgefiihrt. Ganz zu Beginn der Entwicklung der Sutur, wahrend der Spezifizierung
und Migration der Stammzellen, scheint SHH eine Schliisselrolle zu spielen. Das Protein
RAB23 ist ein negativer Regulator von SHH (Eggenschwiler ez al. 2001). Mutationen innerhalb
des RAB23-Gens, die zu dessen Funktionsverlust fithren, sind beim Menschen mit dem
Carpenter-Syndrom (AR, MIM: 201000) assoziiert und gehen mit den Kardinalssymptomen
Kraniosynostose, Polysyndactyly, Ubergewicht und Herzmissbildungen einher (Jenkins et al.
2007). Wihrend der Formierung der koronalen Sutur oberhalb der Augen, in einem Bereich
welcher ,supraorbitales Regulationszentrum™ genannt wird, sind ,,Gain-of-Function™
Mutationen im ZI/CI/-Gen beim Menschen ursdchlich fiir die Entstehung einer koronalen
Kraniosynostose (Twigg et al. 2015a). Der Transkriptionsfaktor ZIC1 wiederum ist ein
Aktivator des Wnt-Signalweges (Merzdorf et al. 2006). Nachdem sich die Zellen formiert
haben, muss die Grenze zwischen den beiden Ursprungsgeweben (Mesoderm/Neuralleiste), die
in der koronalen Sutur aufeinandertreffen, aufrechterhalten werden. Fiir Bildung und den

Bestand dieser Grenzlinie sind die Transkriptionsfaktoren TWIST1, MSX2, TCF12, sowie
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Mitglieder der Jagged/Notch-Familie essentiell (Yen er al. 2010). Bekannt sind derzeit
Mutationen, die zu einer Haploinsuffizienz von TWIST1 oder seinem Interaktionspartner
TCF12, beziehungsweise zu einer gesteigerten Aktivitdt von MSX2 fithren und dadurch einen
verfrithten Fugenschluss begiinstigen. Bei einer Haploinsuffizienz von TWIST1, wie sie beim
Saethre-Chotzen-Syndrom (AD, MIM: 101400) auftritt (Howard ef al. 1997), konnten Merrill
et al. (2006) eine abnorme Wanderung der Zellen aus der Neuralleiste in das Gebiet des
mesodermalen Parietalknochens zeigen. Die Haploinsuffizienz von TCF12 zeigt sich vor allem
in einer uni- oder bilateralen koronalen Kraniosynostose (AD, MIM: 615314). Liegt zusétzlich
ein heterozygoter Funktionsverlust von TWIST1 vor, bildet sich eine schwerere Form der
koronalen Kraniosynostose aus. Allerdings zeigen nicht alle Probanden, bei denen die Mutation
im TCF12-Gen nachgewiesen werden konnte, eine phénotypische Ausprigung der Merkmale.
In der Studie von Sharma et al. (2013) lag die Nicht-Penetranz der Mutation bei ca. 46 %. Die
Verdnderung im MSX2-Gen fiihrt zu einer erhohten Affinitdt des Transkriptionsfaktors MSX2
fiir einige seiner Zielsequenzen und klinisch zur Ausprégung der Boston-Typ Kraniosynostose
(AD, MIM: 604757) (Ma 1996). Wie bereits oben erwéhnt, sind auch die Signale des Notch-
Weges in diesem Stadium sehr wichtig. Allerdings konnten innerhalb der letzten Jahre noch
keine Genmutationen innerhalb des Signalweges identifiziert werden, die mit dem klinischen
Erscheinungsbild der Kraniosynostose in Zusammenhang stehen (Twigg ef al. 2015b).
Wihrend des Wachstums und der Neubildung der Knochen nimmt der FGF/FGFR-Signalweg
eine Schliisselrolle ein. Die mit Kraniosynostose assoziierten Mutationen innerhalb der FGF-
Rezeptoren fithren allesamt zu einer erhohten Aktivitdt (z.B. erhohte Liganden-Affinitét,
Expression von Isoformen) oder einer verminderten Spezifitdt der Rezeptoren. Das wiederum
hat eine vermehrte Aktivierung des RAS/MAPK-Weges zur Folge. Eine Vielzahl an
Syndromen gehen mit Mutationen innerhalb dieser Rezeptoren einher. Verdnderungen im
FGFR1-Rezeptor fithren zum Pfeiffer- (AD, MIM: 136350) und zum Jackson-Weiss-Syndrom
(AD, MIM 136350), welche beide allerdings auch durch Mutationen innerhalb des FGFR2-
Genes (AD, MIM 176943) induziert werden kdnnen (Muenke et al. 1994). Weiterhin zihlen
auch das Apert- (AD, MIM: 101200), das Antley-Bixler- (AD, MIM: 207410) und das
Crouzon-Syndrom (AD, MIM: 123500) zu den Kraniosynostosen, die durch Verinderungen im
FGFR2-Rezeptor hervorgerufen werden. Mutationen im FGFR3-Rezeptor-Gen sind urséchlich
fiir das Muenke-Syndrom (AD, MIM: 602849) (Passos-Bueno ef al. 1999; Bellus et al. 1996).
Eine Duplikation des RUNX2-Gens fiihrt zur Ausbildung einer Kraniosynostose (Mefford et al.
2010), wihrend eine Haploinsuffizienz mit pathologisch verbreiterten Schidelndhten

einhergeht. Aus bislang ungekldrten Griinden benétigen Knochen, die eine desmale
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Ossifikation durchlaufen, wozu ein Grofiteil der Schiddelknochen z#hlt, héhere Spiegel an
RUNX2, als Knochen, die sich iiber eine enchondrale Ossifikation entwickeln (Mundlos et al.
1997). Mikroduplikationen im Bereich des IHH-Locus fithren zur Kraniosynostose vom
Philadelphia-Typ (AD, MIM: 185900), die zumeist die sagittale Sutur betrifft und mit einer
Syndaktylie vergesellschaftet ist (Klopocki et al. 2011). Die Konstellation aus Genmutationen
und die phénotypische Ausprigung sind bei der Kraniosynostose sehr individuell
(idiosynkratisch). Ein kompletter Genverlust liegt nur in den seltensten Féllen vor (Ausnahme
RAB23). Es wird angenommen, dass ein vollstindiger Ausfall der Schliisselgene fiir die
Schddel- und Suturenentwicklung bereits durch hochgradige Entwicklungsstorungen anderer
Organe zum embryonalen Tod fithren wiirde, noch bevor es zur Ausbildung der

Kraniosynostose kommen kann (Twigg ef al. 2015b).

Abbildung 21: Ubersicht iiber die Stadien der koronalen Nahtentwicklung, der jeweiligen mutierten Gene
und dem betreffenden Signalweg modifiziert nach Twigg et al. (2015b). In der linken Spalte sind die Phasen
der Suturentwicklung chronologisch aufgetragen, in der mittleren Spalte folgen die jeweiligen mutierten
Gene, die in dieser Phase zu einer Kraniosynostose fithren, sowie, in der rechten Spalte, der jeweilige
Signalweg, iiber welchen die Gene in dieser Phase hauptséchlich agieren.
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2.5.2 Kraniosynostose beim Menschen

Beim Menschen tritt die Kraniosynostose bei Neugeborenen mit einer Pravalenz von 1 zu 2.250
auf und ist somit, nach orofazialen Spalten, die zweithdufigste kraniofaziale Missbildung
(Lajeunie et al. 1995; Boulet et al. 2008). Dabei handelt es sich bei ungefahr 85 % der Félle um
nicht syndromische Kraniosynostosen, wobei mit 40-55 % die sagittale Sutur am héufigsten
betroffen ist, gefolgt von der koronalen Naht mit 20-25 % und den eher selten auftretenden
metopischen (5-15 %) und lambdoiden (bis 5 %) Synostosen (Cohen 2000). Die restlichen
15 % werden zu einem der mittlerweile ca. 180 beschriebenen syndromischen Formen gezihlt,
wovon wiederum ca. 50 % einer mendelschen Vererbung unterliegen (Kimonis et al. 2007;
Winter et al. 1987). Die erste Mutation innerhalb eines Gens, die ursichlich fiir die Entstehung
einer Kraniosynostose bei betroffenen Familienmitgliedern war, wurde 1993 im Gen des
Transkriptionsfaktors MSX2 identifiziert (Jabs ef al. 1993). Viele weitere folgten, sodass heute
bereits 57 Gene identifiziert sind, in denen Mutationen die Ursache fiir die Entwicklung einer
Kraniosynostose sind (Twigg et al. 2015b) (Kap. 2.5.1). Allerdings kann derzeit noch bei % der
Erkrankten die Atiologie der Kraniosynostose nicht geklart werden. Deshalb sind weitere
Forschungen nétig, um Gene zu identifizieren die mit der Entstehung eines verfrithten

Fugenschlusses in Zusammenhang stehen (Heuzé et al. 2014).

Die vorzeitige Ossifikation von Suturen fithrt zu einer Reihe von morphologischen
Abnormalitdten. Durch die Fehlbildungen des Neurokraniums kommt es nicht selten zu einer
Erhohung des intrakraniellen Drucks (IKD). Insbesondere Patienten mit multiplen
Kraniosynostosen sind hiervon héufig betroffen. In vorangegangenen Studien wurde hier bei
47-67 % der Patienten ein erhohter IKD dokumentiert (Blount et a/. 2007; Cinalli ef al. 1998;
Hayward ef al. 2005; Renier et al. 1982). Auch wenn das Risiko bei Einzel-Naht-Synostosen
deutlich geringer ist, konnten Thompson ef al. (1995) mittels subduralen Hirndruckmessungen,
mit einer Inzidenz von bis zu 33 % je nach betroffener Sutur, eine Erhohung des
Schidelinnendrucks feststellen (Thompson ef al. 1995; Gault ef al. 1992). Ein Papillenédem
als indirektes Hirndruckzeichen konnte bei bis zu 18 % der Betroffenen mittels einer
ophthalmologischen Untersuchung diagnostiziert werden (Tuite ef al. 1996; Cohen et al. 1998;
Florisson et al. 2010). Durch die Erh6hung des Hirndrucks kann es unter anderem zu Schiden
am Nervus opticus kommen, was wiederum Sehstérungen bis hin zur Erblindung als Folge
haben kann. Weiterhin gehen mit den Kraniosynostosen hdufig Horprobleme, eine Verengung
der oberen Atemwege bis hin zur Chonalatresie, ein verdnderter zerebraler Blutfluss und
Zahnfehlstellungen einher (Lajeunie et al. 1995; Gonsalez et al. 1997; David et al. 1996; Grabb

et al. 1997). Uberdies kann bei einigen Patienten eine psychomotorische Entwicklungsstérung
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festgestellt werden. Es ist allerdings noch nicht hinreichend geklért, ob es sich dabei um eine
Folge des verfrithten Fugenschlusses oder eine mit ihr assoziierte gestorte zerebrale
Entwicklung handelt (Speltz ef al. 2004). Bei syndromischen Kraniosynostosen tritt neben den

Verdnderungen der Extremitéten verbreitet auch ein Hydrozephalus auf (Collmann et al. 2005).

Eine kausale Therapie der Kraniosynostose ist bis heute nicht moglich (Shukla et al. 2007;
Wang et al. 2012). Obwohl anhand von Tiermodellen verschiedenste pharmakologische
Therapieoptionen erforscht werden, ist eine chirurgische Intervention heutzutage noch immer
die einzige Moglichkeit, die negativen Folgen der Kraniosynostose moglichst gering zu halten.
Das Hauptziel der Operationen liegt darin, die verschlossene Naht zu 6ffnen, um so eine
normale Ausdehnung der Calvarien zu erméoglichen. Das intrakranielle Volumen soll dadurch
vergroflert und somit potentiellen Gefahren durch einen steigenden intrakranielle Druck

vorgebeugt werden (Panchal ez al. 2003).

2.5.3 Tiermodelle fiir Kraniosynostosen

Tiermodelle liefern einen wertvollen Beitrag zum Verstindnis der multifaktoriellen Ursachen
und der Heterogenitdt der Kraniosynostose beim Menschen. Am umfangreichsten wird der
Einfluss der unterschiedlichen molekularen Faktoren auf das normale und abnormale
Schidelwachstum an M4usen, Ratten und Kaninchen erforscht (Slater ez al. 2008). So ziichteten
Mooney et al. (1994b) einen Stamm der Kaninchenrasse ,,weifle Neuseelander” mit familidrer
kongenitaler bilateraler koronaler Kraniosynostose (Mooney et al. 1994b; Mooney et al.
1994a). Innerhalb dieser Linie zeigt sich eine autosomal dominante Vererbung dieses Merkmals
mit unvollstindiger Penetranz und variabler Expression (Mooney et al. 1996). Die
phénotypischen Varianten reichen von einer normalen koronalen Fugenentwicklung iiber den
verfrithten postnatalen Verschluss bis hin zur frithen koronalen Synostose mit kraniofazialen
Malformationen (Mooney et al. 1994a; Mooney et al. 1994b). In einer weiterfithrenden Studie
konnten Gilbert et al. (2017) zeigen, dass die Schwere der phinotypischen Ausprigung
signifikant mit einer steigenden Homozygotie durch Inzucht innerhalb dieser Kaninchenlinie
korreliert. Die zugrundeliegende(n) Mutation(en) innerhalb dieser Linie ist/sind unbekannt
(Gilbert et al. 2017). Kaninchen sind bis zum heutigen Tag die einzige Tierart, bei welcher die
Kraniosynostose als vererbbarer Defekt in der Datenbank Online Mendelian Inheritance in
Animals (OMIA) (OMIA ID 001224-9986) gelistet ist. Maus, Mensch und Ratte sind von dieser
Datenbank ausgenommen, da sie jeweils in einer separaten aufgefiihrt sind (OMIM, MGI-

Mouse Genome Informatics, RGD). Marongiu et al. (2015) untersuchten den Einfluss von
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FOXL2 auf die Skelettentwicklung von Mausen. Phénotypisch zeigen die FOXL2-Knockout-
Méuse neben einem Minderwuchs, Fehlentwicklungen der Knochen und Knorpel auch eine
sagittale und koronale Kraniosynostose. Bei weiteren Untersuchungen zeigte sich eine
vermehrte Expression der Gene DNER und DTXI, Gene des nicht-kanonischen Notch-
Signalweges, was vermuten l4sst, dass FOXL2 iiber diesen Signalweg die Knochenentwicklung

beeinflusst.

2.6 Brachyzephalie bei Hund und Katze
Einige Zuchtrichtungen der Hunde und Katzen &hneln in ihrer Morphologie dem Bild der
humanen Kraniosynostose vom Brachyzephalie-Typ. Wie bereits im Kapitel 2.5. beschrieben

fiihrt eine koronale Kraniosynostose zur Ausbildung der brachyzephalen Kopfform.

Diese Kopfform wurde bei Hunden und Katzen mehr und mehr ziichterisch forciert, da sich das
kindliche Aussehen der Tiere mit groen Augen und kleiner Stubsnase bei den spiteren
Besitzern grofer Beliebtheit erfreut (Lauruschkus 1942). Allerdings gehen auch beim Tier mit
der Kurzkopfigkeit schwere Folgeerkrankungen einher. Es kann zum brachyzephalen
Atemwegssyndrom (Harvey 1989), der Hypoplasie der Kaumuskulatur, bedingt durch den
verkiirzten Oberkiefer zu Kiefer- und Zahnanomalien (Mestrinho ef al. 2018) und durch die
weit hervorstehenden Augen zu Verletzungen der Cornea kommen (Willer 1992). Auflerdem
neigen die Tiere widhrend der Geburten durch die runden grofen Kopfe der Feten zu
Schwergeburten (Prescott 1973). Brachyzephale Rassen haben eine Disposition fiir einen
Hydrozephalus (Chew-Lim 1976) und die Perserkatze zeigt eine Neigung fiir eine Atresie der
trdnenableitenden Wege (Lutz et al. 2015; Schlueter ef al. 2009). In ihrer Arbeit untersuchten
Schlueter et al. (2009) die Schidelformen der Katzen und teilten sie dann anhand ihrer
Morphologie in vier Klassen der Brachyzephalie ein. Diese reichen von eins (leicht

brachyzephal) bis vier (schwer brachyzephal) und sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.
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Tabelle 2: Einteilung der Brachyzephalie bei der Katze nach Schlueter ez al. (2009).

Kategorie Zahnstellung Dorsorotation Stopp Schidelknochen
Oberkiefercanini Kiefer
Mild Nahezu vertikal Keine Undeutlich Deutlich entwickelt
Moderat Dorsal rotiert Ja Deutlich Reduziertes Os nasale
Neurokranium
abgerundet
Ausgeprigt Dorsorotation Deutlich, Deutlich Reduziertes Os nasale
deutlich sichtbar ~ Nasenspitze {iber Knochen des
unterem Neurokraniums
Augenlid unterentwickelt
Schwer Nahezu horizontal Hochgradig Stark Gesichtsknochen
ausgeprigt unterentwickelt
Neurokranium
abgerundet

Schmidt et al. (2017) fithrten Mikro-CT Aufnahmen an fiinf 4-5 Wochen alten peke-face
Perserkatzen durch. Die koronale Sutur ist bei allen Kitten bereits verschlossen (Abbildung 22),
wihrend alle anderen Suturen der Calvarien und die Synchondrosen der Schédelbasis deutlich
sichtbar sind. Die sagittale Sutur erscheinen im Vergleich mit Aufnahmen gleichaltriger
mesozephaler Katzen erweitert. Diese Ergebnisse sprechen fiir das Vorliegen einer koronalen
Kraniosynostose bei den peke-face Perserkatzen mit einer daraus resultierenden
brachyzephalen Schidelform. Diese Annahme deckt sich auch mit den neusten Ergebnissen
von Schmidt ez al. (2022). Bei dieser Studie wurde der Schluss der Suturen und Synchondrosen
des Neurokraniums an iiber 80 Katzen (peke-face, doll-face Perserkatzen und EKH) in
Abhiéngigkeit von ihrem Alter untersucht. In einer vergleichenden 3D-Rekonstruktion der
Schidel von Europdisch Kurzhaar Katzen (EKH), do/l-face und peke-face Perserkatzen fillt
deutlich die reduzierte Linge und erweiterte Breite des Schidels der peke-face Perserkatze auf.
Weiterhin zeigt sich eine nahezu runde, kuppelférmige Aufwolbung des Schidels und eine
ausgepriagte iiber die Gesichtsebene vorragende Stirn (frontal bossing). Der mittlere kraniale
Index der peke-face Perserkatze ist signifikant hoher als bei der doll-face und EKH. Zwischen
doll-face und EKH gibt es unterdessen keinen signifikanten Unterschied bezogen auf den

kranialen Index (Abbildung 23) (Schmidt ez al. 2017; Schmidt et al. 2022).
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Abbildung 22: Micro-CT Aufnahmen und korrespondierende histologische Schnitte der koronalen Sutur.
A: patente Sutur einer 6 Monate alten EKH. B: verschlossene Sutur einer 12 Wochen alten peke-face
Perserkatze (Schmidt ez al. 2022).

Domestic shorthair Doll-face Persian Peke-face Persian

Abbildung 23: 3D-Rekonstruktionen des Schédels einer EKH, doll-face und peke-face Perserkatze (von
links) in der Seiten-, Frontalansicht und Aufsicht (Schmidt ef al. 2017). Der Vergleich zeigt die massive
Gestaltveridnderung des Schiidels bei der peke-face Perserkatze, die auf die koronale Kraniosynostose
zuriickzufiihren ist.
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Beim Hund konnten bis heute Mutationen in zwei Genen identifiziert werden, die an der
Entstehung einer Kurzkopfigkeit beteiligt sind. Schoenebeck et al. (2012) konnten eine
Missense-Mutation im hochkonservierten Bereich von BMP3 nachweisen, welche zu einem
Phenylalanin zu Leucin Austausch fiihrt. Die Funktion von BMP3 ist noch weitgehend
unerforscht, es wird allerdings vermutet, dass BMP3 den TGF-B-Signalweg inhibiert, was
wiederum zur Unterdriickung der Osteogenese fiihrt (Bahamonde er al. 2001). Bei den
Vertretern kleiner und mittlerer brachyzephaler Rassen tritt diese Mutation nahezu fixiert auf,
konnte allerdings bei mittelgroen bis groBen kurzkopfigen Rassen (Boxer, Bullmastiff,
Bordeaux Dogge) nicht verifiziert werden. Stattdessen konnte diese Mutation entgegen der
Erwartungen bei einer dolichozephalen Rasse, dem Scottish Terrier, nachgewiesen werden
(Schoenebeck et al. 2013). Dies wiederum bekriftigt die bereits 1941 von Stockard
veroffentlichte Theorie, dass es sich bei der Brachyzephalie um ein sehr komplexes genetisches
Geschehen handelt (Stockard 1941). Im SMOC2-Gen konnte bei Vertretern brachyzephaler
Hunderassen eine Insertion eines Retrotransposons zwischen Exon 8 und 9 aufgezeigt werden,
welches zu einer Storung des Spleifl-Vorganges fiihrt. Allerdings konnte auch diese Mutation,
wie schon die im BMP3-Gen, nicht bei allen untersuchten kurzkopfigen Rassen nachgewiesen
werden (Marchant ef al. 2017). Die Auswirkungen vom Ausfall des SMOC2-Gens zeigen sich
in SMOC2-Knockdown-Zebrafischen. Diese entwickeln eine schwere kraniofaziale Hypoplasie
(Melvin et al. 2013), welche vermutlich durch die Unterdriickung von Zielgenen des BMP-
Signalweges ausgelost wird (Mommaerts ef al. 2014) (Kap. 2.4.3.).

Bei Katzen konnte bisher nur innerhalb einer Linie der Burma Katze, der sogenannten Burma
vom contemporary type, eine fiir Kurzkopfigkeit ursdchliche Mutation festgestellt werden. Eine
Deletion im ALX1-Gen fiihrt bei heterozygoten Tieren zu einer extremen Brachyzephalie,
wihrend homozygote Trager mit einem kraniofazialen Defekt geboren werden, der als mit dem
Leben nicht vereinbar gilt und aus diesem Grund zur Euthanasie der Tiere fiihrt. Diese Deletion
kann nur bei der Burma Katze vom contemporary type gefunden werden und gilt als urséchlich
fiir die ko-dominante Vererbung dieses Merkmals (Lyons et al. 2016). Bertolini ez al. (2016)
genotypisierten insgesamt iiber 800 Katzen von 13 unterschiedlichen Rassen, um der
genetischen Ursache der brachyzephalen Schidelform der Perserkatze ndher zu kommen. Nach
Auswertung der Studienergebnisse sind insbesondere die Gene der Adhdsionsmolekiile CHLI
und CNTNG6 als Kandidatengene fiir die Kopfform der Perserkatze anzufiihren, wobei in der
Studie nicht zwischen doll-face und peke-face Perserkatzen unterschieden wurde (Bertolini e?
al. 2016). Bei dem von CNTNG6 kodierten Protein handelt es sich um ein Adhdsionsmolekiil,

welches tiber den nicht-kanonischen Notch-Signalweg agieren kann (Cui et al. 2004).
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2.6.1 Brachyzephalie der Perserkatze und damit einhergehende gesundheitliche
Probleme
Auch wenn die mit der Kurzkopfigkeit einhergehenden Erkrankungen und Einschrinkungen
bei der Katze noch nicht so umfassend erforscht worden sind, wie bei brachyzephalen
Hunderassen, sind in den letzten Jahren doch einige Studien zu diesem Thema durchgefiihrt
worden (Pratschke 2014). Farnworth ef al. (2016) untersuchten respiratorische Abnormalititen
im Hinblick auf das Brachyzephalen-Syndrom bei normozephalen und brachyzephalen Katzen.
Sie kamen zu dem Schluss, dass insbesondere Tiere mit einer kaudodorsalen Position der Nase
ein erhohtes Risiko haben, an Atemproblemen und/oder einem erheblichen Atemgerdusch zu
erkranken. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass eine kurze, weiter kaudal positionierte Nase (in
dieser Studie ca. 20 %) mitunter mit einer Verlagerung der Nasenmuscheln in den Nasopharynx
einhergeht (Ginn ef al. 2008). AuBlerdem konnen bei brachyzephalen Katzen vermehrtes
Weichteilgewebe in der Nase, ein verldngertes Gaumensegel und Pathologien des Kehlkopfes
zu einer Verengung der oberen Atemwege fithren (Corgozinho et al. 2012). Mit steigender
Ausprigung der Kurzkopfigkeit engen sich Nasenlocher, Naseneingang und die Nasenhohle
immer mehr ein, wodurch der Atemwiderstand deutlich ansteigt (Schlueter ez al. 2009; Noller
2007). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Tiere mit einer stirker ausgeprigten
Brachyzephalie auch vermehrt unter Epiphora, dem Auslaufen der Tréanenfliissigkeit {iber die
Lidrénder (Pschyrembel et al. 2007), leiden (Farnworth et al. 2016). Durch den Verschluss
beziehungsweise die Verengung und den abnormen Verlauf des nasolacrimalen Systems
konnen die Trénen nicht mehr tiber ihren vorgesehenen Weg in die Nase hin abflieen, sondern
laufen stattdessen tiber das Gesicht hinab (Breit et al. 2003; Schlueter ef al. 2009). Dadurch
kommt es einerseits zu einer Verfirbung des Fells, andererseits wird durch die dauernde
Feuchtigkeit die Entstehung einer sekundéren Dermatitis an diesen Stellen begiinstigt (Malik et
al. 2009). Die brachyzephale Schidelform fiihrt auerdem zu einer Pradisposition fiir ein
Entropium, einer Anomalie bei der sich das Lid Richtung Hornhaut einrollt und die Haare diese
permanent reizen (Williams et al. 2009). Zum anderen fiihren die flachen Augenhéhlen und die
dadurch  bedingt, weit hervorstehenden Augen zu einer Begiinstigung von
Hornhautverletzungen (Hartley 2010) (Abbildung 24). Chronische Irritationen und
Ulzerationen scheinen ursichlich fiir die Entstehung von Hornhautsequestern. Auch diese

kommen bei der Perserkatze tiberproportional haufig vor (Hartley 2010; Morgan 1994).

Durch die Kurzkopfigkeit und die dadurch bedingte Fehlstellung der Zihne zeigen die
Perserkatzen eine Prédisposition fiir dentale Erkrankungen, wie die felinen odontoklastischen

resorptiven Lasionen (FORL) und Erkrankungen des Parodontalapparates. Des Weiteren zeigen

39



Literaturiibersicht

sich hiufig Malocclusionen (Mestrinho et al. 2018), wobei bei den Perserkatzen mit besonders
hoher Inzidenz eine Mesioversion der Oberkiefereckzihne auftritt (Niemiec 2010). Mit einem
hoheren Grad der Kurzkopfigkeit rotieren diese immer mehr nach dorsal bis sie im extremsten
Fall nahezu horizontal liegen (Schlueter et al. 2009; Schmidt e al. 2017) (Abbildung 25).
Héufig miissen die Zahnfehlstellungen kieferorthopadisch oder mittels Kronenamputation und

Wurzelkanalbehandlung versorgt werden (Niemiec 2010; Sieslack 2019).

Abbildung 24: peke-face Perserkatze mit einem schweren Hornhautulkus des linken Auges (Quelle: eigene
Aufnahme).
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Abbildung 25: Vergleichende Abbildung des Schédels einer mesozephalen und einer brachyzephalen Katze.
Im Hintergrund ist der Schiidel einer mesozephalen Katze dargestellt. Im Vordergrund der Schidel einer
stark brachyzephalen Katze. Deutlich wird die Dorsorotation des Oberkiefers mit nahezu horizontal
liegenden Canini des Oberkiefers und die maximale Reduktion der Nase (Schlueter ez al. 2009).

2.6.2 Hydrocephalus internus

Neben den bereits beschriebenen Problemen untersuchten Schmidt er al. (2017) in einer
vergleichenden Studie zwischen Europdisch Kurzhaar Katzen (EKH), doll-face (geringerer
Brachyzephaliegrad) und peke-face Perserkatzen die Schéddel und Gehirne der Tiere mittels
Computer- und Magnetresonanztomographie (MRT). Die Einteilung der Perserkatzen erfolgte
nach den Kriterien der CFA und demnach nach Lage des Stopps in Bezug auf den unteren
Augenlidrand. Dabei zeigte sich, dass die peke-face im Vergleich zu doll-face Perserkatze und
EKH signifikant groBlere Gehirnventrikel aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Verringerung des Gesichtsschidels auch mit einer Abnahme der Schidelkapazitit einhergeht.
Circa 1/3 der untersuchten peke-face Perserkatzen zeigen einen klinischen Hydrocephalus

internus, weitere, klinisch unauffillige Tiere, eine Ventrikulomegalie.

Der Hydrocephalus internus ist charakterisiert durch eine Erweiterung des Ventrikelsystems
des Gehirns (Ventrikulomegalie) sowie einer erhéhten Menge an zerebrospinaler Fliissigkeit
(Liquor cerebrospinalis) (MacGavin et al. 2007). Da die Ventrikulomegalie auch bei
neurologisch gesunden Tieren beobachtet werden kann (Kii ef al. 1997), muss fiir die Diagnose

~Hydrocephalus internus* zusétzlich eine spezifische Klinik vorliegen (Estey 2016). Treten
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neben der Ventrikulomegalie in der neurologischen Untersuchung Auffilligkeiten wie zum
Beispiel Strabismus (Schielen), Ataxie (Koordinationsstorungen bei Bewegungsabldufen)
(Pschyrembel et al. 2007) oder Verhaltensénderungen auf (Thomas 2010), oder kénnen im
MRT Hinweise auf eine intrakranielle Druckerh6hung gefunden werden, handelt es sich um
einen klinisch relevanten Hydrocephalus internus (Laubner et al. 2015). Dieser entsteht meist
infolge einer gestorten Produktion, Zirkulation oder Resorption der zerebrospinalen Fliissigkeit
(Pschyrembel et al. 2007). Der Liquor wird zum einen aktiv durch den Plexus choroideus in
den zwei Seiten-, sowie dem dritten und vierten Ventrikel produziert. Zusitzlich entsteht er
durch die Bildung von extrazellulirer Fliissigkeit im Parenchym des Riickenmarks und Gehirns
(DeLahunta et al. 2009). Insgesamt kommt es bei der Katze zu einer Produktion von 0,02 ml
Liquor/min (Braund 1994). Durch die Pulsation der intrakraniellen Geféfle kommt es zu einer
gerichteten Bewegung des Liquors vom rostralen Ende der Seitenventrikel {iber das Foramen
interventrikulare in den III. Ventrikel und tiber den Aquaeductus mesenzephali in den IV.
Ventrikel (Greitz 2004). Uber die Foramina luschkae des IV. Ventrikels gelangt der Liquor in
den Subarachnoidalraum des ZNS, sowie auf Hohe des Foramen magnum in den Zentralkanal
des Riickenmarks (DeLahunta et al. 2009; Kénig et al. 2009). Der Grofiteil der Resorption der
zerebrospinalen Fliissigkeit erfolgt iiber die Kapillarebene sowie die Arachnoidalzotten ins Blut

(Dewey et al. 2016).

Da bei den peke-face Perserkatzen immer nur die lateralen Ventrikel betroffen sind, der
Aquaeductus mesenzephali bei allen Tieren aber normal ausgebildet ist und eine Herniation des
Kleinhirns nur bei einigen peke-face Perserkatzen gefunden werden konnte, bleibt die Ursache
fur die Entstehung des Hydrocephalus internus bei ihnen unbekannt (Schmidt e al. 2017).
Allerdings kann auch bei Menschen mit Brachyzephalie beziehungsweise koronaler
Kraniosynostose bei der syndromischen Form héufig ein idiopathischer Hydrocephalus

internus beobachtet werden (Collmann et al. 2005).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Es wurden Proben von insgesamt 54 Katzen der Rasse Perser eingezogen. Als Material lag
jeweils ein ml EDTA-Blut vor. Dieses wurde im Rahmen anderer Untersuchungen oder
Behandlungen, wie beispielsweise das praanésthetische Legen eines Venenverweilkatheters, an
der Veterindrmedizinischen Kleintierklinik Universitit Gielen Abteilung Neurologie
gewonnen und im Rahmen der priaanidsthetischen Untersuchung der Narkoseféhigkeit der Tiere
untersucht. Die genetischen Untersuchungen erfolgten aus dem Restblut dieser gewonnenen

Proben. Bis zu weiteren Analysen wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

Unter den 54 Katzen befanden sich Perserkatzen der Zuchtrichtung peke-face (N = 41) ebenso
wie Vertreter der doll-face (N = 6) Zuchtrichtung, sowie Tiere, die eine moderate
Brachyzephalie (N = 7) aufwiesen. Die untersuchten Katzen stammten von Zuchtlinien aus
ganz Deutschland, darunter 28 Tiere aus der gleichen Perserkatzenzucht. Sofern der
Stammbaum bekannt war, wurde er in einer Datenbank hinterlegt, sodass die
Verwandtschaftsbeziehungen einiger Perserkatzen graphisch dargestellt werden konnten. Aus
Griinden des Datenschutzes wurden den Tieren die Nummern 1-54 zugeteilt. Unter den

beprobten Perserkatzen befanden sich 24 ménnliche und 30 weibliche Tiere.

Im Vorfeld der genetischen Analysen wurden unter der Leitung eines Dipl. ECVN an der Klinik
fur Kleintiere Abteilung Chirurgie der Justus-Liebig-Universitit MRT Untersuchungen im
Hinblick auf das Vorliegen eines Hydrocephalus internus sowie zur Bestimmung des kranialen

Index durchgefiihrt. Diese Daten wurden mit in die Studie einbezogen.

Unter den 54 Katzen waren auBlerdem die Proben von vier Perserkitten. Diese Tiere waren
Vollgeschwister und sind im Alter von drei bis vier Monaten gestorben oder auf Grund
hochgradiger neurologischer Befunde euthanasiert worden. Von diesen Perserkatzen wurden in
vorangegangenen Studien Micro-CT Aufnahmen des Schidels angefertigt, wobei bei allen eine
koronale Kraniosynostose (verfrithter Schluss der Schidelnihte) festgestellt werden konnte

(Schmidt et al. 2017). Auch diese Daten wurden mit in die Studie eingeschlossen.

Als Voraussetzung, um in die Studie eingeschlossen zu werden, mussten bei den jeweiligen
Perserkatzen CT- oder MRT-Aufnahmen des gesamten Schidels vorliegen, welche zur
Bestimmung des kranialen Index geeignet waren, sowie eine ausreichende Menge EDTA-Blut

fiir die folgenden genetischen Untersuchungen. Diese Kriterien erfiillten 54 Tiere.
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3.2 Chemikalien, Puffer und Losungen

Chemikalien

Agarose Serva Wide Range
Desoxynukleosidtriphosphate (d{ATP, dCTP,
dGTP, dTTP)

Ethanol

Tris

Isopropanol

Borsédure

KCl1

NH4Cl1

HC137%

MgCl»

Mindori Green Advanced DNA-Farbstoff
EDTA 0,5 M

NaCl

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Puffer und Lésungen

10 % SDS

1,5 % Agarose-TBE-Gel
6 M NaCl

Ethanol 70 % (v/v)

TBE Puffer (0,5x)

TBE Puffer (10x)

TE Puffer (10x)

TE Puffer (1x)

Lysispuffer (Aussalzmethode)
Waschlosung (Aussalzmethode)

SERVA Electrophoresis GmbH
Konzentration 4 x 25umol
Thermo Fisher Scientific Inc.
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Promega GmbH

Biozym Scientific GmbH
AppliChem GmbH

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

10 % (w/v) SDS in Wasser

1,5 % (w/v) Agarose in 0,5x TBE

6 M Natriumchlorid in Wasser

70 % Ethanol (v/v) in Wasser

Verdinnt aus 10x

108 g Tris + 55 g Borsdure + 40 ml 0,5M
EDTA ad 1 Liter

100 mM Tris HC1, 10 mM EDTA pH 8,0
Verdiinnt aus 10x

150 mM NH,4Cl, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA
140 mM NaCl, 0,5 mM KCl, 0,25 mM Tris
HCI pH 7,4
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3.3 Kits, Enzyme und Groflenstandards
Kits

Kapa Library Quantification Kit

NucleoSpin® Blood Kit

Invisorb® Fragment cleanUp Kit

TruSeq DNA PCR-free sample preparation Kit

Enzyme

GoTaq® Polymerase

Proteinase K

GroBenstandard

GeneRuler 100 bp Ladder

3.4 Gerite

Elektrophorese-Kammer
Gefrierschrank -20 °C
NanoDrop™Mikrovolumen Spektralphotometer
Power Supply, peqPower 300 V
Thermocycler

- T100

- C1000 mit CFX96 Optisches Modul
Thermoshaker, TS-100C
Vortexer Phoenix RS-VA10
Zentrifugen

- Heraeus Megafuge 16R

- Minispin®
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Illumina, Inc.
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Stratec Molecular GmbH

Illumina, Inc.

Promega GmbH
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.

PEQLAB Biotechnologie GmbH
Siemens AG, GS58NAW30

PEQLAB Biotechnologie GmbH
PEQLAB Biotechnologie GmbH

Bio-Rad Laboratories, Inc.
Bio-Rad Laboratories, Inc.
Kisker Biotech GmbH & Co. KG

Phoenix Instrument GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Eppendorf SE, Hamburg
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3.5 Software und Datenbanken

Zur Analyse, Visualisierung und Veréffentlichung von Daten wurde folgende Software
verwendet: Der Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.5.3 (Broad Institute and the Regents of
the University of California, verfligbar unter https://software.broadinstitute.org), die
Internetplattform Primer3web Version 4.1.0 (verfiigbar unter https://primer3.ut.ce/) sowie
ChromasPro Version 2.1.8 (Technelysium Pty Ltd, verfiigbar unter http://technelysium.com.au)
fiir die Sequenzierung, Visualisierung und Dokumentation der DNA-Sequenzen, das
Constraint-based Multiple Alignment Tools der online Plattform NCBI (verfiigbar unter
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/re_cobalt.cgi) zur Bestimmung des
Konservierungsgrades der Proteine, der yED graph Editor Version 3.18.1.1 (yWorks, verfiigbar
unter https://www.yworks.com) zur graphischen Darstellung der Stammbiume und
Signalwege, das Programm AMIRA 6.2 (Mercury Computers Systems, Berlin, Deutschland)
zur Vermessung des Schidels und Berechnung der kranialen Indices, IBM SPSS Statistics 20
(IBM Deutschland GmbH, verfiigbar unter https://www.ibm.com/de-de/products/spss-
statistics) zur statistischen Auswertung der Ergebnisse, sowie Microsoft office Version 16.29
(einschlieBlich Excel, PowerPoint und Word, verfligbar unter https://www.microsoft.com) fiir

die tdgliche Anwendung, einschlieBlich der generellen Datenanalyse und Dokumentation.

Als Datenbanken wurden NCBI (National Center for Biotechnology Information, verfiigbar
unter https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/), OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man,
verfiigbar unter https://www.omim.org/), OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals,
verfiigbar unter https://www.omia.org) und MGI, HMDC (Mouse Genome Informatics,
Human-Mouse: Disease Connection verfiigbar unter http://www.informatics.jax.org/)

verwendet.

3.6 Kranialer Index

Der kraniale Index der Individuen wurde von 33 Tieren bereits im Vorfeld der Arbeit ermittelt
(Sieslack 2019). Diese Daten wurden dankenswerterweise von Jana Sieslack in elektronischer
Form zur Verfiigung gestellt. Um weitere Probanden zu gewinnen, wurden weitere bereits
vorhandene MRT-Scans identisch zu der in der Arbeit von Frau Sieslack (2019) etablierten
Methodik ausgewertet. Mittels des Programms AMIRA 6.2 (Mercury Computers Systems,
Berlin, Deutschland) wurde, wie in 2.2 beschrieben, durch Messung von Nasion zum Inion
(kraniale Lange) sowie von rechtem Euryon zum linken Euryon (kraniale Breite) der kraniale

Index bestimmt.
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. kraniale Breite
Kranialer Index = ————————— X 100
kraniale Lange

Anhand des kranialen Index wurden die Probanden in die Gruppe doll-face und peke-face
eingeordnet. Je hoher der Wert, desto kiirzer und breiter der Hirnschédel, je niedriger der Wert,
umso lidnger und schmaler der Schidel. Die Einordnung erfolgte nach den von Schmidt ez al.
(2017) bestimmten Mittelwerten. Basierend auf diesen wurde der cut off Wert von maximal
70,00 fiir doll-face und somit den weniger brachyzephalen Perserkatzen festgelegt. Die peke-
face Katzen mit ausgeprigter Brachyzephalie mussten mindestens einen kranialen Index von
83,00 aufweisen. Perserkatzen die einen kranialen Index von >70 — < 83 aufwiesen wurden der

Gruppe ,,moderate Brachyzephalie* zugeordnet.

3.7 DNA-Isolation
Die DNA-Isolation fiir die Sanger-Sequenzierung erfolgte mit dem NucleoSpin® Blood Kit.

Fir die NGS wurden hohe DNA-Konzentrationen von >50 ng/ul benétigt. Um diese
Konzentrationen zu erreichen, wurde hierfiir die DNA-Isolation aus EDTA-Vollblut mittels der

Aussalzmethode durchgefiihrt.

3.7.1 DNA-Isolation mit dem NucleoSpin® Blood Kit

Die DNA-Extraktion aus dem Vollblut wurde mit Hilfe des NucleoSpin® Blood Kit nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die DNA wurde fiir die folgenden Analysen bei -20 °C
gelagert.

3.7.2 Isolierung genomischer DNA aus Vollblut mittels Aussalzmethode

Die Arbeiten zur Isolierung der DNA erstreckten sich tiber drei Tage. Sdmtliche Arbeitsschritte
an Tag eins wurden auf Eis bzw. mit auf 4 °C gekiihlten Zentrifugen durchgefiihrt. Fiir die
DNA-Isolierung wurden je 300 upl EDTA-Vollblut in ein 1,5 ml Eppendorf-
Mikroreaktionsgefdl vorgelegt und dieses mit 1x TE bis zum Rand aufgefiillt. Nach
griindlichem Durchmischen und Zentrifugation der Proben bei 7000 rpm fiir 5 min wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet durch Zugabe von 1000 ul 1x TE resuspendiert und geldst.

Als nichstes wurden die Proben 3 min lang bei 10.000 rpm zentrifugiert und wiederum
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resuspendiert. Durch Zugabe von 1000 pl Lysispuffer folgt die Lyse der Zellen. Die Proben
wurden gut gemischt, 10 min lang auf Eis inkubiert und anschlieend fiir 3 min bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen, das Pellet resuspendiert, in 1000 pl
Waschlosung gelost und griindlich gemischt. Nach der Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 3 min
wurde wiederum der Uberstand verworfen und die Waschung wiederholt. Nachdem der
Uberstand verworfen und das Pellet resuspendiert und in 450 pl 1x TE gelost worden war,
wurden zur Lyse der Kernmembran 25 pl 10 % SDS-Losung und 10 pl Proteinase K zum Abbau
denaturierter Proteine zugegeben. Die Proben wurden dann tiber Nacht bei 50 °C im Wasserbad
inkubiert. Am nichsten Morgen wurden die Proben durch die Zugabe von je 200 pl 1x TE und
260 ul 6 M NaCl Losung ausgesalzt und durch Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 13.000
rpm fiir 5 min getrennt. Der Uberstand wurde vorsichtig in neue Eppendorf-Gefifie iiberfiihrt
und durch Zugabe von 500 pl Isopropanol gefillt. Durch die Zugabe des Alkohols lagerte sich

die Nukleinsdure zu Komplexen zusammen und wurde bei -20 °C tber Nacht prézipitiert.

Am dritten Tag wurde die Probe bei 13.000 rpm fiir 30 min in einer auf 5 °C gekiihlten
Zentrifuge zentrifugiert und der Uberstand danach verworfen. Um die verbliebenen
Isopropanolreste komplett zu entfernen, wurde das Pellet mit je 500 pl 70 % Ethanol
gewaschen, fiir 10 min auf dem Schiittler gemischt und wiederum bei 5 °C und 13.000 rpm fiir
10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Schritt wurde wiederholt, bevor das
Pellet, um es von Ethanol Resten zu befreien, angetrocknet wurde. Im letzten Schritt wurde
dem Pellet, zur Resuspensierung und Lagerung der DNA, 150 pl 1x TE Puffer hinzugefugt und
iiber Nacht bei 4 °C zur vollstdndigen Losung gelagert.

3.8 Gesamtgenomsequenzierung
3.8.1 Library preparation und Sequenzierung mittels Illumina HiSeq3000
Die library preparation und Sequenzierung erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Tosso Leeb

am Institut fiir Genetik, Vetsuisse-Fakultit der Universitit Bern.

Die mit der Aussalzmethode extrahierte DNA von fiinf Katzen wurde fiir die anschlieende
library preparation auf 20-30 ng/pl verdiinnt. Diese wurde nach den Angaben des
Herstellerprotokolls durchgefiihrt (TruSeq DNA PCR-free sample preparation Kit). Durch eine
mechanische und enzymatische Spaltung wurde die Proben-DNA fragmentiert. AnschlieSend
wurden Sequenzieradapter an die Fragmente ligiert und die so vorbereiteten DNA-Molekiile
mittels PCR amplifiziert (Eggermann er al 2018). Die Quantifizierung der
Sequenzierbibliotheken wurde mittels qPCR und dem Kapa Library Quantification Kit
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durchgefiihrt. Nach der Qualitétskontrolle der /ibrarys wurden diese mit dem Illumina HiSeq
3000 (2x 150bp) (Illumina/USA) mit einer angestrebten durchschnittlich 20-fachen coverage
sequenziert. Durch die Sequenzierung der kleinen DNA-Fragmente entstanden die sogenannten

reads.

3.8.2 Primirdaten

Die Rohdaten der Sequenzierung (Fastq-Dateien) wurden mittels bereits bestehender
Datenverarbeitungs-Pipelines in der Arbeitsgruppe von Prof. Tosso Leeb, weiterverarbeitet.
Beim Alignment wurden durch das mapping die entstandenen reads der passenden Position des
Referenzgenoms Felis_catus 9.0 (GCF_000181335.3) zugeordnet. Doppelte reads wurden mit
dem Kommandozeilenprogramm MarkDuplicates aus der PICARD-Tools

Programmsammlung identifiziert und markiert (Broad Institute 2021).

3.8.3 Variant calling, funktionelle Annotation und Identifizierung von Kandidaten-
Genen

In der sekundédren Datenanalyse wurden beim sogenannten variant calling einzelne Positionen,
bei welchen es sich um Single Nukleoid Polymorphismen (SNPs), sowie kleine Insertions- und
Deletionspolymorphismen (INDELSs) handelt, detektiert. An diesen Positionen unterschied sich
die untersuchte Proben-DNA vom Referenzgenom. Fiir diese Analyse wurden die bestehenden
Datenpipelines der Arbeitsgruppe von Prof. Leeb basierend auf dem GATK HaplotypeCaller
Version 3.8.1.0 (DePristo ef al. 2011) genutzt.

Die entstandenen Daten wurden daraufhin in einer tertidren Datenanalyse weiter gefiltert
(Abbildung 26). Eine funktionelle Annotation am Referenzgenom erfolgte mit dem Programm
SnpEff Version 4.31 (Cingolani et al. 2012; Eggermann et al. 2018). SnpEff versucht dabei die
Relevanz (impact) einer Variante einzuordnen und verwendet dabei die Termini HIGH (hoch),
MODERATE (moderat), LOW (niedrig) und MODIFIER (Modifizierung). Alle SNPs und
INDELSs, die von dem Programm SnpEff als Jow klassifiziert wurden, wurden wegen ihres
potenziell niedrigen impacts ausgeschlossen. Auflerdem wurden die SNPs mit weiteren 15
Katzengenomen verglichen, welche nicht der Rasse ,,Perser angehéren. Es wurden nur
Varianten gefiltert, welche ausschlieBlich innerhalb der Perser, nicht aber innerhalb der anderen
Genome auftraten. Zur weiteren Selektion der Varianten wurde ein impact von mindestens

moderat bis hoch gefordert. Aus diesen wurden nach Plausibilitit Kandidatengene ausgewéhlt.

49



Material und Methoden

Dafiir wurden insbesondere SNPs und INDELSs betrachtet, welche Gene betreffen, die in der
Humanmedizin mit dem Merkmal Kraniosynostose in Zusammenhang gebracht werden,
welche bei Hunden oder Katzen in Verdacht stehen, bei der Entstehung der Brachyzephalie
beteiligt zu sein oder welche bei anderen Tieren mit abnormen Schiddelwachstum assoziiert
sind. Bei allen anderen SNPs innerhalb von bekannten Genen und einer mindestens moderaten
Relevanz (impact) wurden mittels der Datenbanken NCBI, Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) (Amberger et al. 2011), Online Mendelian Inheritance in Animals (OMIA)
(Nicholas 2003) und Mouse Genome Informatics, Human-Mouse: Disease Connection (MGI,
HMDC) (Smith et al. 2018) auf eine Relevanz fiir die Entwicklung einer Kraniosynostose
uberpriift. Im ndchsten Schritt wurden die SNPs und INDELs in den verbliebenen
Kandidatengenen auf den funktionellen Schweregrad der Varianten, sowie deren Rolle in den
verschiedenen Signalwegen, die an Schiadelentwicklung und -wachstum beteiligt sind, gepriift.
Eine weitere Suche nach Kandidatengenen iiber die Literaturrecherche erfolgte parallel zur
NGS. Die Ergebnisse dieser wurden, ebenso wie die Kandidatengene, welche sich aus der
Sequenzierung ergaben, mit Hilfe des Programmes Integrative Genomics Viewer (IGV)

graphisch tiberpriift.
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Abbildung 26: Duale Herangehensweise zur Identifizierung der Kandidatengene. Die Ergebnisse der
Probanden aus der Genomsequenzierung werden durch die Primirdatenanalyse, das variant calling und
dem Vergleich mit 15 weiteren Katzengenomen eingegrenzt. Durch Anforderungen an den impact der
einzelnen SNPs und INDELs konnen vorliufige Kandidatengene isoliert werden. Diese werden einer
Literaturrecherche unterzogen und passende Gene daraufhin in IGV iiberpriift. Parallel zur NGS erfolgt
auch eine anfangs isolierte Literaturrecherche, wobei funktionelle Kandidatengene detektiert wurden. Die
Ergebnisse der NGS dieser Gene werden unabhiingig von detektierten SNPs und INDELSs im Programm
IGV untersucht.
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3.9 Visuelle Auswertung der Genomsequenzen im Bereich von Kandidatengenen

Die im Zuge der Datenauswertung erstellten bam-Dateien wurden zudem mit dem Programm
Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.5.3 (Thorvaldsdottir e al. 2013) visualisiert und
ausgewertet. IGV ermoglicht es, die gemappten Sequenzierdaten untereinander und mit dem
Referenzgenom (Felis_catus_9.0) zu vergleichen. Dabei werden die einzelnen reads angezeigt,
was wiederum eine Abschidtzung der Sequenzierqualitit innerhalb eines bestimmten
Sequenzabschnittes ermoglicht (Thorvaldsdottir ef al. 2013). Das variant calling innerhalb
von Sequenzierbereichen mit einer hoheren Anzahl an reads ist als qualitativ hochwertiger zu
betrachten als in Bereichen mit einer niedrigen coverage. Liegen die detektierten SNPs inmitten
der reads, ist die Gefahr von falsch-negativen oder falsch-positiven Ergebnissen geringer, da
die Sequenzierqualitdt zum 3° Ende der reads abnimmt (Abbildung 27). Eingeschlossen in die
Auswertung wurden alle SNPs und INDELSs, welche Exons der Kandidatengene betreffen und

in mindestens 30 % der reads an der jeweiligen Position eine Variante aufwiesen.

41bp
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Abbildung 27: beispielhafte Darstellung eines heterozygoten SNPs eines Individuums in IGV. Das
Bildschirmfoto beinhaltet verschiedene Tracks. Von oben nach unten sind dies eine Positionsangabe, ein
coverage Track, eine Darstellung der einzelnen ca. 120 bp langen reads, die Referenzsequenz sowie eine
Ubersetzung in die korrespondierenden Aminosiuren. Positionen, die systematisch von der
Referenzsequenz abweichen, werden im coverage Track farblich hervorgehoben. Der Anteil der
Farbgebung entspricht dabei der prozentualen Verteilung der Abweichung von der Referenzsequenz. In
diesem Fall stimmen ca. 50 % der reads mit dem Guanin (G, braun) der Referenzsequenz iiberein und 50 %
der reads weisen ein Cytosin (C, blau) auf.
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3.10 Sanger-Sequenzierung von Kandidatengen-Bereichen
Zur Genotypisierung von Varianten in den Genen CNTN6 und FOXL2 wurden die
entsprechenden Genbereiche mittels PCR amplifiziert, aufgereinigt und im Anschluss mittels

Sanger- Sequenzierung sequenziert.

3.10.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die Primer der jeweiligen Genabschnitte wurden tiber die Internetplattform Primer 3 generiert.

Die jeweiligen Primersequenzen sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Bei der PCR handelt es sich um eine Methode, bestimmte Nukleinsduren exponentiell zu
vervielfiltigen und in vitro nachzuweisen. Bei der PCR kann man insgesamt drei Phasen
unterscheiden. Im ersten Schritt, der Denaturierung, werden die Wasserstoffbriickenbindungen
der DNA-Abschnitte, welche die DNA-Doppelhelix zusammenhalten, durch eine Erhitzung des
Ansatzes getrennt, sodass die DNA am Ende der ersten Phase in Einzelstrangen vorliegt. In der
nichsten Phase, dem sogenannten Annealing, kommt es zur Anlagerung der Primer. Bei
Primern handelt es sich um spezifische Oligonukleotide, welche den zu amplifizierenden DNA-
Abschnitt flankieren. Zur korrekten Anlagerung dieser wird je nach Primer eine spezifische
Temperatur benétigt, die sich meist zwischen 55 und 65 °C befindet. Im letzten Schritt, der
Elongation, werden durch die DNA-Polymerase die dem Ansatz beigemischten freien
Nukleotide entlang der DNA angelagert und zu einem komplementéren Strang verkniipft. Die
Schritte werden in mehreren Zyklen wiederholt, um im Endeffekt die gewiinschten DNA-

Abschnitte exponentiell zu amplifizieren (Buselmaier ez al. 2007).

Die jeweiligen PCR-Ansdtze wurden nach den folgenden Protokollen zusammengesetzt
(Tabelle 5, Tabelle 7, Tabelle 8). Je Ansatz wurden 3 pl der Test-DNA hinzugefiigt. Als DNA-
Polymerase wurde die GoTaq® Polymerase benutzt. Sie wurde gemeinsam mit dem GoTag
Flexi Puffer, den Desoxynukleosid-Triphosphaten (ANTPs), einer fiir den jeweiligen Ansatz
optimierten MgClx.Konzentration und den jeweiligen Vorwérts-/Riickwartsprimern, welche
eine Konzentration von 10 pmol/pl aufwiesen, zusammengefiigt und mit autoklaviertem
Wasser auf eine Menge von 50 ul pro Ansatz aufgefiillt. Die jeweiligen Ansitze wurden dann
im Thermocycler nach den jeweiligen optimierten Zyklus Parametern inkubiert (Tabelle 4,

Tabelle 6).
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Tabelle 3: Verwendete Primersequenzen fiir die PCR.

Gen Exon Vorwirtsprimer Riickwiirtsprimer

FOXL2 1 5'- 5'-

¢.588G>C AACCTCAGCCTCAACGAGTG- CAGGAGTTGTTGAGGAAGC
3 C-3

CNTN6 9 5'- 5'-

c.910A>C ATCCTGCTGTCGTAAAGGCT- AAGCCTTCATCTTCCTGTTG
3 A-3'

CNTN6 22 5'- 5'-

¢.2992T> GTGTCTGGACCTTAAAAGAG AGCGATGGTGATTCAACTT

C CA-3' ACT-3'

Tabelle 4: PCR-Profil zum Nachweis der Variante FOXL?2 ¢.588G>C.

Phase  Wiederholungen Temperatur Dauer

1 1 95°C 1,30 min

I 35 95°C 0,15 min
62 °C 0,30 min
72 °C 0,30 min

I 1 72 °C 5,00 min

v 20 °C 0

Tabelle 5: PCR-Ansatz fiir die Variante FOXL2 ¢.588G>C. Erwartete Produktgrifie ca. 300bp,
MgCl; Konzentration ImM.

Material Mengen in pl
5x GoTaq Flexi Puffer 10

2 mM dNTP 5

25 mM MgCl, 2

Primer FC_FOXL2 Ex1_forward (10 pmol/pl) 3

Primer FC_FOXL2_Ex1_reverse (10 pmol/pl) 3
GoTag-Polymerase (5 U/ul) 0,3
autoklaviertes Wasser ad 50

3,0 ul Proben-DNA 3

Gesamt 50
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Tabelle 6: PCR-Profil zum Nachweis der Varianten CNTN6 ¢.910 A>C und CNTNG6 ¢.2992 T>C.

Phase Wiederholungen Temperatur Dauer

1 1 95 °C 1,30 min

11 35 95°C 0,15 min
57°C 0,30 min
72 °C 0,30 min

111 1 72 °C 5 min

v 20 °C o0

Tabelle 7: PCR-Ansatz fiir die Variante CNTN6 ¢910 A>C. Erwartete Produktgrofie ca. 200bp,
MgCl; Konzentration 2mM.

Material Menge in pl
5x GoTaq Flexi Puffer 10

2 mM dNTP 5

25 mM MgCl, 4

Primer FC_CNTN6_In8_forward (10 pmol/ul) 3

Primer FC_CNTN6_Ex9 reverse (10 pmol/ul) 3

Go Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,3
autoklaviertes Wasser ad 50

3,0 pl Proben-DNA 3

Gesamt 50
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Tabelle 8: PCR-Ansatz fiir die Variante CNTN6 ¢.2992T >C. Erwartete Produktgrofie ca. 300bp,
MgCl; Konzentration ImM.

Material Mengen in pl
5x GoTaq Flexi Puffer 10

2 mM dNTP 5

25 mM MgCl, 2

Primer FC_CNTN6 In22 forward (10pmol/ul) 3

Primer FC_CNTNG6_In23_reverse (10pmol/ul) 3

Go Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,3
autoklaviertes Wasser ad 50

3,0 pl Proben-DNA 3

Gesamt 50

3.10.2 Kontrolle der Amplifikation

Die Kontrolle der Amplifikation wurde mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurden 1,5 % Agarosegele hergestellt, um die zu erwartenden PCR-Produkte
mit der Lange von 200-300 Basenpaare ausreichend gut aufzutrennen. In einem Erlenmeyer
Kolben wurden 4,2 g Agarose abgewogen und mit 280 ml 0,5x TBE Puffer versetzt. Die
Suspension wurde so lange aufgekocht, bis die Losung vollstindig klar wurde und dann unter
staindigem Riihren auf einem Magnetriihrer bis ca. 60 °C abgekiihlt. Sobald die 60 °C erreicht
waren, wurden der Losung 14 pl Mindori Green Advanced DNA-Farbstoff als Alternative zu
Ethidiumbromid hinzugefiigt und alles noch einmal auf dem Magnetrithrer vermischt. Als
letzter Schritt wurde die gelartige Losung in den horizontalen Gelschlitten, welcher sich im
GieBstand befand, gegossen und der Kamm eingesetzt. Bis das Gel vollstandig abgekiihlt und
polymerisiert war, wurde es in dem Gelschlitten belassen, danach wurde der Kamm entfernt,
das Gel aus dem Gief3stand entfernt und beladen. Hierfiir wurde das vorbereitete 1,5 % Agarose-
Gel in eine Elektrophorese-Kammer gelegt und die Kammer mit 0,5x TBE Puffer gefiillt, bis
es mit ca. 2 mm Puffer bedeckt war. Je 5 pl der PCR-Produkte wurden mit 2 pl Loading dye,
welcher die drei DNA-Farbstoffe Bromphenolblau, Xylenyanol und Orange G enthielt,
gemischt und dann damit jeweils die Kammern geladen. Bei einer angelegten Spannung von
160 V wurden die PCR-Produkte dann fiir ca. 60 min elektrophoretisch ihrer Lénge nach
aufgetrennt. Aufgrund der negativen Gesamtladung der PCR-Produkte, die durch die
Phosphatreste bedingt ist, wandern die DNA-Fragmente im elektrischen Feld von der Kathode
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zur Anode. AnschlieBend wurden durch das Interkalieren des DNA-Farbstoffs mit der DNA
die PCR-Banden unter ultraviolettem Licht sichtbar gemacht. Hatte sich eine Bande im Bereich
der erwarteten Basenldange 200-300 bp gebildet, wurde die PCR als erfolgreich angesehen. Zur

Dokumentation wurde das Gel fotografiert.

3.10.3 Reinigung der PCR-Produkte

Zur Sequenzierung mussten die PCR-Produkte frei von Reaktionspuffern, iiberschiissigen
Nukleotiden und Primern sein. Um dies zu erreichen, wurde die Reinigung der PCR-Produkte
mit dem stratec molecular Invisorb® Fragment cleanUp Kit nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die aufgereinigte DNA wurde in den Auffangrohrchen bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

3.10.4 Vorbereitungen der PCR Produkte fiir die Sanger-Sequenzierung

Die Konzentration der PCR-Produkte wurde mittels NanoDrop™ Mikrovolumen
Spektralphotometer bestimmt. Nach der Referenzmessung mit reinem Wasser wurde eine
weitere Referenzmessung mit dem Elutionspuffer aus der Reinigung der PCR-Produkte
durchgefiihrt. Danach folgte die Messung der DNA aus der jeweiligen PCR. Hierfiir wurden 1—
2 ul der PCR-Produkte auf die Messlinse pipettiert und die Messung gestartet. Die

Konzentrationen der DNA wurden notiert.

Um optimale Bedingungen fiir die Sanger-Sequenzierungen zu schaffen, wurden die DNA-
Konzentrationen auf einheitliche 10 ng/ul verdiinnt. Zur Verdiinnung wurde autoklaviertes
Wasser genutzt. AuBlerdem wurden je 2 pl des jeweiligen 10 M Primers (Tabelle 9) zugegeben.
Das Endvolumen pro Probe betrug 14 pl.

3.10.5 Automatische Sequenzierung mittels Sanger, Genotypisierung der Varianten

Fur die Sequenzierung der Varianten wurden die in Tabelle 9 aufgefiihrten Primer verwendet.

57



Material und Methoden

Tabelle 9: Verwendete Primer-Sequenzen fiir die Sanger-Sequenzierung.

Gen Exon Primer

CNTN6 Exon 9 5-ATCCTGCTGTCGTAAAGGCT-3'
CNTN6 Exon 22 5-GTGTCTGGACTTAAAAGAGCA-3'
FOXL2 Exon 1 5'-AACCTCAGCCTCAACGAGTG-3'

Die Sequenzierung der 54 Katzenproben wurde durch die Firma LGC sequencing services,
Biosearch Technologies, Berlin tiber den Standard Ready2 Run durchgefiihrt. Dabei handelte

es sich um eine Sanger-Sequenzierung.

Bei der Sanger-Sequenzierung, die auch Kettenabbruch-Synthese genannt wird, werden neben
den normalen dNTPs auch Didesoxynukleosidtriphosphate, also ddNTPs eingesetzt. Diese
ddNTPs sind zusitzlich mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und fithren nach dem Einbau
durch die DNA-Polymerase zum Kettenabbruch des neu sequenzierten Stranges. Auflerdem
wird nur ein Primer eingesetzt, sodass der gewiinschte DNA-Abschnitt nur in eine Richtung
amplifiziert wird. Die dadurch entstehenden, unterschiedlich langen PCR-Produkte, werden
durch eine Kapillarelektrophorese der Linge nach aufgetrennt und mittels Laser zur
Fluoreszenz angeregt. Dadurch wird die Basenabfolge des sequenzierten Stranges sichtbar und

kann durch einen Detektor abgelesen werden (Murken ez al. 2006).

3.11 Computergestiitzte Datenauswertung

3.11.1 Auswertung von Chromatogrammen

Mit den Ergebnissen aus der Sanger-Sequenzierung der je 54 Katzenproben wurde mit dem
Programm ChromasPro Version 2.1.8 ein Alignment mit der Referenzsequenz Felis_catus 9.0

(GCF_000181335.3) durchgefiihrt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Beispielhafte Darstellung eines Alignments der Sequenzierungsergebnisse von drei
Individuen mit Hilfe des Programms ChromasPro. Das Bildschirmfoto beinhaltet, aufgetragen von oben
nach unten, die Sequenzierergebnisse von drei Individuen. Dabei ist pro Individuum ein Sidulen- und ein
Wellendiagramm abgebildet. Den einzelnen Basen sind verschiedene Farben zugeordnet. Heterozygote
Positionen sind mit zwei halbhohen sich iiberlappenden Wellenbergen dargestellt. Fiir die Angabe der
Basen wird der IUPAC-Nukleotid-Code verwendet.

3.11.2 Konservierungsgrad der Proteine

Zur Erhebung des Konservierungsgrades innerhalb der Regionen des jeweiligen
Aminosdureaustausches wurde mit Hilfe der Constraint-based Multiple Alignment Tools der
online Plattform NCBI (Papadopoulos et al. 2007) ein Alignment der Proteinsequenzen der
untersuchten Proteine verschiedener Spezies durchgefiihrt. Als Referenzgenome wurden zum
einen nahe Verwandte der Hauskatze, wie der Leopard und der Hund, zum anderen aber auch
phylogenetisch sehr ferne Arten wie das Haushuhn, eine Schildkrétenart, sowie das
Schnabeltier verwendet. Insgesamt wurde ein Alignment von zwolf Arten (Hauskatze, Leopard,
Fuchs oder Gepard, Haushund, Pferd, Kuh, Mensch, Wanderratte, Maus, Schnabeltier,
westliche Zierschildkrote und Haushuhn) durchgefiihrt.
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3.11.3 Statistische Auswertung durch das kommerzielle Statistikprogramm SPSS

Die weitere statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics
20. Fiir die allgemeine Datenbeschreibung wurden vom Alter, Gewicht und kranialen Index der
Probanden die arithmetischen Mittelwerte, Maximal- und Minimalwerte, sowie die
Standardabweichungen berechnet. Durch das Programm wurden die Daten des kranialen Index
auf Normalverteilung iiberpriift. Hierfiir wurde, wegen seiner erhdhten statistischen Power
gegeniiber dem Kolmogorow-Smirnow-Test, der Saphiro Wilk Test und ein Q-Q Diagramm
gewidhlt (Shapiro et al. 1965). Fiir die Untersuchung des Zusammenhangs der Variablen im
CNTNG6- und FOXL2-Gens und dem kranialen Index wurde der Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearman herangezogen. Fiir die Analyse des Zusammenhangs zwischen kranialem Index
und dem Auftreten eines Hydrocephalus internus wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Zur Uberpriifung auf statistisch signifikante Unterschiede im Auftreten der Varianten CNTN6
¢.910A>C, CNTN6 ¢.2992T>C und FOXL2 ¢.588G>C in Abhidngigkeit zum kranialen Index
wurde eine einfaktorielle analysis of variance (ANOVA) durchgefiihrt. Die einfaktorielle
ANOVA, auch einfaktorielle Varianzanalyse genannt, dhnelt dem t-Test, l4sst allerdings den
Vergleich mit mehr als zwei Gruppen zu. Im Anschluss erfolgte eine Kontrastanalyse, um zu
priifen, zwischen welchen Gruppen eine statistisch signifikante Differenz auftritt. Die
einfaktorielle ANOVA setzt eine Normalverteilung sowie Varianzhomogenitit voraus. Konnte
die Varianzgleichheit nicht erfiillt werden, wie dies beim kombinierten Vergleich der Varianten
der Fall war, wurde die demgegeniiber robuste Welch ANOVA angewendet (Schmider ef al.
2010; Lix et al. 1996). Als Gruppeneinteilung wurden die Ergebnisse der Genotypisierung
benutzt, daher ergab sich pro Gen eine GruppengréBe von drei (Wildtyp, heterozygot,
homozygot), fiir die kombinierten Vergleiche eine von fiinf (Tabelle 18). Inwieweit die
Faktoren Variable CNTN6, Variable FOXL2, Kranialer Index und Geschlecht Einfluss auf die
Entwicklung eines Hydrocephalus internus haben, wurde mit der binér logistischen Regression
berechnet. Sie ist eine Form der multiplen Regression, bei welcher die abhidngige Variable
(Hydrocephalus internus) dichotom ist. Mit Hilfe der binomialen Regression wurde tiberpriift,
ob sich die oben genannten Variablen dazu eignen, eine Vorhersage zu treffen, ob die Tiere
statistisch wahrscheinlicher an einem Hydrocephalus internus erkranken. Auferdem wurde

eine Odds berechnet, welche die Wahrscheinlichkeit, dass das Ereignis eintritt, angibt.

Fiir die Auswertung der statistischen Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05
zugrunde gelegt, was bedeutet, dass fiir die Annahme als statistisch signifikantes Ergebnis die

Bedingung p < a und demnach p < 0,05 erfiillt sein musste.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientendaten im Studienkollektiv

54 Perserkatzen erfiillten die Kriterien der Studie. Bei ihnen wurde der kraniale Index bestimmt
und genetische Untersuchungen durchgefithrt. 24 waren miénnlich, 30 weiblich. Das
durchschnittliche Alter belief sich auf 3,8 Jahre wobei das jiingste Tier 4 Wochen und die dlteste
Perserkatze 18 Jahre alt war (SD = 4,41). Das Gewicht der Tiere lag zwischen 0,3 kg und 6,2 kg
(M = 3,00 kg, SD = 1,18). Die Einzeltierdaten finden sich im Anhang in Tabelle 23.

4.2 Kranialer Index der untersuchten Perserkatzen

Der kraniale Index lag im Mittel bei 91,82 (SD = 14,19) mit einem Minimalwert von 62,00 und
einem Maximum von 123,00. Sechs Perserkatzen wiesen einen kranialen Index von unter 70,00
auf und wurden somit den doll-face Perserkatzen zugeordnet. Im Mittel zeigten sie einen
kranialen Index von 67,02 (SD = 2,74). Dabei wurden Werte zwischen 62,00 und 69,88
gemessen. In diese Gruppe fielen vier ménnliche und zwei weibliche Tiere. Sieben Katzen,
darunter zwei ménnliche und fiinf weibliche, fielen mit Messungen zwischen 71,19 und 82,00
in die Gruppe der moderat brachyzephalen Tiere (M = 76,83, SD = 3,76). 41 Individuen hatten
Messwerte zwischen 85,41 und 123,00 und wurden der peke-face Gruppe zugeordnet
(M = 98,00, SD = 9,65). 18 Tiere dieser Gruppe waren ménnlich, 23 weiblich (Abbildung 29).

peke-face

moderate Brachyzephalie

doll-face

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B ménnlich = weiblich

Abbildung 29: Absolute und relative Hiufigkeit der Geschlechtsverteilung in Abhiingigkeit vom kranialen
Index.
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4.3 Auftreten eines Hydrocephalus internus innerhalb der Studiengruppe

Bei 41 Tieren lag zusétzlich zu den oben genannten ein Befund iiber das Vorliegen eines
Hydrocephalus internus vor. Diese Diagnose wurde von Prof. Dr. med. vet. Martin Schmidt
(Dipl. ECVN) anhand der angefertigten MRT-Scans gestellt und retrospektiv in die Studie

einbezogen.

Von diesen 41 Perserkatzen waren 19 ménnlich und 22 weiblich. Achtzehn Perserkatzen wiesen
die krankhafte Erweiterung der Ventrikel auf, 23 waren in Bezug auf dieses Merkmal gesund.
Die genaue Geschlechtsverteilung ist der Abbildung 30 zu entnehmen. Die Tiere waren im
Mittel 3,26 Jahre alt, das jingste Tier war 4 Wochen, das idlteste 18 Jahre alt (SD = 4,15). Das
Gewicht der Probanden lag zwischen 0,3 kg und 5,4 kg (M = 2,83, SD = 1,20). Die Messwerte
des kranialen Index beliefen sich zwischen 62,00 und 123,00 (M =91,17, SD = 15,70). Die
negativ auf den Hydrocephalus internus getesteten Tiere waren zwischen 0,5 und 14 Jahren alt
(M =3,48, SD= 3,76) und wogen 1,8 bis 4,4 kg (M = 2,95, SD = 0,70). Der kraniale Index der
nicht vom Hydrocephalus internus betroffenen Tiere lag im Mittel bei 81,69 (SD =11,99). Die
auf das Merkmal positiv getesteten Tiere waren zwischen einem Monat und 18 Jahren alt
M =297, SD = 4,70) und wogen 0,3-5,4kg (M = 2,68, SD =1,65). Bei den an einem
Hydrocephalus internus erkrankten Tieren wies der kraniale Index einen Mittelwert von 103,28

und eine Standardabweichung von 10,82 auf.

Hydrocephalus internus negativ

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B ménnlich ® weiblich

Abbildung 30: Absolute und relative Hiufigkeit der Geschlechtsverteilung in Abhiingigkeit zur Diagnose
Hydrocephalus internus.
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4.4 Stammbaumrekonstruktion des Studienkollektivs

Zu Beginn der Studie wurde ein Stammbaum der Perserkatzen aus der gemeinsamen Zucht
angefertigt. Nach Uberpriifung der Daten konnte fiir insgesamt 23 der 54 Katzenproben ein
familidrer Zusammenhang hergestellt werden. Der Stammbaum ist in Abbildung 31 dargestellt.
Die jeweilige Datenlage zu den Individuen ist farblich hervorgehoben. Bei den meisten Tieren
handelt es sich aufgrund ihrer kranialen Indices um Vertreter der peke-face Perserkatzen,
lediglich der griin gekennzeichnete Kater féllt mit einem kranialen Index von 76,79 nicht
eindeutig in die Gruppe der peke-face Katzen (cut off Wert min. 83,00). Der gleiche
Stammbaum wie bereits in Abbildung 31 wird in Abbildung 32 mit den Daten zur Morphologie
der Hirnventrikel dargestellt.

5]

Abbildung 31: Stammbaum von 23 Perserkatzen aus einer gemeinsamen Zucht. Bei den blau markierten
Tieren liegen MRT-Scans und EDTA-Blutproben vor und es handelt sich um peke-face Perser. Die Symbole
der Tiere, bei welchen weder DNA-Proben noch MRT-Aufnahmen vorliegen, sind gelb eingefiirbt. Der mit
einem griinen Quadrat gekennzeichnete Kater fillt in die Gruppe der Katzen mit moderater
Brachyzephalie. Rot umrandet sind Individuen, deren Genom mittels NGS sequenziert wurde. Die vier in
Rautenform gekennzeichneten Vollgeschwister symbolisieren die Kitten, bei welchen Schmidt et al. (2017)

eine koronale Kraniosynostose diagnostizieren konnten.

o0 ménnliches Tier o weibliches Tier O Geschlecht unbekannt
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Abbildung 32: Stammbaum der an einem Hydrozephalus erkrankten Tiere und ihrer gesunden
Verwandten. Mit Abbildung 31 identischer Stammbaum, wobei hier die an einem Hydrocephalus internus
erkrankten Individuen in Rot, Tiere mit normalen Hirnventrikeln in Griin gekennzeichnet sind. Bei den in
der Farbe Gelb markierten Individuen liegt kein MRT oder kein eindeutiger Befund (Ventrikulomegalie)
vor. Die vier in Rautenform gekennzeichneten Vollgeschwister symbolisieren die Kitten, bei welchen

Schmidt et al. (2017) eine koronale Kraniosynostose diagnostizieren konnten.

o0 ménnliches Tier o weibliches Tier ¢ Geschlecht unbekannt

4.5 Gesamtgenom-Analyse und Identifikation potenziell kausaler Varianten

Zur Untersuchung der genetischen Grundlagen der koronalen Kraniosynostose der Perserkatze,
erfolgte eine Gesamtgenomsequenzierung (whole genome sequencing) mit anschlieender
Variantendetektion (variant calling) von drei peke-face Perserkatzen, einer Perserkatze mit

moderater Brachyzephalie sowie einer doll-face Perserkatze.

Nach dem variant calling und der funktionellen Annotation erfolgte der Abgleich der SNPs und
INDELs mit den Genomen 15 weiterer Katzen welche anderen Rassen angehorten, um die
Vielzahl an detektierten Varianten einzugrenzen. Die Bedingung, dass sie ausschlielich bei
den fiinf sequenzierten Perserkatzen auftraten, nicht aber bei den 15 Katzen der anderen Rassen
oder dem Referenzgenom Felis catus 9.0 (GCF_000181335.3), erfiillten 124.668 Varianten.
Diese konnten durch einen geforderten impact von mindestens moderat bis hoch auf SNPs und
INDELs in 72 bekannten Genen eingegrenzt werden. Eine Liste dieser 72 Gene und ihrer
Varianten befindet sich im Anhang (Tabelle 22). Eine weitere Suche nach Kandidatengenen
iiber die Literaturrecherche erfolgte parallel zur NGS. Die Ergebnisse dieser wurden, ebenso
wie die Kandidatengene, welche sich aus der Sequenzierung ergaben, mit Hilfe des

Programmes Integrative Genomics Viewer (IGV) graphisch tiberpriift (Abbildung 26).
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Dies war nétig, um eine Fehleinschitzung durch die getroffenen Einstellungen (Anforderung
an den impact), Sequenzierfehler, eine ausreichende coverage, oder die Limitierung des
Programmes GATK HaplotypeCaller, Strukturvarianten zu erkennen, auszuschlieen.
Insgesamt wurden 16 potenzielle Kandidatengene spezifisch mittels IGV untersucht. Diese 16
Gene sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Dabei ist zu bemerken, dass die Liste der Kandidatengene
sehr heterogen ausfillt. Dennoch lassen sie sich in vier verschiedene Gruppen einteilen. Bei
Gruppe eins handelt es sich um Gene, die beim Menschen bekannterweise eine Kraniosynostose
begiinstigen oder auslosen. In Gruppe zwei fallen Gene, die bei Hund und Katze bei der
Entstehung der Brachyzephalie beteiligt sind. Gruppe drei spiegelt zwei Gene wieder, die
insbesondere bei der Perserkatze als Kandidatengene fiir die Brachyzephalie gelten (Bertolini
et al. 2016). In Gruppe vier fillt ein Gen, welches in der Literaturrecherche durch einen
entsprechenden Phénotyp mit einer koronalen und sagittalen Kraniosynostose bei der Maus

auffiel (Marongiu et al. 2015).

Tabelle 10: Mittels IGV iiberpriifte Kandidatengene.

Kandidatengen (siehe 2.5 und 2.6) Gene

1 Bekannte Gene fiir die Entstehung einer FGFRI, FGFR2, FGFR3, IHH, MSX2,

Kraniosynostose beim Menschen RAB23, RUNX2, TCF12, TWISTI, ZIC1
2 Bekannte Gene fiir die Brachyzephalie bei ALXI, BMP3, SMOC2

Hund und Katze
3 Kandidatengene fiir die Schddelform der CHLI, CNTN6
Perserkatze
4  Brachyzephalie und Kraniosynostose bei der FOXL2
Maus
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Nach der Auswertung mit IGV stellte sich heraus, dass keines der in der Humanmedizin
relevanten Gene aus Gruppe 1 (FGFRI, FGFR2, FGFR3, IHH, MSX2, RAB23, RUNX2,
TCF12, TWISTI, ZICI) bei den fiinf genomsequenzierten Katzen eine Mutation mit
vorhersagbarer funktioneller Relevanz aufwies. Ebenso verhielt es sich mit den Genen aus
Gruppe 2 (ALX1, BMP3, SMOC?2), welche die beteiligten Gene der Brachyzephalie von Hund
und Katze enthielten. Von den zwei von Bertolini e al. (2016) in seiner Arbeit als
Kandidatengene fiir die Kurzkopfigkeit der Perserkatze genannten Gene (Gruppe 3: CHLI,
CNTNG) zeigte allerdings das Gen CNTN6 zwei SNPs, die einen Aminosdureaustausch zur
Folge haben. Auch im FOXL2-Gen (Gruppe 4) konnte eine solche Mutation nachgewiesen

werden.

Die drei Mutationen, welche nach der Kontrolle mit IGV als mogliche Ursache der
Kraniosynostose identifiziert wurden, werden in Tabelle 11 aufgefiihrt. In Abbildung 33 ist als
Beispiel der SNP des CNTNG6-Gens dargestellt. Dabei sind die Ergebnisse der NGS der fiinf
Perserkatzenprobanden untereinander aufgetragen. Zur besseren Ubersicht sind dabei nicht die
einzelnen reads wie in Abbildung 27, sondern nur der coverage-Track zu sehen. Bei Probe
K515 (Zeile eins) liegt in 100 % der reads ein Basenaustausch von Adenin zu Cytosin vor,
ebenso bei Probe K529, dargestellt in Zeile drei. Die in Zeile zwei aufgezeigten Ergebnisse von
Probe K528 zeigen eine heterozygote Variante, die ausgelesenen reads tragen an dieser Position
zu ca. 50 % ein Adenin und zu ca. 50 % ein Cytosin. Die in den zwei unteren Spalten
dargestellten Proben stimmen mit der Referenzsequenz iiberein (gekennzeichnet mit Pfeil und

Sequence) und sind farblich daher nicht hervorgehoben.

Tabelle 11: Uberblick iiber die Kandidatengene mit entsprechender Mutation und Aminosiure-
Austausch.

Chromosom  Position Gen Exon Mutation  Aminosiureaustausch
A2 43281469 CNTN6 9 c.910A>C p- Lys304Gln
A2 43363296 CNTN6 22 €.2992T>C p.Phe998Leu
C2 126660810  FOXL2 1 ¢.588G>C p.Lys196Asn
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Abbildung 33: Bildschirmfoto des SNP im CNTN6-Gen des 43281469 B paars (Chr A2)
dargestellt im Programm IGV. Die Ergebnisse der Tiere sind untereinander aufgetragen. Es werden nicht
die einzel reads dern nur der coverage Track angezeigt. Katze eins und drei tragen den
Basenaustausch im homozygoten (einfarbiger Balken), Tier zwei im heterozygoten Zustand (zweifarbiger
Balken). Tier vier und fiinf entsprechen der Referenzsequenz.

Bei der Missense-Mutation im CNTN6-Gen Exon 9 ¢.910A>C wurde bei den Probanden an
dieser Position eine coverage von 12-38 erzielt und lag bei 60 % iiber der angestrebten
coverage von 20. Eine weitere Missense-Mutation fand sich im CNTN6-Gen Exon 22
¢.2992T>C. Hier wurde bei den Probanden eine coverage von 12-31 erzielt. Sie lag bei 80 %
der Probanden tiber 20. Zwei Tiere entsprechen dem Referenzgenom, eines ist heterozygoter
und zwei sind homozygote Triger der untersuchten Varianten im CNTN6-Gen. Die
Heterozygotie war in IGV bei Proband 4 an der Position ¢.2992T>C nicht erkennbar
(Abbildung 40 C), bestitigte sich dann aber in der Sanger-Sequenzierung (Abbildung 39). Bei
dem Basenaustausch im FOXL2-Gen Exon 1 ¢.588G>C wurde bei den einzelnen Probanden
eine coverage von 17-34 erzielt, diese lag bei 60 % der Tiere bei 20 oder hoher. Vier Tiere sind

heterozygote Triger der Variante, ein Tier entspricht dem Referenzgenom.

Im néchsten Schritt wurde das Auftreten der SNPs mit dem Phinotyp der fiinf

genomsequenzierten Katzen verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Uberblick iiber Phinotyp und Genotyp der fiinf genomsequenzierten Tiere,
aufsteigend anhand des Werts des kranialen Index. 0/0: Sequenz entspricht dem Wildtyp, 0/1:
heterozygoter Triger der Mutation, 1/1: homozygoter Triger der Mutation.

Kranialer Hydrocephalus CNTN6 FOXL2
Index internus c.910A>C ¢.2992T>C ¢.588G>C
1 68,05 Nein 0/0 0/0 0/0
2 87,22 Nein 0/0 0/0 0/1
3 94,68 Ja 1/1 1/1 0/1
4 96,00 Ventrikulomegalie 0/1 0/1 0/1
5 120,39 Ja 1/1 1/1 0/1

4.6 Phylogenetischer Konservierungsgrad der Proteine CNTN6 und FOXL2

Der Konservierungsgrad der Proteine FOXL2 und CNTN6 an den durch den
Aminosédureaustausch betroffenen Positionen sind in Abbildung 34 sowie Abbildung 35
abgebildet. Dabei zeigt sich, dass die Aminosduren an den untersuchten Positionen iiber die
verschiedenen Spezies hinweg identisch sind und demnach an allen Positionen ein hoher

Konservierungsgrad vorliegt.

FOXL2 p.Lys196Asn
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Panthera pardus 98.15
HOmo sapiens 97.10)
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Rattus norvegicus 9423
. e e e - - Canis lupus familians 91.13
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Abbildung 34: Konservierungsgrad des FOXL2-Proteins um den Aminosiureaustausch Lys196Asn. Die
Position des Austausches ist rot umrandet. Aminosiuren, die mit der Referenz (hier: Felis catus)
iibereinstimmen, sind mit einem Punkt markiert.
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Abbildung 35: Konservierungsgrad des CNTN6-Proteins um die vom Aminosiureaustausch Lys304Gln
und Phe998Leu betroffenen Positionen. Der Austausch ist jeweils rot umrandet. Aminoséiuren, die mit der
Referenz (hier: Felis catus) iibereinstimmen, sind mit einem Punkt markiert.

4.7 Genotypisierung der Varianten der Gene CNTN6 und FOXL2 im Studienkollektiv
Die drei Mutationen innerhalb der zwei Gene CNTN6 und FOXL2 wurden mittels Sanger-
Sequenzierung im Patientenkollektiv der 54 Perserkatzen genotypisiert. Anschlieend erfolgte
ein Alignment der Sequenzen mit dem Programm ChromasPro. In Abbildung 36 ist als Beispiel
ein Ausschnitt des Alignments des SNPs ¢.588G>C im FOXL2-Gen, Exon 1 dargestellt. Es
wurden drei verschiedene Genotypen detektiert: homozygot G (Wildtyp), homozygot C und
heterozygot G/C.

69



Ergebnisse

Tabelle 13: Uberblick iiber die genotypisierten Varianten.

Chromosom Position Gen Exon Basenaustausch
A2 43281469 CNTN6 Exon 9 AzuC
A2 43363296 CNTN6 Exon 22 TzuC
C2 126660810 FOXL2 Exon 1 GzuC

T TP P e LD
'CCGACGGCTACGGCTACCTGGCGCCCCCCRRS

o oy

200 210 220 230 240
10 e o 5 e o 0 O O

‘CCGACGGCTACGGCTACCTGGCGCCCCCCARENACCTGCAGTCCGGLTTY

LT TP [T
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CCGACGGCTACGGCTACCTGGCGCCCCCCARGIACCTGCAGTCCGGETTY

o

Abbildung 36: Ausschnitt aus dem Alignment FOXL2 ¢.588G>C. Die Basenabfolge und das darunter
folgende Chromatogramm gehoren jeweils zu einer Probe. In der ersten Reihe handelt es sich um einen
heterozygoten Triger fiir den Basenaustausch G (Wildtyp) zu C. In der Reihe der Basenabfolge ist dies mit
einem S (IUPAC-Code) und in der Grafik durch zwei iiberlappende Wellenberge mit nur halber Hohe der
angrenzenden Wellen dargestellt. Darunter befindet sich ein homozygoter Triiger fiir den Basenaustausch
zu C und in der letzten Reihe ein homozygoter Triger der Base G (Wildtyp).
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Die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der 54 Katzenproben sind in Tabelle 14 abgebildet.

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Sanger-Sequenzierergebnisse der einzelnen Perserkatzen
aufsteigend nach dem Wert des kranialen Index. 0/0: Sequenz entspricht dem Wildtyp, 0/1:
heterozygoter Triger der Mutation, 1/1: homozygoter Triger der Mutation. Die Schwellenwerte
des kranialen Index bei 70 und 83 sind durch eine Trennline hervorgehoben.

Proband Kranialer CNTN6 CNTNG6 FOXL2 ¢.588G>C
Index c.910A>C ¢.2992T>C

1 62,00 0/0 0/0 0/0
2 66,54 0/0 0/0 0/0
3 66,97 0/0 0/0 0/0
4 68,05 0/0 0/0 0/0
5 68,71 0/0 0/0 0/0
6 69,88 0/0 0/0 0/0
7 71,19 0/0 0/0 0/0
8 73,73 0/0 0/0 0/0
9 76,11 0/0 0/0 0/0
10 76,79 0/0 0/0 0/0
11 77,12 0/0 0/0 0/0
12 80,86 0/0 0/0 0/0
13 82,00 0/0 0/0 0/0
14 85,41 0/1 0/1 0/0
15 86,11 0/0 0/0 1/1
16 87,22 0/0 0/0 0/1
17 87,35 0/0 0/0 0/0
18 88,16 0/1 0/1 0/0
19 88,53 0/0 0/0 0/0
20 89,18 0/0 0/0 1/1
21 90,06 0/0 0/0 0/0
22 90,46 0/0 0/0 0/0
23 90,67 0/1 0/1 0/1
24 90,98 0/0 0/0 0/0
25 92,40 0/0 0/0 0/0
26 92,60 0/0 0/0 0/0
27 93,04 0/0 0/0 0/0
29 93,93 0/0 0/0 0/0
30 94,24 0/0 0/0 0/0
30 94,57 0/0 0/0 0/0
31 94,68 1/1 1/1 0/1
32 95,24 0/0 0/0 1/1
33 96,00 0/1 0/1 0/1
34 96,09 0/0 0/0 0/0
35 96,84 0/1 0/1 0/0
36 96,88 0/1 0/1 0/1
37 96,89 0/0 0/0 0/0
38 98,25 0/1 0/1 0/1
39 98,26 0/1 0/1 0/1
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Fortsetzung Tabelle 14

Proband kranialer CNTN6 CNTN6 FOXL?2 ¢.588G>C
Index c¢.910A>C ¢.2992T>C
40 98,67 0/0 0/0 0/0
41 99,17 0/0 0/0 0/0
42 99,33 0/1 0/1 1/1
43 99,51 0/0 0/0 0/0
44 100,16 0/0 0/0 0/1
45 101,00 0/1 0/1 0/1
46 101,20 0/0 0/0 0/0
47 102,24 0/0 0/0 0/1
48 106,94 0/1 0/1 0/1
49 111,45 0/0 0/0 0/0
50 113,09 0/0 0/1 1/1
51 118,00 0/0 0/0 0/0
54 120,00 0/1 0/1 1/1
53 120,39 1/1 1/1 0/1
54 123,00 0/0 0/0 0/0

Bei der Auswertung der Varianten zeigte sich, dass die Mutationen im CNTN6-Gen ¢.910A>C
und ¢.2992T>C bei 53 der 54 Probanden in der identischen Ausprigung vorlagen. Lediglich
bei der Perserkatze Nummer 50 liegt der Genotyp AA an ¢.910 des CNTN6-Gens und TC an
¢.2992 des CNTN6-Gens vor. Die zwei untersuchten Varianten innerhalb des CNTN6-Gens
lagen im Studienkollektiv bei 98,1 % in der gleichen Ausprigung vor und werden daher

anscheinend gekoppelt vererbt.

4.7.1 Rekonstruktion von Mutationen im CNTN6- & FOXL2-Gen innerhalb des
Stammbaumes des Studienkollektivs
Bei dem im Kapitel 4.4 bereits erlduterten Stammbaum der 23 Katzen wurden die Genotypen
der untersuchten Varianten innerhalb des CNTN6-Gens sowie des FOXL2-Gens eingetragen.
40,9 % der Katzen innerhalb dieser Population tragen mindestens eine heterozygote oder sogar
eine homozygote Form der Varianten im CNTN6-Gen (Genotyp A/C und T/C oder C/C und
C/C), dabei wurde das Tier Nummer 50, welches keinen gekoppelten Erbgang der zwei
untersuchten Varianten aufweist, nicht einbezogen. 52,2 % der Katzen tragen mindestens ein
oder zwei mutierte Allele des FOXL2-Gens (Genotyp G/C oder C/C). Anhand des
Stammbaumes lésst sich zeigen, dass die Varianten im CNTN6- und FOXL2-Gen in mindestens
zwei (FOXL2) beziehungsweise drei (CNTN6) Familienstimmen getrennt voneinander
auftreten. Die Familienstimme weisen in mindestens drei Generationen keine gemeinsamen

Vorfahren auf (Abbildung 37).
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CNTNG6 Exon 9 ¢.910A>C und CNTN6 Exon 22 ¢.2992T>C
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Abbildung 37: Auftreten der Mutationen im FOXL2- und CNTN6-Gen innerhalb des Stammbaumes. Bei
allen ausgewerteten Tieren mit Ausnahme des schwarz umrandeten Katers handelt es sich um Vertreter
der peke-face Perserkatzen (Kap. 4.4). Rot sind homozygote und blau heterozygote Triger der Mutation
gekennzeichnet. Tiere, bei denen die Variante im Wildtyp vorliegt, sind griin markiert. Uber die in Gelb
markierten Individuen liegen keine Daten vor. Die vier in Rautenform gekennzeichneten Vollgeschwister
symbolisieren die Kitten, bei welchen Schmidt et al. (2017) eine koronale Kraniosynostose diagnostizieren

konnten.
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4.7.2 Verteilung der Mutationen bezogen auf den kranialen Index

Die tiberpriiften Varianten innerhalb der Gene CNTN6 und FOXL?2 traten im Studienkollektiv
ausschlieBlich bei Tieren mit einem kranialen Index von > 83,00 und somit den peke-face
Perserkatzen auf. Innerhalb der Gruppe der doll-face Perserkatzen, sowie der Perserkatzen mit
einer moderaten Brachyzephalie (kranialer Index zwischen 70,00 und 83,00) entsprechen die
Basensequenzen an den genotypisierten Positionen bei 100 % der Probanden der
Referenzsequenz. Die Variante CNTN6 ¢.910A>C liegt im Studienkollektiv bei 74,1 % im
Genotyp A/A (Wildtyp) vor, 22,2 % weisen den Genotyp A/C auf (heterozygote Mutation) und
bei 3,7 % konnte mit dem Genotyp C/C eine homozygote Mutation der Variante gefunden
werden. Betrachtet man ausschlielich die peke-face Perserkatzen so kam bei 65,85 % der
Genotyp A/A, bei 29,27 % der Genotyp A/C und bei 4,88 % der Genotyp C/C vor. Ahnlich
verhdlt es sich bei der Variante CNTN6 ¢.2992T>C. Der Genotyp T/T (Wildtyp) konnte
innerhalb des Studienkollektivs bei 72,22 %, der Genotyp T/C bei 24,07 % und der Genotyp
C/C bei 3,7 % der Perserkatzen gefunden werden. Innerhalb der Gruppe der peke-face
Perserkatzen konnte der Genotyp T/T bei 63,41 %, der Genotyp T/C bei 31,71 % und der
Genotyp C/C bei 4,88 % nachgewiesen werden. Der SNP ¢.588G>C im FOXL2-Gen konnte
ebenso nur innerhalb der peke-face Perserkatzen Gruppe gefunden werden. Bezogen auf das
gesamte Studienkollektiv wiesen 66,67 % den Genotyp G/G (Wildtyp), 22,22 % den Genotyp
G/C und 11,11 % den Genotyp C/C auf. Bei den peke-face Perserkatzen konnte der Genotyp
G/G bei 56,1 %, der Genotyp G/C bei 29,27 % und der Genotyp C/C bei 14,63% der Tiere

gefunden werden.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Missense-Mutationen innerhalb der Gene CNTN6
und FOXL?2 erfolgt in Abbildung 38, Abbildung 40, Abbildung 41. Dabei wird jeweils ein
Bildschirmausschnitt des Alignments der Genotypisierung gezeigt. Diese wurden mit dem
Programm ChromasPro erstellt. In der obersten Reihe wird die Basenabfolge des
Referenzgenoms abgebildet, danach folgen die Basensequenzen der Individuen (A). Des
Weiteren wird jeweils die Verteilung der Varianten innerhalb des Studienkollektivs nach ihrem
Auftreten in Abhéngigkeit zum Brachyzephaliegrad der Katzen abgebildet (B). Dann folgen die
Ergebnisse der NGS visualisiert mit dem Programm IGV. Aufgezeigt sind untereinander die
Basenabfolgen der fiinf sequenzierten Tiere. Dabei sind Basen, welche der Referenz
entsprechen grau markiert. Weichen die Basen von der Referenzsequenz ab sind sie farbig
dargestellt. Darunter folgen die Basenabfolge des Referenzgenoms Felis catus 9.0

(GCF_000181335.3) und die Aminosduresequenz des jeweiligen Proteins.
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Abbildung 38: Uberblick iiber die Variante ¢.910A>C des CNTN6-Gens. A: Ausschnitt aus dem Alignment
der Genotypisierung mittels ChromasPro. Im Wildtyp liegt die hier in rosa gekennzeichnete Base Arginin
(A) vor. Trigt ein Allel Cytosin (C) und das zweite A, ist die Stelle griin und nach dem IUPAC Code mit M
markiert. Liegen beide Allele als C vor, ist die Position gelb und mit C gekennzeichnet. B: Verteilung der
Variante ¢.910A>C im Exon 9 des CNTN6-Gens innerhalb des Studienkollektivs. C: Ergebnisse der NGS
der Variante dargestellt im IGV. Blau steht fiir die Detektion der Base C, griin fiir A. Beim ersten und
dritten Probanden wird in nahezu. 100% der reads C detektiert. In der zweiten Sequenz wird in ca. 50%
der reads je ein A oder ein C detektiert. Bei den Probanden vier und fiinf entsprechen ca. 100% der reads
der Referenzsequenz.

75



Ergebnisse

Analog zur Abbildung 38 wird in der Abbildung 40 die Mutation CNTN6 Exon 22 ¢.2992T>C
p-Phe998Leu aufgezeigt. Vor der Missense-Mutation T>C tritt hier noch eine weitere Mutation
G>A auf. Diese ist sowohl in A, dem Alignment der Genotypisierung wie auch in C, der
Darstellung der Sequenzierungsergebnisse der NGS mittels IGV, sichtbar. Sowohl das
Basentriplet CCG als auch das Triplet CCA kodiert die Aminosdure Prolin. Bei der Mutation
handelt es sich um eine stille Mutation ohne Aminos#ureaustausch im Protein, daher wurde sie
nicht in die weiteren Analysen einbezogen. Die nach der Auswertung der NGS-Dateien
heterozygote Variante bei Proband K528 konnte in IGV nicht nachvollzogen werden
(Abbildung 40 C zweite Sequenz von oben). Nur 17 % der reads wiesen an der untersuchten
Position ein C auf. In der Genotypisierung des Individuums mittels Sanger-Sequenzierung
konnte die heterozygote Auspragung der Variante bei diesem Tier allerdings nachvollzogen

werden (Abbildung 39).
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i

Abbildung 39: Ausschnitt der Genotypisierung der Variante CNTN6 Exon 22 ¢.2992T>C des Probanden
K528. Heterozygote Ausprigung der Mutation, gekennzeichnet durch die sich iiberschneidenden
Wellenberge mit halber Hohe. Vor der Missense-Mutation Exon 22 ¢.2992T>C liegt die stille Mutation G>A.
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Abbildung 40: Uberblick iiber die Variante ¢2292T>C des CNTN6-Gens. A: Ausschnitt aus dem Alignment
der Genotypisierung mittels ChromasPro. Im Wildtyp liegt die hier in blau gekennzeichnete Base Thymin
(T) vor. Triigt ein Allel Cytosin (C) und das zweite T, wird die Position griin und nach dem IUPAC Code
mit Y markiert. Liegt eine homozygote Mutation vor (C), wird die Stelle gelb eingefiirbt. B: Verteilung der
Variante ¢29992T>C des CNTN6-Gens innerhalb des Studienkollektivs. C: Ergebnisse der NGS der
Variante dargestellt im IGV. Blau steht fiir die Detektion der Base C. Beim ersten und dritten Probanden
wird in ca. 100 % der reads C detektiert. Bei den Probanden zwei, vier und fiinf entsprechen ca. 100 % der
reads der Referenzsequenz.
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Abbildung 41: Uberblick iiber die Variante ¢.588G>C des FOXL2-Gens. A: Ausschnitt aus dem Alignment
der Genotypisierung mittels ChromasPro. Im Wildtyp liegt die hier weifl markierte Base Guanin (G) vor.
»S¢ steht im IUPAC Code fiir das heterozygote Vorliegen der Basen G und Cytosin (C), C fiir das
homozygote Auftreten von C. B: Verteilung der Variante FOXL2 ¢.588 G>C im Studienkollektiv. C:
Darstellung der Ergebnisse der NGS mit IGV. In den Zeilen sind untereinander die
Sequenzierungsergebnisse der 5 Individuen aufgetragen. Die Farbe braun steht hierbei fiir die Detektion
eines G, welches dem Referenzgenom entspricht, blau symbolisiert ein C. Die oberen vier Probanden weisen
in ca 50 % der reads je ein G oder ein C auf. Der fiinfte Proband entspricht in den meisten reads dem
Referenzgenom.
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4.8 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Daten der Katze Nummer 50 wurden in der folgenden statistischen Auswertung aufgrund
des Kopplungsbuchs innerhalb der Varianten des CNTN6-Gens nicht einbezogen. Da die
Ergebnisse der Genotypisierung der Varianten Exon 9 ¢.910A>C und Exon 22 ¢.2992T>C des
CNTNG6-Gens bei den restlichen Probanden iibereinstimmen, werden sie im folgenden Text

unter Varianten im CNTN6-Gen zusammengefasst.

4.8.1 Korrelation der Variablen untereinander und mit dem kranialen Index

Die Korrelationen der Variablen ,,Varianten CNTN6-Gen®, ,Varianten FOXL2-Gen* und
,kranialer Index“ wurden mittels Spearman’s Rangkorrelationskoeffizienten bestimmt.
Zwischen dem kranialen Index und den SNPs im CNTN6-Gen ¢.910A>C und ¢.2992T>C
(p=10,361, p=0,008) und dem SNP im FOXL2-Gen ¢.588G>C (p = 0,381, p =0,005) liegt
eine mittlere Korrelation vor (Cohen 2013). Alle berechneten Korrelationen und Signifikanzen

konnen der folgenden Tabelle 15 entnommen werden.

Tabelle 15: Zusammenhiinge der Varianten und dem kranialen Index in einer Spearman's rho
Korrelationstabelle.

Varianten Variante kranialer

CNTN6-Gen  FOXL2-Gen Index

Varianten  Korrelationskoeffizient 1 0,556" 0,361"
CNTNG6- Signifikanz (2-seitig) . 0 0,008
Gen

N 53 53 53
Variante Korrelationskoeffizient 0,556™ 1 0,381
FOXL2-Gen Signifikanz (2-seitig) 0 . 0,005

N 53 53 53
kranialer Korrelationskoeffizient 0,361™ 0,381 1
Index

Signifikanz (2-seitig) 0,008 0,005

N 53 53 53

** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

79



Ergebnisse

Fir die Berechnung der Korrelation des kranialen Index mit dem Auftreten eines
Hydrozephalus wurde die punktbiseriale Korrelation verwendet. Es zeigt sich eine starke
positive Korrelation des kranialen Index mit der Diagnose eines Hydrocephalus internus,

Pearsons » = 0,69, p <0,001.

4.8.2 Wirkung verschiedener Variablen auf den kranialen Index

Es wurden einfaktorielle ANOVAs berechnet, um festzustellen, ob es in Abhéngigkeit vom
Auftreten der Variablen zu einer Verinderung im Wert des kranialen Indexes kommt. Die
Gruppeneinteilung erfolgte anhand des Genotyps. Fiir die Varianten im CNTN6-Gen ergab sich
die in Tabelle 16 dargestellte Einteilung. Analog zum Auftreten der untersuchten Variante
innerhalb des CNTN6-Gens ergaben sich fiir die Variante im FOXL2-Gen die folgenden
Kriterien (Tabelle 17). Bei einer weiteren einfaktoriellen ANOVA wurde nicht nur isoliert der
Genotyp der Varianten innerhalb der jeweiligen Gene betrachtet, sondern die ANOVA fiir die
Kombination der Varianten berechnet. Dafiir ergab sich die in Tabelle 18 dargestellte
Einteilung. Die Mittelwerte (M) des kranialen Index sind in Abhingigkeit des jeweiligen
Genotyps in Abbildung 42 dargestellt. Zur besseren Visualisierung wird eine lineare Trendlinie
angegeben. Der kraniale Index war innerhalb der verschiedenen Gruppen normalverteilt, was
eine Uberpriifung mittels Shapiro-Wilk-Test ergab (p > 0,05). Nur in der Gruppe ,,Variante
Genotyp CNTN6 c.910A>C & ¢.2992T>C CNTN6 0/1 & 1/1* war ein Normalverteilungstest
nicht moglich, da hierfir die Gruppenstirke N = 2 zu klein war (Tabelle 16). Eine
Varianzhomogenitit konnte fiir die Gruppen von CNTN6 und FOXL?2 anhand des Levene-Tests
bestitigt werden (p > 0,05). Fiir die Gruppe der kombinierten Varianten lag keine Gleichheit
der Varianzen vor, weswegen die gegeniiber diesem Kriterium robustere Welch-ANOVA
verwendet wurde. Anhand der Box-Plot-Diagramme konnte gezeigt werden, dass innerhalb der

einzelnen Gruppen keine starken Ausrei3er enthalten waren (Abbildung 43).

80



Ergebnisse

Tabelle 16: Kriterien zur Unterteilung des Studienkollektivs anhand der Genotypen der
Varianten im CNTN6-Gen.

Genotyp CNTN6 Definition Gruppenstiirke kranialer Index:
¢.910A>C und N Mittelwert &

¢.2992T>C Standardabweichung

0/0 & 0/0 kein mutiertes Allel 39 M =88,52, SD = 14,14
L, Wildtyp*
0/1 & 0/1 zwei mutierte Allele 12 M =98,14, SD =9,00
,heterozygot*

/1 & 1/1 vier mutierte Allele 2 M=107,54,SD = 18,18

,,homozygot*

Tabelle 17: Kriterien zur Unterteilung des Studienkollektivs anhand des Genotyps der Variante
¢.588G>C im FOXL2-Gen.

Genotyp FOXL2 Definition Gruppenstirke Anzahl, kranialer Index:
¢.588G>C N Mittelwert und

Standardabweichung

0/0 kein mutiertes Allel 36 M =87,85,SD = 14,43
L, Wildtyp*
0/1 ein mutiertes Allel 12 M =99,39, SD = 8,40
,.heterozygot*

1/1 zwei mutierte Allele 5 M =9797,SD = 13,35

,,homozygot*
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Abbildung 42: Mittlerer kranialer Index (M) der Studienpopulation in Abhiingigkeit zum Genotyp mit
Angabe einer linearen Trendlinie. A: Varianten des CNTN6-Gens (orange) und FOXL2-Gens (blau). B:
Kombination der Genotypen innerhalb der Gene CNTN6 und FOXL2 (blau).
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Abbildung 43: Verteilung der Werte des kranialen Index mit Angabe des Medians innerhalb der Gruppen
aufgeteilt nach Genotyp. A: Genotyp CNTN6, B: Genotyp FOXL2 und C: Genotyp-Kombinationen analog

zu Tabelle 18.
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Die einfaktorielle ANOVA zeigte einen statistisch schwach signifikanten Unterschied des
Wertes des kranialen Index in Abhéngigkeit zu den Variablen des CNTN6-Gens p = 0,04,
F (2,51)=3,42,1?=0,12. Nach Cohen (2013) liegt bei einem Eta Quadrat von iiber 0,06 ein
mittlerer und bei tiber 0,14 ein groBer Effekt vor. Hier liegt demnach eine mittlere Effektstarke
vor. Es gab eine statistisch signifikante Differenz der Werte des kranialen Index der Gruppe
,»Wildtyp” (M = 88,52, SD = 14,14) und ,.heterozygot“ (M = 98,14, SD = 9,00) von 9,63
(SE=4,39) p = 0,033. Die Werte des kranialen Index der Gruppe ohne mutiertes Allel
,»Wildtyp™ (M = 88,52, SD = 14,14) waren statistisch signifikant niedriger als in der Gruppe
Lheterozygot™ (M = 98,14, SD = 9,00) und ,,homozygot“ (M = 107,54, SD = 18,18), mit einer
durchschnittlichen Differenz von 14,32 (SE = 5,50), p = 0,012. Die Kontrastanalyse der
Gruppen ,,Wildtyp* und ,,homozygot* sowie ,heterozygot und ,homozygot* zeigte keine

signifikante Differenz der Werte des kranialen Index.

Der Wert des kranialen Index unterschied sich statistisch signifikant fiir Katzen mit
unterschiedlichen Genotypen der Variante im FOXL2-Gen p = 0,012, F (2, 51) = 4,86. Mit
einem n? = 0,16 liegt hier ein groBer Effekt der ANOVA vor (Cohen 2013). Durch die
Kontrastanalyse zeigte sich eine statistisch signifikante Abweichung der Mittelwerte des
kranialen Index zwischen der Gruppe ,,Wildtyp* (M = 87,85, SD = 14,43) und ,,heterozygot™
(M =99,39, SD = 8,40) von 11,55 (SE =4,42), p=0,012. Zwischen den Werten der kranialen
Indices der Gruppen Wildtyp (M = 87,85, SD = 14,43) und den heterozygoten (M = 99,39,
SD = 8,40) beziehungsweise homozygoten (M = 97,97, SD = 13,35) Trégern der Variante
zeigte sich eine statistisch signifikante Differenz von 10,84 (SE = 4,16), p = 0,012. Analog zu
den Ergebnissen der Kontrastanalyse der Varianten im CNTN6-Gen konnte auch bei der
Analyse der Variable des FOXL2-Gens zwischen den Gruppen ,,Wildtyp* und ,,homozygot*
sowie ,heterozygot* und ,,homozygot* keine signifikante Differenz der Werte des kranialen

Index nachgewiesen werden.

Die gegeniiber fehlender Varianzhomogenitit robuste Welch-ANOVA zeigte einen schwach
signifikanten Unterschied des kranialen Index in Abhingigkeit vom Auftreten der kombinierten
Varianten, Welch-Test p = 0,046, F (4, 9,35) = 3,69. In der Kontrastanalyse zeigten sich
signifikante hohere Werte des kranialen Index der Gruppe 4 (M = 98,29, SD = 4,96) im
Vergleich zur Gruppe 1 ohne mutiertes Allel ,,Wildtyp* (M = 87,64, SD = 15,00) von 10,65
(SE = 3,21), p =0,002. Es gab eine schwach signifikante Differenz der Werte des kranialen
Index der Gruppen ,,Wildtyp*“ (M = 87,64, SD = 15,00) und der Gruppe 5 (M = 108,60,
SD = 13,52) von 20,96 (SE = 7,25), p = 0,045. Die Werte des kranialen Index der Gruppen 2
(M=93,34,SD=17,29),3 (M =90,17, SD =4,65), 4 (M= 98,29, SD =4,96) und 5 (M = 108,60,
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SD = 13,52) waren statistisch signifikant héher als in der Gruppe ohne mutierte Allele (M =
87,64, SD = 15,00) mit einer durchschnittlichen Differenz von 9,96 (SE = 3,3), p = 0,005. Die

gesamten Ergebnisse der Kontrasttests sind in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Kontrastwerte der einfaktoriellen ANOVA der Gruppenvergleiche 1-5 aus den
Kombinationen der Varianten der Gene CNTN6 und FOXL2.

Kontrast- Standard- T df Signifikanz
wert fehler (SE) (2-seitig)
Gruppe 1:2 5,7009 3,95767 1,440 14,346 0,171
Gruppe 1:3 2,5361 3,74300 0,678 7,185 0,519
Gruppe 1:4 10,6474 3,21345 3,313 30,429 0,002
Gruppe 1:5 20,9636 7,24708 2,893 3,954 0,045
Gruppe 2:3 -3,1648 4,00474 -0,790 6,196 0,459
Gruppe 2:4 4,9465 3,51485 1,407 8,623 0,194
Gruppe 2:5 15,2627 7,38567 2,067 4,180 0,105
Gruppe 3:4 8,1113 3,27125 2,480 4,102 0,067
Gruppe 3:5 18,4275 7,27289 2,534 3,875 0,066
Gruppe 4:5 10,3162 7,01507 1,471 3,468 0,226
Gruppe 1:2-5 9,9620 3,30086 3,018 27,339 0,005
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4.8.3 Vorkommen der untersuchten Genvarianten in Assoziation mit dem Auftreten
eines Hydrocephalus internus

Bei 41 Perserkatzen konnte eine Diagnose beziiglich des Vorliegens eines Hydrocephalus
internus getroffen werden. Lag ein Hydrozephalus vor, wurden sie als ,,positiv* bezeichnet.
Wiesen die Ventrikel normale Dimensionen auf, wurde die Diagnose Hydrocephalus internus
negativ gestellt. Nach Diagnosestellug wurde im Folgenden das Auftreten der Mutationen
CNTN6 ¢.910A>C und ¢.2992T>C, sowie FOXL2 ¢.588G>C daraufhin tiberpriift, ob eine
etwaige Assoziation der untersuchten Genvarianten mit einem Hydrocephalus internus bestand
(Tabelle 20).

Tabelle 20: Ubersicht iiber die Genotypen der untersuchten Varianten in aufsteigender
Reihenfolge anhand des kranialen Index im Zusammenhang mit dem Befund iiber das Vorliegen
eines Hydrocephalus internus (positiv). Die Schwellenwerte des kranialen Index bei 70 und 83 sind
mit einer Trennline gekennzeichnet.

Proband kranialer CNTN6 CNTN6 FOXL2 Hydrocephalus
Index c.910A>C ¢.2992T>C ¢.588G>C internus
1 62,00 0/0 0/0 0/0 negativ
2 66,54 0/0 0/0 0/0 negativ
3 66,97 0/0 0/0 0/0 negativ
4 68,05 0/0 0/0 0/0 negativ
5 68,71 0/0 0/0 0/0 negativ
6 69,88 0/0 0/0 0/0 negativ
7 71,19 0/0 0/0 0/0 negativ
8 73,73 0/0 0/0 0/0 negativ
9 76,11 0/0 0/0 0/0 negativ
10 76,79 0/0 0/0 0/0 negativ
11 77,12 0/0 0/0 0/0 negativ
12 80,86 0/0 0/0 0/0 negativ
13 85,41 0/1 0/1 0/0 negativ
14 87,22 0/0 0/0 0/1 negativ
15 88,53 0/0 0/0 0/0 negativ
16 89,18 0/0 0/0 1/1 positiv
17 90,46 0/0 0/0 0/0 positiv
18 90,67 0/1 0/1 0/1 negativ
19 90,98 0/0 0/0 0/0 negativ
20 92,40 0/0 0/0 0/0 negativ
21 92,60 0/0 0/0 0/0 positiv
22 94,57 0/0 0/0 0/0 negativ
23 94,68 1/1 1/1 0/1 positiv
24 95,24 0/0 0/0 1/1 positiv
25 96,09 0/0 0/0 0/0 negativ
26 96,84 0/1 0/1 0/0 negativ
27 96,88 0/1 0/1 0/1 positiv
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Fortsetzung Tabelle 20
Proband kranialer CNTN6 CNTN6 FOXL2 Hydrocephalus
Index ¢.910A>C ¢.2992T>C ¢.588G>C internus
28 98,26 0/1 0/1 0/1 positiv
29 98,67 0/0 0/0 0/0 negativ
30 99,17 0/0 0/0 0/0 positiv
31 99,33 0/1 0/1 1/1 positiv
32 99,51 0/0 0/0 0/0 negativ
33 100,16 0/0 0/0 0/1 positiv
34 101,00 0/1 0/1 0/1 positiv
35 102,24 0/0 0/0 0/1 positiv
36 106,94 0/1 0/1 0/1 positiv
37 111,45 0/0 0/0 0/0 positiv
38 118,00 0/0 0/0 0/0 positiv
39 120,00 0/1 0/1 1/1 positiv
40 120,39 1/1 1/1 0/1 positiv
41 123,00 0/0 0/0 0/0 positiv

Bei den Hydrocephalus internus negativ befundeten Katzen konnte die Mutation ¢.588G>C des
FOXL2-Gens bei 21 (91,3 %) Tieren nicht gefunden werden (Abbildung 44). Zwei der
,.gesunden“ Katzen (8,7 %) zeigten eine heterozygote Anlage der Mutation. Die Mutationen
CNTNG6 ¢.910A>C und ¢.2992T>C konnten bei 20 (87 %) der ,,gesunden‘* Perserkatzen nicht
gefunden werden, bei drei (13 %) Individuen konnte die Mutation heterozygot nachgewiesen

werden.

Bei den Hydrocephalus internus positiv befundeten Perserkatzen konnte die Mutation
¢.588G>C des FOXL2-Gens bei sechs (33,3 %) der erkrankten Tiere nicht nachgewiesen
werden. Acht (44,4 %) trugen eine heterozygote und vier (22,2 %) eine homozygote Form der
Mutation. Die CNTN6 Mutationen CNTN6 ¢.910A>C und ¢.2992T>C waren bei den an
Hydrocephalus internus erkrankten Perserkatzen wie folgt verteilt: Bei zehn (55,6 %)
Individuen konnte keine Mutation nachgewiesen werden, eine Heterozygotie konnte bei sechs
(33,3 %) erkrankten Tieren und eine Homozygotie bei zwei (11,1 %) Perserkatzen gezeigt

werden.
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A Verteilung der Varianten CNTN6 ¢.910A>C und ¢.2992T>C

normale Gehirnventrikel Hydrocephalus
internus
= Wildtyp
B heterozygot
" homozygot

B Verteilung der Variante FOXL2 ¢588 G>C

Hydrocephalus
internus

normale Gehirnventrikel

= Wildtyp
B heterozygot

= homozygot

Abbildung 44: Verteilung der Mutationen in Abhiingigkeit vom Auftreten eines Hydrocephalus internus.
Links die relative Hiufigkeit der SNPs bei Tieren mit normalen Hirnventrikeln, rechts bei Tieren mit
Hydrocephalus internus. A: Verteilung der Varianten im CNTN6-Gen. B: Verteilung der Variante
¢.588G>C im FOXL2-Gen.
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4.8.4 Analyse der Assoziation zwischen den Variablen und der Entwicklung eines

Hydrocephalus internus

Fir 41 Tiere des Studienkollektivs lag eine Diagnose beziiglich der Morphologie der
Hirnventrikel vor (Abbildung 45). 23 Tiere haben normale Ventrikel, 18 Tiere sind an einem
Hydrocephalus internus erkrankt. Der kraniale Index der gesunden Tiere lag im Mittel bei 81,69
(SD = 11,99). Bei den an einem Hydrocephalus internus erkrankten Tieren wies er einen
Mittelwert von 103,28 und eine Standardabweichung von 10,82 auf. Zur Uberpriifung, ob sich
der kraniale Index zwischen den gesunden Tieren und den am Hydrocephalus internus
erkrankten Katzen unterschied wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die fiir die
Interpretation nétige gleiche Gruppenverteilung der beiden Gruppen war gegeben,
Kolmogorov-Smirnov p > 0,05. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Mediane des
Wertes des kranialen Index zwischen den gesunden Katzen (Mdn = 80,86) und den am
Hydrocephalus internus erkrankten Tieren (Mdn = 99,75), U =35,00, Z = -4,518, r = -0,71,
p < 0,001 mit Verwendung der exakten Stichprobenverteilung von U (Dinneen ez al. 1973).

120,00

100,00

kranialer Index

80,00

60,00

40,00 I I
gesund Hydrocephalus internus

Abbildung 45: Verteilung der kranialen Indices in Abhingigkeit vom Auftreten eines Hydrocephalus
internus. Die auf der x-Achse aufgetragenen ,,gesunden* Tiere zeigten normale Hirnventrikel, die anderen
Individuen weisen einen Hydrocephalus internus auf.
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Zur Abschitzung in welchem Mal} die Faktoren Geschlecht, kranialer Index, Mutationen
CNTNG6 ¢.910A>C & ¢.2992T>C, sowie die Mutation innerhalb des Gens FOXL2 ¢.588G>C in
einem Zusammenhang mit der Erkrankung an einem Hydrocephalus internus stehen wurde eine
binér logistische Regression berechnet. Die Linearitdt der Variablen ,,kranialer Index* wurde
mit dem Box-Tidwell-Verfahren (Box ef al. 1962) iiberpriift und die Bonferroni-Korrektur fiir
alle Terme angewendet (Tabachnick et al. 2019). Basierend darauf konnte fiir die Variable
,Kranialer Index* Linearitit angenommen werden. Wie auch in den vorausgegangenen
Auswertungen wurden aus Griinden der Multikollinearitét die Ergebnisse der Sequenzierungen
der zwei SNPs im CNTNG6-Gen als ein Haplotyp betrachtet. Die SNPs innerhalb von CNTN6
wurden bei allen Individuen, welche in die Statistik einbezogen wurden, gekoppelt vererbt. Fiir
die inbegriffenen Pradiktoren war die Korrelation (r <0,7) gering, eine Multikollinearitit sollte
das Modell demnach nicht beeinflusst haben (Dattalo 2013). Durch den Hosmer-Lemeshow-

Test konnte eine hohe Anpassungsgiite y (8) = 3,91, p > 0,05 gezeigt werden.

Das binér logistische Regressionsmodell zeigte insgesamt eine hohe statistische Signifikanz mit
x%(6) = 40,02, p < 0,001 und mit Nagelkerkes R? = 0,84 eine sehr gute Varianzaufklarung
(Backhaus ef al. 2011). Im Gesamtmodell konnten 92,7 % der Stichproben mit dem Modell
korrekt zugeordnet werden. Die Sensitivitéit betrug 88,9 %, die Spezifitit 95,7 %. In das Modell
wurden vier Variablen aufgenommen. Davon weist der kraniale Index (p = 0,031) eine
Signifikanz zur Pradiktion des Modells auf. Die Mutationen des CNTN6-Gens, des FOXL2-
Gens, sowie das Geschlecht hatten keinen pradiktiven Wert fiir das Modell und wiesen keine
signifikanten Ergebnisse auf (p > 0,05). Der kraniale Index hat eine positive Odds von 1,259
(95%- KI [1,021, 1,552]), was bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit, einen Hydrocephalus

internus zu entwickeln, um 25,9 % steigt, wenn der Wert des kranialen Index um eins ansteigt.

Alle Koeffizienten des Modells, sowie deren Odds konnen der Tabelle 21 entnommen werden.
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5 Diskussion

Bei der Brachyzephalie handelt es sich beim Menschen, wie auch der Katze, um eine
Erkrankung, die mit vielerlei gesundheitlichen Problemen fiir die betroffenen Individuen
einhergeht (Schmidt e al. 2017; Niemiec 2010; Harvey 1989; Wastlhuber 1991). Trotzdem
erfreut sich die Zucht von extrem brachyzephalen Perserkatzen, den sogenannten peke-face
Perserkatzen, grofer Beliebtheit und wurde innerhalb der letzten Jahrzehnte zum
entscheidenden Zuchtziel der Perserkatze (The Cat Fanciers' Association, Inc 2017; Case et al.
2003; The Cat Fanciers' Association, Inc 2017; Wastlhuber 1991). Ein brachyzephaler
Schideltyp wird in der Tierzucht in der Regel als ein Merkmal verstanden, das an einem Ende
eines Spektrums physiologischer Schidelformen steht. Die Ziichtung der peke-face Perserkatze
wurde allerdings nicht durch schrittweise Modifikation des Gesichtsschddels durch Auswahl
von Zuchttieren eines bestimmten Phénotyps erreicht, sondern die peke-face Perserkatzen
entstanden aus einigen wenigen Nachkommen von doll-face Perserkatzen, deren
Schiadelmorphologie sich massiv von der ihrer Elterntiere unterschied. Dieser spontan
aufgetretene Schideltypus wurde gezielt vermehrt und durch Kreuzung mit anderen Rassen z.B.
auch in Linien der British Shorthair etabliert. Es liegt daher nahe, dass das Merkmal ,,extreme
Brachyzephalie® durch eine oder mehrere spontane Mutationen aufgetreten ist (Morris 2000;
Wastlhuber 1991). Die genetischen Untersuchungen dieser Arbeit verfolgten das Ziel,
potenzielle kausale Varianten in Kandidatengenen fiir die koronale Kraniosynostose und die
damit einhergehende Brachyzephalie der Perserkatze im kleineren Kollektiv zu identifizieren
und durch eine anschlieBende Genotypisierung im gréferen Studienkollektiv zu evaluieren. Die
schweren gesundheitlichen Folgen fiir die Perserkatze durch die extreme Reduktion der
Schidellinge wurden bereits in einigen aktuellen Studien Gegenstand der Forschung
(Farnworth et al. 2016; Breit et al. 2003; Schmidt ef al. 2017). Uber die genetische Grundlage
der Brachyzephalie beim Hund wurden in jiingerer Zeit bereits einige Arbeiten verdffentlicht
(Marchant et al. 2017, Bahamonde et al. 2001; Schoenebeck ez al. 2012), allerdings gibt es
kaum Studien tiber die zugrunde liegende Genetik der Brachyzephalie bei der Perserkatze.
Auch bei der Katze im Allgemeinen ist die Studienlage zu diesem Thema eher rar. So konnte
bis dato nur bei der Burma vom contemporary type eine zugrunde liegende Mutation der
Brachyzephalie identifiziert werden (Lyons et al. 2016). Das Auftreten eines Hydrocephalus
internus bei 33,3 % der Studienteilnehmer unterstreicht die schweren gesundheitlichen
Probleme, welche mitunter bei brachyzephalen Katzen auftreten kénnen. Im Hinblick auf die
Vielzahl der gesundheitlichen Probleme dieser Tiere sollte insbesondere bei einer weiter

forcierten ziichterischen Reduktion des Gesichtsschidels ein Widerspruch zum §11b des
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Tierschutzgesetzes iiberpriift werden. Uber das Tierschutzgesetz soll abgesichert werden, dass
durch die Zucht, auch durch die Umgestaltung bestimmter Korperteile, keine Leiden, Schiaden
oder Schmerzen fiir die Nachkommen entstehen diirfen (BMJV Bundesministerium der Justiz
und fiir Verbraucherschutz). Dieser Grundsatz darf im Sinne der Tiere auf keinen Fall verletzt
werden. Diese Arbeit soll somit ein Basiswerk zur Entwicklung gezielter Gentests darstellen,
um in Zukunft gesunde Perserkatzen als Elterntiere fiir die Zucht spezifischer auswéhlen zu

koénnen.

5.1 Diskussion der Methoden

Zu Beginn der Studie lagen kaum genetische Informationen iiber mégliche Kandidatengene in
Bezug auf die Schidelform der Perserkatze vor. Einen Hauptteil der Arbeit nahm daher die
Identifizierung moglicher Kandidatengene in Anspruch. Durch die NGS war es moglich, das
gesamte Genom von funf Individuen zu sequenzieren. Hierbei wurden Perserkatzen mit
unterschiedlichem Phinotyp gewihlt; eine do//-face Katze mit normalen Hirnventrikeln, eine
Perserkatze mit moderater Brachyzephalie und normalen Hirnventrikeln, peke-face Katzen mit
steigenden kranialen Indices, Ventrikulomegalie, bekanntem Hydrozephalus und ein
Individuum mit Hydrocephalus internus und bestétigter koronaler Kraniosynostose. Dabei
wurde nach der Empfehlung von Gilissen et al. (2012) gehandelt und zum einen ein Individuum
mit extremem Phénotyp und zum anderen zwei weitere peke-face Katzen aus der gleichen
Familie gewihlt. Die Tiere mit doll-face bzw. moderater Brachyzephalie wurden als Referenz
bzw. schwach ausgepragter Phénotyp betrachtet und wiesen zu den anderen drei Katzen keinen

familidren Zusammenhang auf.

Die NGS konnte in der Vergangenheit hdufiger dafiir genutzt werden, zahlreiche kausale
Mutationen und an der Entstehung von Krankheiten beteiligte Gene zu identifizieren (Ku et al.
2012). Allerdings entsteht durch diese Methode eine enorme Datenmenge und es kann zu falsch
positiven wie auch falsch negativen Ergebnissen kommen. Deswegen wurden 16
hochinteressante Kandidatengene zusitzlich mittels IGV visuell iiberpriift (Tabelle 10). Dabei
bestitigte sich allerdings in keinem der 16 untersuchten Gene eine zusétzliche Mutation im
codierenden Bereich, welche einen Aminosiureaustausch und somit einen funktionellen
Einfluss nach sich ziehen wiirde. Die Mutationen im Bereich von Exon 9 und 22 des CNTN6-
Gens sowie im Exon 1 des FOXL2-Gens konnten in IGV verifiziert werden. Zwar erschien bei
einem Individuum eine heterozygote Mutation im Bereich des CNTN6-Gens Exon 22 im IGV

nicht eindeutig, diese konnte allerdings bei der spdteren Genotypisierung des Tieres doch noch
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verifiziert werden. Daher erzielte die NGS im vorliegenden Fall innerhalb der anhand der
Literatur ausgewihlten Kandidatengene keine falsch positiven oder falsch negativen
Ergebnisse. Durch die enorme Zeitersparnis der NGS im Vergleich mit dlteren
Sequenzierungsverfahren und eine immer besser werdende Kosteneffizienz kommt es zu einer
steigenden Bedeutung der NGS innerhalb der Genforschung (Pickrell ez al. 2012). Allerdings
wurde durch die bereits erwihnte sehr groe Datenmenge, welche durch die Sequenzierung
ganzer Genome entsteht, eine Filterung der Varianten nétig. Als erste Bedingung wurde das
ausschlieBliche Auftreten der Varianten innerhalb der Perserkatzenpopulation gefordert. Trat
diese Variante auch innerhalb der 15 Vergleichs-Genome anderer Katzenrassen auf, wurde sie

herausgefiltert.

Anschliefend wurde im Programm SnpEff der impact der jeweiligen Varianten bestimmt. In
die Studie eingeschlossen wurden nur Varianten mit einem impact von mindestens moderat bis
hoch. Die von den verbliebenen Varianten betroffenen Gene wurden dann einer intensiven
Literaturrecherche unterzogen. Diese Datenreduktion, die zur Literaturrecherche nétig wurde
und eine hohe Fehlerquelle der Studie darstellt, war notwendig, da eine vergleichbare Plattform
zu geneTalk (Kamphans et al. 2012), polyPhen-2 (Adzhubei et al. 2010) oder MutationTaster
(Schwarz et al. 2010), welche zur Filterung humaner Varianten im Hinblick auf ihr
krankheitsverursachendes Potential genutzt werden konnen, bei der Katze bis dato nicht
vorliegt. Daher musste auf die zeitintensive Recherche innerhalb der gidngigen Datenbanken
zuriickgegriffen werden. Eine automatisierte Filterung der Daten durch standardisierte
Pipelines konnte hier in Zukunft eine grofle Zeitersparnis mit sich bringen (Cirulli ez al. 2010).
Nach der Isolierung der Gene CNTN6 und FOXL2 als Kandidatengene erfolgte die
Genotypisierung der Varianten innerhalb des Studienkollektivs mittels der Sanger-
Sequenzierung. Einerseits stellt die klassische Sanger-Sequenzierung im Vergleich zur NGS
derzeit noch die finanziell deutlich giinstigere Methode dar. Vor allem ist sie heute aber noch
immer der Goldstandard zur Detektion von Mutationen und sollte zur Verifizierung der
Ergebnisse der NGS herangezogen werden, da die NGS nicht darauf ausgelegt ist, kleine DNA-
Abschnitte gezielt zu untersuchen (Gilissen et al. 2012). In unserem Fall konnte die
heterozygote Variante von Proband K528 nur durch eine zusitzliche Sanger-Sequenzierung
bewiesen werden, was wiederum unterstreicht, dass eine Methode allein fehlerbehaftet sein

kann.
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5.2 Stammbaum

Anhand der Stammbaumanalyse konnte gezeigt werden, dass sich die Mutationen innerhalb des
CNTNG6- und FOXL2-Gens nicht auf eine isolierte Verpaarung zuriickverfolgen lassen. Dies
war notwendig, da fast 50 % der Tiere von einem gemeinsamen Ziichter stammen. Die
Mutationen traten allerdings innerhalb von zwei (FOXL2) beziehungsweise drei (CNTNG)
Linien auf, welche iiber mindestens drei Generationen keine verwandtschaftlichen
Bezichungen aufweisen. Ein reines Auftreten der Mutationen innerhalb einer Linie und eine
hierdurch bedingte Verfilschung der Daten konnte daher ausgeschlossen werden. Die
iiberdurchschnittliche Héufung der auftretenden Mutationen innerhalb des Stammbaums
(66,6 % der untersuchten Tiere tragen mindestens ein mutiertes Allel) ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die extreme Kurzkopfigkeit der Tiere dieser Zucht zuriickzufiihren. Ein
Vererbungsmuster des Hydrocephalus internus konnte anhand des Stammbaumes nicht

nachvollzogen werden, da hierfur die Daten von einigen Elterntieren fehlten.

5.3 Kandidatengene CNTN6 und FOXL2

Nach der NGS der fiinf Katzen und dem Abgleich mit den 15 Genomen anderer Katzenrassen
verblieben 124.668 Varianten (Abbildung 26), welche durch Anforderungen an den impact auf
Varianten in 72 bekannten Genen eingegrenzt werden konnten (Anhang Tabelle 22). Nach der
visuellen Auswertung von 16 Kandidatengenen (Tabelle 10) stellten sich die Mutationen im
FOXL2- und CNTN6-Gen als die vielversprechendsten Kandidaten fiir die koronale
Kraniosynostose und die damit einhergehende Brachyzephalie der Perserkatze dar. Ursdchlich
hierfiir war ein durch Aminosdureaustausch bedingter moderater impact, die Verteilung der
Varianten innerhalb der fiinf genomsequenzierten Individuen (Tabelle 12), dessen Lage in

hochkonservierten Bereichen der Proteine, sowie die Ergebnisse aus der Literaturrecherche.

Das CNTN6-Gen wurde neben dem CHLI-Gen bereits von Bertolini er al. (2016) als
Kandidatengen fiir die Schidelform der Perserkatzen aufgefiihrt. In dieser Studie wurden ca.
800 Katzen unterschiedlicher Rassen genotypisiert. Die hochste Homogenitét und die grofte
Abweichung zu nicht-Perser-Rassen fand man in einer Region des Chromosoms A2. In dieser
Region liegen die Gene CNTN6 und CHLI, wodurch sie zu hochinteressanten Kandidaten fiir
die brachyzephale Schidelform wurden (Bertolini ez al. 2016). Wihrend in unserer Studie keine
Varianten innerhalb des CHLI-Gens gefunden wurden, die die Einschlusskriterien erfiillten,
konnten im CNTN6-Gen zwei Varianten isoliert werden. Das CNTN6-Gen der Katze liegt auf
Chromosom A2 und enthilt 24 Exons (Assembly Felis_catus 9.0 (GCF_000181335.3)). Diese
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kodieren das Transmembranprotein CNTNG6, welches zur Immunglobulin-Superfamilie gehort
und in der neuronalen Entwicklung als Adhésionsmolekiil fungiert (Kashevarova et al. 2014).
Durch den Basenaustausch im Exon 9 des CNTN6-Gens von A zu C kommt es bei der
Proteinsynthese an der 304. Position zu einem Austausch der basischen Aminoséure Lysin in
Glutamin (neutral) (Taylor 1986). Diese Position liegt in einer Immunglobulin Domiéne des
Proteins (O'Leary ef al. 2016). Da der SNP im Exon 22 gekoppelt vererbt wird, kommt es bei
betroffenen Tieren auch zu einem Austausch der neutralen Aminosduren Phenylalanin zu
Leucin an der 998. Position des CNTN6-Proteins. Diese Aminosdure liegt in einer Fibronectin
Typ 3-Domine des Proteins. Das gesamte CNTN6-Protein der Katze besteht aus 1062
Aminosduren. Beim Menschen sind Varianten innerhalb des CNTN6-Gens mit motorischen
Entwicklungsstérungen, geistigen Behinderungen und Autismus assoziiert. Einige der
Betroffenen weisen zusétzlich Verdnderungen der Schidelform und des Gehirns auf (Hu et al.

2015; Kashevarova et al. 2014).

FOXL2 ist in der aktuellen Literatur in Bezug auf die Kraniosynostose des Menschen und der
Brachyzephalie von Hund oder Katze noch nicht in Erscheinung getreten. Allerdings
beschreiben Marongiu ef al. (2015) in ihrer Publikation den Phénotyp von FOXL2-Knockout-
Méusen. Die Miuse weisen einen zum Wildtyp insgesamt kiirzeren Schidel auf. Der Jochbogen
ist komprimiert und es liegt eine koronale und sagittale Kraniosynostose vor. Dieser Phinotyp
ghnelt dem der peke-face Perserkatze. Das FOXL2-Gen der Katze liegt auf Chromosom C2 und
enthdlt ein Exon. Es kodiert den Transkriptionsfaktor Forkhead-box-Protein-L2. Durch den
Basenaustausch G zu C kommt es zu einem Austausch der Aminosédure Lysin (basisch) zur
neutralen Aminosdure Asparagin an der 196. Position des Forkhead-box-Proteins-L2 (Taylor
1986). Das gesamte FOXL2-Protein der Katze besteht aus 379 Aminosiuren. Boulanger et al.
(2014) untersuchte das polled and intersexuality syndrome (P1S) der Ziegen. Diese Tiere weisen
unter anderem eine Hornlosigkeit auf. Sie kommen zu dem Schluss, dass ein Funktionsverlust
des FOXL2-Gens zumindest beteiligt oder sogar ursdchlich fiir die Entstehung von PIS der
Ziegen ist. Die Pathophysiologie, wie es zur Entstehung der Hornlosigkeit kommt, ist allerdings

noch nicht abschlieend geklért (Boulanger et al. 2014).

Alle drei Aminosdureaustausche liegen jeweils in einem Bereich von CNTN6 bzw. FOXL2,
welcher hoch konserviert ist. Alle tiberpriiften Aminoséuren sind selbst bei entfernten Arten,
wie dem Haushuhn oder Schildkréte, an diesem Ort identisch. Das spricht fiir einen sehr hohen
Konservierungsgrad der Proteine an dieser Position. Der Konservierungsgrad verschiedener
Abschnitte innerhalb des Proteins beschreibt das Uberdauern dieser Bereiche wihrend der
Evolution. Hoch konservierte Doménen haben zu einem evolutiondren Vorteil gefiihrt, was
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wiederum darauf hinweist, dass diese Bereiche der Proteine fiir ihre Funktionalitit essenziell
sind. Ein Aminosiureaustausch in einem stark konservierten Bereich der Proteine, wie er hier
an allen drei Positionen vorliegt, fithrt mit einer groBeren Wahrscheinlichkeit zu einem
verdnderten Phinotyp, als Mutationen in weniger konservierten Bereichen. Ferner konnen die
beiden Proteine iiber den nicht-kanonischen Notch-Signalweg agieren. Neben der klassischen
Aktivierung des Notch-Signalweges iiber Proteine, die eine DSL-Domine tragen (Abbildung
16), kann dieser auch tiber Liganden initiiert werden, denen diese Doméne fehlt. Unter diese
nicht-kanonischen Liganden des Notch-Signalweges fallen verschiedene strukturell
unterschiedliche Proteine, darunter integrale Membranproteine, mit
Glycosylphosphatidylinositol  (GPI) verankerte Oberflichenproteine, sowie weitere
sekretorische Proteine (D’Souza et al. 2010). Zu den integralen Membranproteinen, die den
nicht-kanonischen Notch-Signalweg aktivieren konnen, gehoren der Delta-like 1 (Dlk1) Ligand
(Bachmann et al. 1996), nach den neuesten Erkenntnissen aus der Sequenzdatenanalyse das
Jagged und Delta-Protein (Jedi) (Krivtsov ef al. 2007) und der Delta/Notch-like-EGF-related-
Rezeptor (DNER) (Eiraku et al. 2002). Eine Hochregulierung von DNER konnte Marongiu ef
al. (2015) bei den FOXL2-Knockout-Miusen feststellen, was wiederum zu einer Aktivierung
des nicht-kanonischen Notch-Signalweges gefiihrt hat. Bei DNER handelt es sich um ein
Transmembranprotein mit extrazelluldren EGF-dhnlichen Wiederholungen (Eiraku et al. 2002).
Eine verdnderte Funktion des FOXL2-Proteins der Katze kénnte analog dazu ebenso zu einer
Hochregulierung von DNER und somit einer Aktivierung des nicht-kanonischen Notch-

Signalweges fiihren.

In die Klasse der GPI verankerten Oberflichenproteine féllt das in dieser Studie untersuchte
Contactin 6 (CNTNG6), welches auch unter dem Namen NB-3 bekannt ist. Auch dieses kann den
nicht-kanonischen Notch-Signalweg anregen (Cui et al. 2004; Hu ef al. 2003). Cui et al. (2004)
untersuchten an Oligodendrozyten die Signalkaskade, die auf eine Bindung von CNTN6 an den
Notch-1-Rezeptor folgt. Nach Cui et al. (2004) interagiert das Contactin mit den EGFs distal
zu den Bindungsstellen der DSL-Liganden. Wihrend diese im Bereich der 11-12 EGF-
dhnlichen Wiederholung binden, interagiert NB-3 mit einer Region des Rezeptors, welche die
Wiederholungen 22-34 umfasst (siche Abbildung 14 und Abbildung 15). Durch die Bindung
von CNTN6 an den Notch-Rezeptor kommt es auch zu einer y-Sekretase-abhingigen
Abspaltung von NICD, die dann allerdings nicht mit der CSL-Familie, sondern mit dem
Transkriptionsfaktor Deltex] interagiert und schlieBlich zur Aktivierung der Zielgene fiihrt
(Cui et al. 2004) (Abbildung 46).
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Da beide Proteine iiber denselben Signalweg agieren koénnen, wire eine Synergistenwirkung
analog zu dem von Sharma et al. (2013) untersuchten Zusammenspiel von TCF12 und TWIST1
denkbar. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass sich bei einer Haploinsuffizienz von
TCF12 und einem zusitzlichen heterozygoten Funktionsverlust von TWISTI eine schwerere
Form der koronale Kraniosynostose ausbildet, als bei der isolierten Haploinsuffizienz von
TCF12. Hierfiir reicht der Aufbau dieser Studie allerdings nicht aus und die Theorie sollte in

weiteren Versuchen validiert werden.

Abbildung 46: Nicht-kanonischer Notch-Signalweg mit DNER und NB3 (CNTNG6) als Ligand, modifiziert
nach Katoh ez al. (2007).
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Bei Auswertung der Ergebnisse fiel insbesondere auf, dass Tiere mit einer heterozygoten
Mutation im FOXL2- und CNTN6-Gen einen signifikant kiirzeren Schidel (hoheren kranialen
Index) (p = 0,002) als Katzen ohne Mutation aufwiesen. Des Weiteren wiesen auch die Tiere
der Gruppe 5, bei welchen in einem der beiden Gene die Mutation homozygot und im anderen
heterozygot vorliegt, einen schwach signifikant kiirzeren Schédel auf, als Tiere ohne Mutation
(p = 0,045). Bei Tieren mit einer heterozygoten (Gruppe 2) oder homozygoten (Gruppe 3)
Mutation in nur einem der Gene konnte kein signifikanter Effekt auf einen hoheren kranialen
Index beobachtet werden. Wenn man beachtet, dass beide Proteine denselben Signalweg
benutzen konnen, wire die verdnderte Aktivierung der Zielgene iiber einen abgewandelten
Aufbau des FOXL2-Proteins als auch des CNTN6-Proteins und die daraus resultierende
potenzierende Auswirkung auf die Suturformation eine durchaus plausible Erklarung fiir dieses
Ergebnis. Zu bemerken ist auch, dass alle Gruppen zusammengenommen, in welcher
mindestens eine heterozygote Mutation in mindestens einem der Gene vorlag (Gruppe 2-4),
einen signifikant groBeren kranialen Index aufwiesen (p = 0,005), als die Tiere, bei welchen
keine Mutation vorlag (Gruppe 1). Die nicht signifikanten Ergebnisse der Gruppe 2 und 3
konnten auch durch die kleinen Gruppengrofien bedingt gewesen sein. Probanden bei denen
sowohl das SNP im FOXL2- als auch die SNPs im CNTN6-Gen homozygot vorlagen, waren
leider nicht unter den Studienteilnehmern. Eine Untersuchung dieser wére aber fuir die Zukunft

hochst interessant.

Insgesamt scheint die Mutation innerhalb des FOXL2-Gens in dieser Studie einen deutlicheren
Effekt auf die Schéadellinge der Probanden zu haben. Der Einfluss der Mutationen innerhalb
des CNTN6-Gens, welche nach Auswertung der Ergebnisse gekoppelt vererbt werden, auf die
Ausprigung der Schiadelform war im Studienkollektiv mit schwach signifikanten Ergebnissen
eher klein. Allerdings konnte auch die Mutation im FOXL2-Gen nicht bei allen peke-face
Perserkatzen nachgewiesen werden. So waren im Studienkollektiv auch peke-face Perserkatzen
mit einem sehr hohen kranialen Index (zum Beispiel Tabelle 14: Patient 49, 51, 54) vertreten,
welche weder die Variante im FOXL2- noch im CNTN6-Gen trugen. Eine mogliche Erkldrung
hierfiir liegt im multifaktoriellen und vermutlich auch polygenen Ursprung der Brachyzephalie
(Stockard 1941). Neben den oben genannten sind an der Schadelentwicklung noch viele weitere
Gene beteiligt (Kapitel 2.4), die bei einer verdnderten Funktion ebenso zur Entwicklung einer
brachyzephalen Kopfform beitragen konnen. Auch die heterogene Ausprigung der
Schidelformen der Perserkatzen, die von Schlueter e al. (2009) anhand ihres
Brachyzephaliegrades in vier Gruppen eingeteilt werden konnten, unterstiitzen die Annahme

des polygenen Ursprungs der Brachyzephalie der Perserkatze. Die Ergebnisse von
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vorangegangenen Studien zur Kurzkopfigkeit beim Hund legen ebenso einen polygenen
Ursprung nahe. Die kausalen Mutationen konnten hier bei einigen brachyzephalen Rassen nicht
nachvollzogen werden. So konnte die Mutation im BMP3-Gen bei mittelgroen und grof3en
brachyzephalen Rassen nicht nachgewiesen werden (Schoenebeck et al. 2013; Marchant ez al.
2017). Hingegen sollte hierbei beachtet werden, dass einige kausale monogene Mutationen
rassespezifisch auftreten, wie z.B. die progressive Retinaatrophie (PRA) beim Shetland
Sheepdog (Sheltie) und daher nicht zwangsldufig eine Polygenie vorliegen muss. Allerdings
wird auch bei der PRA des Shelties mindestens eine weitere ursdchliche Mutation vermutet, da
nicht bei allen PRA-Fillen die Mutation im CNGA I-Gen identifiziert werden konnte (Wiik et
al. 2015). Auch in unserer Studie konnten die Mutationen nicht bei allen peke-face Perserkatzen
identifiziert werden. 20 Katzen mit einem kranialen Index > 83,00, und somit 48,8 % der
untersuchten Tiere, wiesen kein verdndertes Allel auf (Tabelle 14). Das zeigt wiederum, dass
die Mutationen innerhalb beider Gene nicht alleinig fiir die Schadelform der Tiere

verantwortlich sein konnen.

Vertreter der Gruppe doll-face oder Perserkatzen mit moderater Brachyzephalie wiesen keine
der untersuchten Mutationen auf, was wiederum die Vermutung auf ihren Einfluss auf die
Entwicklung einer brachyzephalen Kopfform bestirkt. In der Humanmedizin konnten fiir die
Entstehung einer koronalen Kraniosynostose ursdchliche Mutationen allerdings auch bei
phénotypisch gesunden Kindern nachgewiesen werden. In der Studie von Sharma et al. (2013)
tiber Mutationen im 7CFI2-Gen lag die Nicht-Penetranz bei 47 %. Das bedeutet, dass 47 % der
positiv auf die Mutation getesteten Personen keine klinischen Symptome bzw. den zu
erwartenden Phinotyp aufwiesen. Ahnliche Ergebnisse zeigten auch die Untersuchungen von
Schoenebeck et al. (2013). Sie konnten die im BMP3-Gen als kausale Missense-Mutation fiir
die Brachyzephalie beim Hund bekannte Variante auch bei einer dolichozephalen Rasse, dem
Scottish Terrier, nachweisen. Diese Nicht-Penetranz der Mutationen, welche auch bei den
Perserkatzen auftreten konnte, stirkt wiederum die Vermutung des polygenen Ursprungs der
Brachyzephalie und sollte in folgenden Studien unbedingt bedacht werden. Ein Nachweis der
Mutation bei gesunden doll-face Perserkatzen schlieft eine kausale Mutation fiir die

Entwicklung eines brachyzephalen Schidels also nicht aus.

Der kraniale Index zeigte in dieser Studie einen signifikanten Zusammenhang mit dem
Auftreten eines Hydrocephalus internus bei Perserkatzen. Dies stimmt unter anderem mit den
Ergebnissen von Rusbridge ef al. (2021) tiberein, die in ihrer Studie eine Préadisposition von
brachyzephalen Hunden und Katzen fiir die Entwicklung eines Hydrocephalus internus zeigen
konnten. Das gehdufte Auftreten eines kongenitalen Hydrozephalus bei den brachyzephalen
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Hunderassen Mops, Pekinese, Lhasa Apso, Boston Terrier und Englische Bulldogge weist
ebenso auf eine Priadisposition durch die Schidelform hin (Selby et al. 1979). Bei Kindern, die
an einer koronalen Kraniosynostose leiden, ist der Hydrozephalus ein hdufiger Befund (Cinalli
et al. 1998). Bei der syndromischen Form der Kraniosynostose zeigen 12—15 % der Erkrankten
einen Hydrozephalus, Betroffene des Pfeiffer-Syndroms weisen sogar zu 88 % einen

Hydrozephalus auf (Frassanito et al. 2021).

Die untersuchten Varianten im FOXL2- und CNTN6-Gen zeigten stattdessen keinen
signifikanten Zusammenhang mit dem Auftreten eines Hydrocephalus internus. Allerdings
konnten nur bei 8,7 % (FOXL2) bzw. 13 % (CNTNG6) der ,gesunden® Perserkatzen die
Mutationen nachgewiesen werden, wahrend 66,7 % (FOXL2) bzw. 44,6 % (CNTN6) der am
Hydrocephalus internus erkrankten Tiere die Mutation trugen. Wie schon bei der
Brachyzephalie wird auch beim Hydrozephalus die Identifikation kausaler Genmutationen
durch die Nicht-vollstindige-Penetranz der Mutationen und den multifaktoriellen Ursprung des
Hydrozephalus erschwert. Neben einer genetischen Ursache konnen unter anderem auch
Infektionen (Schinazi et al. 1995; Tsunoda et al. 1997) oder eine Exposition mit
Rontgenstrahlung wihrend der embryonalen Entwicklung (Aolad ef al. 2000) zur Ausbildung
eines Hydrozephalus fithren. Beim Menschen wird bei ca. 40 % der an einem Hydrozephalus
erkrankten Personen eine genetische Ursache angenommen (Haverkamp ef al. 1999). Bei den
H-TX Ratten, einem genetischen Modell mit kongenitalem Hydrozephalus, wird ein autosomal
rezessiver Erbgang des kausalen Gens mit inkompletter Penetranz vermutet. Das urséchliche
Gen konnte allerdings noch nicht identifiziert werden (Cai ef al. 2000). Lin et al. (2013) fanden
die genetische Ursache fiir einen Hydrozephalus bei der Maus in einer Deletion des RND3-
Gens. Durch den Ausfall des Gens kommt es zur Hochregulation des Notch-Signalweges und
dadurch zur Proliferation der Ependymzellen des Aquaeductus mesencephali. Die Stenose, die
hierdurch entsteht, fithrt in Folge zur Ausbildung des Hydrocephalus internus. Eine Stenose
des Aquaeductus mesencephali lag bei den Perserkatzen dieser Studie allerdings nicht vor.
Weitere Arbeiten zeigen, dass eine Dysregulation des Notch-Signalwegs zu schweren
Fehlentwicklungen des Gehirns inklusive Hydrozephalus fiihren kann (Klezovitch er al. 2004;
Kuo et al. 2006). Da beide in dieser Arbeit untersuchten Gene iiber diesen Signalweg agieren
konnen, sollten sie trotz fehlender signifikanter Ergebnisse in weiteren Studien auf ihren

kausalen Einfluss bei der Entwicklung eines Hydrozephalus tiberpriift werden.
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6 Zusammenfassung

Die brachyzephale Kopfform, die sich zu einem bedeutenden Zuchtziel der Perserkatze
herausbildete, zeichnet sich durch eine stark reduzierte Linge und erweiterte Breite des
Schidels aus. Durch diese forcierte Zucht entstand aus der klassischen do/l-face Perserkatze die
Zuchtrichtung der peke-face Katzen mit einer extremen Brachyzephalie. Diese Kopfform geht
mit schweren gesundheitlichen Problemen einher, darunter auch das vermehrte Auftreten eines
Hydrocephalus internus. Eine koronale Kraniosynostose konnte mit Hilfe von Micro-CT und
histologischen Untersuchungen als Ursache fiir diese Schadelform herausgestellt werden. Ziel
dieser Studie war es, Kandidatengene fiir die koronale Kraniosynostose und die daraus
resultierende Brachyzephalie zu identifizieren und im Studienkollektiv zu evaluieren. Hierfiir
wurde mittels next generation sequencing das gesamte Genom von fiinf Katzen sequenziert.
Darunter befanden sich drei peke-face Perserkatzen, eine Perserkatze mit moderater
Brachyzephalie und eine doll-face Perserkatze. Im Anschluss wurden die Varianten durch
Vergleiche mit anderen Katzenrassen, Anforderungen an den impact der Varianten und einer
intensiven Literaturrecherche gefiltert. Darauthin wurden 16 Kandidatengene (FGFRI,
FGFR2, FGFR3, IHH, MSX2, RAB23, RUNX2, TCF12, TWISTI, ZIC1, ALX1, BMP3, SMOC?2,
CHLI, CNTN6, FOXL2) weiter untersucht und im Anschluss ausgewéhlte Varianten innerhalb
der vielversprechendsten Kandidatengene FOXL2 und CNTN6 im Studienkollektiv der 54
Perserkatzen mittels Sanger-Sequenzierung genotypisiert. Die untersuchten Mutationen im
CNTNG6-Gen sowie auch die Mutation im FOXL2-Gen liegen in hochkonservierten Bereichen
der Proteine und fiithren jeweils zu einem Aminosédureaustausch. Des Weiteren konnen sowohl
das CNTNG6- als auch FOXL2-Protein iiber den nicht-kanonischen Notch-Signalweg agieren.
Der Notch-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und dem Verschluss
der Schadelsuturen. Durch vorliegende Daten zum kranialen Index und der Morphologie der
Gehirnventrikel wurde ein moglicher Zusammenhang der Varianten mit einer Brachyzephalie
und dem Auftreten eines Hydrocephalus internus analysiert. Unter den untersuchten
Perserkatzen waren sechs doll-face Perserkatzen (Kontrollgruppe), sicben Perserkatzen mit
moderater Brachyzephalie und 41 peke-face Perserkatzen. Insbesondere Tiere, bei welchen
sowohl die untersuchten Mutationen im CNTN6-Gen als auch die Mutation im FOXL2-Gen
heterozygot vorlagen, hatten einen signifikant kiirzeren Schadel (hoheren kranialen Index).
Isoliert betrachtet hatten die Mutationen nur einen schwach signifikanten Einfluss auf den
kranialen Index. Die Mutationen konnten ausschlieflich bei den peke-face Perserkatzen
gefunden werden, wihrend Vertreter der doll-face Perserkatzen und moderat betroffene Tiere

ausschlieflich Triager des Wildtyps waren. Allerdings konnten nicht bei allen peke-face
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Perserkatzen die Mutationen identifiziert werden, was an dem vermutlich polygenen Ursprung
der Brachyzephalie liegen kénnte. Zudem wurden die Daten iiber das Vorliegen von einem
Hydrocephalus internus bei 41 der Perserkatzen aus der Studiengruppe mit einbezogen. Dabei
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem steigenden kranialen Index und
dem Auftreten eines Hydrocephalus internus. Das Geschlecht und die Mutationen innerhalb

des CNTNG6- sowie FOXL2-Gens hatten stattdessen keinen signifikanten Einfluss.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass die Mutationen im CNTN6- und FOXL2-
Gen mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Brachyzephalie der Perserkatze beteiligt sind,
allerdings nicht alleinig dafiir verantwortlich sein kénnen. Dies passt zu einer wahrscheinlichen
polygenen Vererbung. Da mit der Brachyzephalie hochgradige gesundheitliche Probleme fiir
die betroffenen Tiere einhergehen, sollte eine weitere forcierte Zucht auf dieses Merkmal
dringend unterlassen werden. Ob die in dieser Arbeit gefundenen Genvarianten fiir eine

Selektion dagegen hilfreich sein konnten, miissen weitere Untersuchungen zeigen.
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7 Summary

The brachycephalic shape of the head, which has become an important breeding goal for the
Persian cat, is characterized by a greatly reduced length and increased width of the skull. This
forced breeding resulted in the production of peke-face cats with extreme brachycephaly from
the classic doll-face Persian cat. This head shape is associated with serious health problems,
including the increased occurrence of internal hydrocephalus. A coronal craniosynostosis was
found to be the cause of this skull shape using micro-CT and histological investigations. The
aim of this study was to identify candidate genes for coronal craniosynostosis and the resulting
brachycephaly and to evaluate them in the study collective. For this purpose, the entire genome
of five cats was sequenced using next generation sequencing. These included three peke-face
Persians, one Persian with moderate brachycephaly, and one doll-face Persian. The variants
were then filtered through comparisons with other cat breeds, impact requirements and an
intensive literature search. Subsequently, 16 candidate genes (FGFR1, FGFR2, FGFR3, IHH,
MSX2, RAB23, RUNX2, TCF12, TWISTI, ZIC1, ALX1, BMP3, SMOC2, CHL1, CNTN®6,
FOXL2) were further investigated and subsequently selected variants within the most
promising candidate genes FOXL2 and CNTNG6 genotyped in the study collective of 54 Persian
cats using Sanger sequencing. The investigated mutations in the CNTN6 gene as well as the
mutation in the FOXL2 gene are located in highly conserved areas of the proteins and each lead
to an amino acid exchange. Furthermore, both the CNTN6 and FOXL2 proteins can act via the
non-canonical Notch signaling pathway. The Notch signaling pathway is one of the most
important pathways in the development and closure of cranial sutures. Based on available data
on the cranial index and the morphology of the cerebral ventricles, a possible connection
between the variants and brachycephaly and the occurrence of internal hydrocephalus was
analysed. Among the Persians studied there were six doll-face Persians (control group), seven
Persians with moderate brachycephaly, and 41 peke-face Persians. In particular, animals in
which both the investigated mutations in the CNTN6 gene and the mutation in the FOXL2 gene
were heterozygous, had a significantly shorter skull (higher cranial index). Viewed in isolation,
the mutations had only a weakly significant effect on the cranial index. The mutations were
found exclusively in the peke-face Persian cats, while representatives of the doll-face Persian
cats and moderately affected animals were exclusively wild-type carriers. However, the
mutations could not be identified in all peke-face Persian cats, which could be due to the
presumably polygenic origin of brachycephaly. In addition, data on the presence of internal
hydrocephalus in 41 of the Persian cats in the study group were included. There was a

significant connection between an increasing cranial index and the occurrence of internal
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hydrocephalus. Gender and mutations within the CNTN6 and FOXL2 genes had no significant
effect. The results of this study suggest that mutations in the CNTN6 and FOXL2 genes are
highly likely to be involved in brachycephaly in the peke-face Persian cat, but cannot be solely
responsible. This fits a probable polygenic inheritance. Since brachycephaly is associated with
severe health problems for the affected animals, further breeding for this trait should be ceased.
Further investigations must show whether the gene variants found in this work could be helpful

for selection.
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