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Sammanfattning

En sex manader gammal labradortik, fodd ar 2005, remitterades till Hospital for Mindre
Husdyr i Képenhamn och diagnostiserades med centronukledr myopati (CNM). Med detta
som utgangspunkt valde forfattarna att undersoka allelfrekvensen av anlaget for CNM hos
danska avelslabradorer med valpkullar fodda ar 2005 och darmed forsoka bidra till att
begrénsa utbredningen av sjukdomen. En litteraturstudie gjordes 6ver sjukdomens kliniska
symptom, parakliniska och histopatologiska fynd, diagnostik, behandling, prognos,

differentialdiagnoser och identifiering av orsaken till CNM.

CNM é&r en autosomalt recessiv myopati som &r specifik for labradorer. Sjukdomen orsakas av
en homozygot insertion av en short interspersed element (SINE) inom exon 2 i en gen som
uttrycks i skelettmuskulatur. En observationell tvérsnittsstudie utformades for att undersoka
utbredningen av anlaget for CNM och en forfragan om deltagande sandes till danska
labradoragare. Agarna uppsamlade sjalva DNA fran sina labradorers kindslemhinnor och
overforde det till FTA-kort. Ett mutationstest genomfdrdes dar DNA extraherades fran FTA-
korten och amplifierades med hjélp av polymerase chain reaction (PCR). Efter gelelektrofores
kunde det avladsas om labradorerna var homozygot normala, heterozygoter eller homozygot
afficierade.

Grundat pa foreliggande undersokning ar allelfrekvensen av anlaget for CNM 2,2 % bland
danska avelslabradorer med valpkullar fodda och registrerade i Dansk Kennel Klub ar 2005.
Dansk Retriever Klub har uppréttat en lista dver labradorer testade for CNM i ett forsok att fa
en reell och aktuell bild 6ver utbredningen av sjukdomen i Danmark. Detta kan bli bérjan till

en diskussion om ett eventuellt inforande av en avelsrestriktion.

Nyckelord: centronukledr myopati, danska labradorer, allelfrekvens, autosomalt recessiv

sjukdom, SINE, mutationstest, avelsrestriktion.



Abstract

A six-month old Labrador Retriever bitch, born in 2005, was referred to the Small Animal
Veterinary Teaching Hospital, Copenhagen. The bitch was diagnosed with centronuclear
myopathy (CNM). Based on this case the frequency of the allele causing CNM in Danish
Labrador Retrievers used in breeding in 2005 was defined as the problem formulation and the
aim was to contribute to the confinement of the prevalence of the disease. A litterature study
was made on the clinical symptoms of the disease, the paraclinical and histopathological
findings, the diagnosis, the treatment, the prognosis, the differential diagnosis and the

identification of the cause of CNM.

CNM is an autosomal recessive myopathy specific to Labrador Retrievers. The disease is
caused by a homozygote insertion of a short interspersed element (SINE) within exon 2 in a
gene expressed in skeletal muscles. An observational cross-sectional study was designed and
owners of Danish Labrador Retrievers were inquired to participate. The owners were asked to
collect a DNA sample from their Labrador Retriever by transferring a cheek swab to a FTA-
card. A test for the mutation causing CNM was performed by extracting DNA from the FTA-
cards and amplifying it with polymerase chain reaction (PCR). A gel electroforesis showed
whether the Labrador Retrievers were normal homozygotes, heterozygotes or affected
homozygotes.

Based on this study the frequency of the allele causing CNM is 2.2 % among Danish Labrador
Retrievers with litters born and registered in the Danish Kennel Club in 2005. The Danish
Retriever Club has established a list of Labradors Retrievers tested for CNM as an attempt to
get a picture of the prevalence of the disease in Denmark. This could start a discussion about a

possible breeding restriction.

Keywords: centronuclear myopathy, Danish Labrador Retriever, allele frequency, autosomal
recessive disorder, SINE, mutation test, breeding restriction.



Forord

Syftet med rapporten &r att belysa centronukledr myopati (CNM) for personer som ar
involverade i avel av labradorer och dédrmed forsoka bidra till att begransa utbredningen av
sjukdomen. Intresset for CNM véacktes varen 2007 da vi som en del av var
smadjursdifferentiering pa Det Biovidenskabelige Fakultet, Kgbenhavns Universitet fick till
uppgift att skriva en case-rapport inom genetik om en labrador som drabbats av CNM. Den
for oss tidigare okanda recessiva labradorsjukdomen véckte funderingar kring allelfrekvensen
av anlaget for CNM i Danmark. Funderingarna vaxte till ett gemensamt beslut om att

undersoka detta ndrmare i ett examensarbete.

Forst och framst riktas ett stort tack till var handledare, lektor Helle Friis Proschowsky, som
stottat, vaglett oss och svarat pd oandligt manga frdgor genom hela processen. Aven tack till
lektor Susanna Cirera, laboratoriefunktionar Majken Madvig Jansen och Institut for Basal
Husdyr- og Veterinaervidenskab, Det Biovidenskabelige Fakultet, Kgbenhavns Universitet.
Tack till Dansk Kennel Klub som har bidragit bade praktiskt och ekonomiskt till projektet.
Sist men inte minst tackas samtliga labradordgare inklusive Marianne Jensen, som bidragit

med engagemang och material till undersékningen — utan er hade det inte varit mojligt.

Januari 2009, Képenhamn

Jessica Astermark Malin Larsson
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1. Inledning

1.1 Bakgrund

En sex manader gammal labradortik, fodd ar 2005, remitterades ar 2006 till Hospital for
Mindre Husdyr i K&penhamn. Vid undersokning uppvisade labradoren bunny jump, kyfos,
stel gdng och ataxi som fOrvédrrades vid motion. Labradoren var underviktig, hade
muskelatrofi och bilateral avsaknad av patellareflexer och visade dessutom utmattning och
muskeltremor efter mild motion. Agaren upplyste att labradoren var inappetent sedan lang tid
tillbaka. Myasthenia gravis avvisades med hjdlp av mitning av antikroppar mot
acetylcholinreceptorer. Vid elektromyografi och métning av motorisk nervledning méttes
normal aktivitet och normal nervledningstid. Borrelia och Neospora caninum avvisades efter
métning av antikroppar. Centronukledr myopati (CNM) misstinktes och DNA fran labradoren
skickades till Ecole Nationale Vétérinarie d’Alfort 1 Frankrike diar CNM pdévisades.
Labradoren avlivades tre méinader senare efter progression av symptomen (Hospital for

Mindre Husdyr Képenhamn 2007).

1.2 Problemformulering

Hur stor ar allelfrekvensen av anlaget for centronukledr myopati hos danska avelslabradorer

med valpkullar fodda ar 2005?

1.3 Avgransning

Vid avgrdnsning av urval av labradorer till att delta i undersdkningen valdes det att fokusera
pa avelslabradorer med valpkullar fodda ar 2005. For att avgridnsa den teoretiska delen av
rapporten om differentialdiagnoser till CNM, valdes det att fokusera pa endast tvd andra

former av myopati hos labradorer.

1.4 Metodavsnitt

Undersokningen utformades som en observationell tvérsnittsstudie. Bdde Dansk Kennel Klub
(DKK) och Dansk Jagthunde Registrering (DJR) kontaktades med en inbjudan om att delta i
undersokningen. DKK tackade ja till att delta medan DJR avbéjde. Det sindes en forfragan
om deltagande och material till uttagande av DNA till 100 dgare av avelslabradorer med
valpkullar fodda och registrerade i DKK &r 2005. Utav de 100 labradorerna var 50 hanar och

50 var tikar. Agarna uppsamlade sjilva DNA frdn sina labradorers kindslemhinnor och



overforde det till FTA-kort (Bilaga 1) som sédndes till Institut for Basal Husdyr og
Veterinervidenskab, Det Biovidenskabelige Fakultet, Kebenhavns Universitet. I september
2008 hade 44 FTA-kort returnerats. Ett mutationstest genomfordes ddr DNA extraherades
fran FTA-korten och amplifierades med hjdlp av polymerase chain reaction (PCR). Efter
gelelektrofores kunde det avldsas om labradorerna var homozygot normala, heterozygoter

eller homozygot afficierade.

2. Centronuklear myopati

2.1 Kliniska symptom

De kliniska symptomen pa CNM beskrevs forsta gangen i USA av Kramer et al. ar 1976 da
fem labradorer vid skilda tillfdllen remitterades till Washington State University’s Veterinary
Hospital med en anamnes om onormal gang. De kliniska symptomen, som forst sags vid tre
till fem manaders 4lder, karakteriserades av oformdga att hélla huvudet upplyft,
muskelsvaghet efter motion, bunny jump och korta tillgjorda steg. Stress i form av motion,
kyla eller upphetsning forvirrade symptomen. Vid de tillfillen d& frambenen kollapsade
fortsatte labradorerna att glida framdt med hjélp av bakbenen. Efter fem minuters vila
minskade symptomen men &tervinde snabbt vid aterupptagande av motion. Vid neurologisk
undersokning av bl.a. kranial nervfunktion, 6gon och spinala och posturala reflexer
upptdcktes inget onormalt. Labradorerna var himmade i vdxten och hade tydligt mindre
muskelmassa jamfort med friska individer i samma &lder och av samma ras. Nir de

afficierade labradorerna blev éldre stabiliserades symptomen (Kramer et al. 1976).

I ett annat rapporterat fall kollapsade en labradors bakben vid anstringning och den fortsatte
dérefter dra sig framat med hjédlp av frambenen. Det observerades inga tecken pd smérta och

efter kort vila kunde den gé igen trots svaga bakben (Gortel et al. 1996).

CNM har beskrivits vid ett flertal tillfdllen i olika lander (Kramer et al. 1981; Mckerrell &
Braund 1986; Mckerrell & Braund 1987; Moore et al. 1987; Watson et al. 1988; Sharp et al.
1989; Gortel et al. 1996; Bley et al. 2002). I Storbritannien var sjukdomen ar 1989 framst
utspridd bland jaktlabradorer samtidigt som den i USA sdgs i hela labradorpopulationen
(Sharp et al. 1989). CNM afficierar bada konen (Bley et al. 2002).



McKerrell och Braund beskrev ar 1987 fyra oberoende fall av CNM som visade variationer i
grad av svérighet av kliniska symptom, 1 omfattning av muskelatrofi och 1 progression och
utfall av CNM. En av labradorerna skilde sig markant pa tvd punkter fran de andra fallen. Det
var det forsta bekriftade fallet av CNM som utvecklade megaesophagus i samband med
sjukdomen. Dessutom sags ingen muskelatrofi, &ven om muskeltonus var reducerad i bade
fram- och bakben. En annan av labradorerna utvecklade symptom forst vid fem ménaders
alder medan de andra skilde sig frin sina kullsyskon redan vid nagra veckors &lder.
Gemensamt for alla fyra labradorerna var bl.a. att patella- och tricepsreflexerna var nedsatta

eller frinvarande (Mckerrell & Braund 1987).

I en studie pd Ecole Nationale Vétérinarie d’Alfort 1 Frankrike utfordes ar 2003 en
experimentell parning mellan labradorer for att folja utvecklingen av CNM frén fodseln. Det
sags ingen skillnad mellan de afficierade valparna och deras friska kullsyskon vid fodseln.
Fran tva veckors alder observerades en progressiv viktminskning hos de afficierade valparna.
Vid en manads &lder noterades avsaknad av senreflexer, vilket anvindes som ett tidigt
diagnostiskt symptom. Vid tva till fem manaders alder observerades klumpig géng, minskad
motionstolerans och generell muskelsvaghet. Neurologisk undersdkning av labradorerna
visade vid samma alder inget onormalt forutom fortsatt avsaknad av senreflexer. De kliniska
symptomen stabiliserades vid ett ars alder. Atrofi av temporal-, cervikal- och benmuskulatur
ledde till ventroflexion av nacken och onormal héllning och rorelse. Detta var det mest
kénnetecknande for sjukdomen i vuxen alder. Figur 1 visar en normal och en afficierad

labrador (Tiret et al. 2003).

Figur 1. En 34 ménader gammal normal labrador (A) och en afficierad labrador i samma alder (B). A. Den

normala labradoren &r muskulds. Huvudet &dr upplyft och benen &r parallella. B. Den afficierade labradoren har

minskad muskelmassa, ventroflexion av nacken och star med benen in under kroppen (Tiret et al. 2003).



2.2 Parakliniska undersokningar

Kreatinkinas har vid blodprovsanalys visat sig vara lag (Kramer et al. 1976), normal (Bley et
al. 2002; Tiret et al. 2003) eller forhojd (Mckerrell & Braund 1987; Watson et al. 1988;
Gortel et al. 1996) hos labradorer afficierade av CNM. Vid injektion av edrofonium klorid till
labradorer med CNM har ingen fordndring (Watson et al. 1988), en tillféllig forvarrning av
symptom (Kramer et al. 1976) eller fordrojd aterhdmtning efter anstrdngning observerats
(Gortel et al. 1996). Rontgenundersokning har visat normala hoftleder och normal ryggrad
(Kramer et al. 1976).

Elektromyografi kan anvéndas vid misstanke om myopati for att bekrifta diagnosen (Couto &
Nelson 2003). Ménga fall har rapporterats dir labradorer med CNM som undersokts med
elektromyografi i bl.a. bakbensmuskulatur har visat fibrillationspotentialer och positiva skarpa
vagor (Mckerrell & Braund 1987; Moore et al. 1987; Watson et al. 1988; Bley et al. 2002).
Dessutom har det observerats bisarra hogfrekventa urladdningar (Mckerrell & Braund 1987;

Moore et al. 1987).

For att utesluta en neurologisk bakgrund till de kliniska symptomen kan motorisk nervledning
mitas (Couto & Nelson 2003). Mitningar hos labradorer med CNM har visat normal
nervledningshastighet (Kramer et al. 1976; Moore et al. 1987; Watson et al. 1988; Bley et al.
2002).

2.3 Histopatologiska fynd

De forsta beskrivna histopatologiska undersdkningarna av ben- och ryggmuskulatur fran
labradorer afficierade av CNM, visade dominering av muskelfibrer typ I och brist pé typ II
(for muskelfysiologi, Bilaga 2). Det sags dven variation i muskelfibrernas diameter och en
tydlig 6kning av endomysial och perimysial bindvav (Kramer et al. 1976). Direfter har fler
histopatologiska fynd beskrivits i litteraturen (Mckerrell & Braund 1986; Amann et al. 1988;
Gortel et al. 1996; Bley et al. 2002; Tiret et al. 2003).

I en morfologisk studie utford ar 1986 togs biopsier fran frambens-, bakbens-, rygg-, tugg-
och laryngealmuskulatur fran tolv afficierade labradorer. Biopsierna visade variation 1 grad av
atrofi och hypertrofi av bade muskelfibrer typ I och typ II. Graden av atrofi av muskelfibrerna
varierade fran ett fatal smd kantiga fibrer utspridda bland fibrer av normal storlek, till

muskelfascikler ddr majoriteten av fibrerna var sma och runda med endast en eller tva fibrer



av normal storlek. Genomsnittsdiametern av de minsta muskelfibrerna var cirka 3-5 um och
av de storsta muskelfibrerna cirka 150 pum. I 74 % av biopsierna sidgs en centralt placerad
kérna 1 muskelfibrer av bdde typ I och II. Andelen centralt placerade kédrnor kunde variera
fran 1,1 % till 23,9 % i en och samma muskel. I 90 % av biopsierna sigs arkitektoniska
fordndringar som t.ex. spiralbildning av muskelfibrer. Nekros av muskelfibrer sdgs i 82 % av
biopsierna. Graden av nekros varierade och involverade muskelfibrer av bade typ I och typ II.
Infiltration av inflammatoriska celler sdgs endast 1 ndgra f& muskelbiopsier. I 80 % av
biopsierna observerades en Okning av perimysial och/eller endomysial bindvédv. Generellt
okade graden av muskelforandringar l&ngsamt med stigande alder. Det sags inget onormalt i
intramuskuldra nerver. Hélften av biopsierna fran tio utav de tolv afficierade labradorerna
visade en statistisk signifikant minskning av muskelfibrer typ II. Brist pd muskelfibrer typ II
sags endast i muskler som hos normala labradorer domineras av typ II eller har en lika
fordelning av typ I och typ II (Mckerrell & Braund 1986). Figur 2 visar histologiska snitt frin

en homozygot normal och en homozygot afficierad labrador (Tiret et al. 2003).

”“"" _f#." ;

Figur 2. Transversala snitt fran en biopsi frén biceps femoris hos en 34 manader gammal homozygot normal

labrador (A, C) och en homozygot afficierad labrador i samma é&lder (B, D). Snitten ir fargade med
hematoxylin och eosin (A, B) eller for myosin ATPas aktivitet vid pH 9,4 (C, D). A, C. I normala muskler ar
formen och storleken av muskelfibrerna regelbundna. Muskelfibrer typ I (I) och typ II (I) &r jamnt fordelade,
med kérnor som ligger i periferin av muskelfibrerna. B, D. I afficierade muskler inkluderar férédndringarna
hypertrofiska och atrofiska, eller sma runda fibrer (pil). Méngden endomysial (€) och perimysial (p) bindvév &r
forokad och flera fibrer 4r ersatta med fett (asterisk). Rikligt med centralt placerade kdrnor kan ses i
myofibrerna (pilhuvud) (Tiret et al. 2003).



En annan studie visade att ration mellan typ I och typ II muskelfibrer i bakbensmuskulatur hos
afficierade labradorer progressivt 6kade till 90:10. Normalt ar forhallandet 40:60 1 samma typ
av muskulatur (Tiret et al. 2003). Det har observerats att muskelfibrer har ersatts med fett hos
afficierade labradorer (Bley et al. 2002).

2.4 Namngivning av sjukdomen

Namnet centronukledr myopati grundar sig pa den karakteristiska histologiska bilden med
centralisering av kdrnan i muskelfibrerna (Tiret et al. 2003; Pele et al. 2005). Tidigare har
sjukdomen kallats Labrador Retriever Myopathy (LRM) (Watson et al. 1988; Sharp et al.
1989; Gortel et al. 1996; Bley et al. 2002), Hereditary Myopathy in Labrador Retrievers
(HMLR) (Mckerrell & Braund 1986; Mckerrell & Braund 1987; Amann et al. 1988) och Type
IT Muscle Fiber Deficiency (MFD) (Kramer et al. 1976; Moore et al. 1987).

2.5 Diagnostik

Den sékraste och minst invasiva metod till att diagnostisera CNM é&r att genomfora ett
mutationstest med DNA antingen frin kindskrap eller fran blod (CNM Project - ENV Alfort
2008b). Mutationstestet kan utforas pa olika laboratorier i vérlden (Laboklin 2008; VetGen
2008; CNM Project - ENV Alfort 2008b). Tidigare har CNM enbart kunnat diagnostiseras
med hjdlp av kliniska symptom, elektromyografi och histopatologiska undersokningar av
muskelbiopsier (Kramer et al. 1976; Kramer et al. 1981; Mckerrell & Braund 1987; Watson
et al. 1988; Gortel et al. 1996; Bley et al. 2002). Hematologiska och biokemiska analyser &r
till ringa hjdlp nar CNM ska diagnostiseras (Gortel et al. 1996) eftersom aktiviteten av
kreatinkinas kan variera (Kramer et al. 1976; Mckerrell & Braund 1987; Watson et al. 1988;
Gortel et al. 1996; Bley et al. 2002; Tiret et al. 2003).

Det dr viktigt att notera att symptomen kan vara otydliga i milda fall. Avsaknad eller
minskning av triceps- och patellareflexer ar ett gemensamt tillstand for labradorer afficierade
av CNM, och dr en av de mest viardefulla kliniska indikatorerna i milda fall. Den varierande
aldern nir sjukdomen debuterar kan ocksé vara ett problem vid diagnostisering (Mckerrell &

Braund 1987).



2.6 Behandling och prognos

Det finns inga mediciner som kan hindra eller reversera processen som sker hos labradorer
med CNM, eller som kan gora att de saknade muskelfibrerna repareras, dterfar styrka eller
ersitts. CNM ér dérfor en livslang sjukdom. Agare vars labrador diagnostiserats med CNM
maste overviga om det finns tid och mojlighet att tillgodose dens extra behov (CNM Project -
ENV Alfort 2008a). Overexaltering eller stress kan resultera i dvergdende forvirming av
symptom. Omhéndertagande av afficierade labradorer bor darfor inriktas pd att reducera alla
former av stress, och sdrskilt den stress som kyla och infektioner medfor (Mckerrell & Braund

1987).

Labradorer med CNM kan ha svérighet att svédlja om musklerna i esophagus afficieras. Dérfor
bor ett foder av hog kvalitet rekommenderas for att maximera néringsintaget. Mat- och
vattenskdl bor placeras en bit ovanfor golvet for att underlétta foderintaget och minska risken

for aspirationspneumoni (CNM Project - ENV Alfort 2008a).

Tillstdndet som CNM medfor kan vara forvirrande for labradoren eftersom den fortfarande
har sina rastypiska instinkter och egenskaper kvar. Aktivitetsnivin maste anpassas efter den
enskilda labradorens tillstind (CNM Project - ENV Alfort 2008a). Det finns inga bevis for att
livsldngden skulle vara forkortad (Mckerrell & Braund 1987), men manga &dgare viljer

avlivning (CNM Project - ENV Alfort 2008a).

2.7 Differential diagnoser

Som differentialdiagnoser till CNM har bl.a. nimnts inflammatoriska muskelsjukdomar som
Toxoplasma gondii (Sharp et al. 1989; Bergman et al. 2002) och Neospora caninum
(Bergman et al. 2002) och icke-inflammatoriska muskelsjukdomar som myasthenia gravis
(Sharp et al. 1989; Gortel et al. 1996), nemalin myopati (Bergman et al. 2002) och
glykogenos (Sharp et al. 1989).

Utover dessa differentialdiagnoser har tvd myopatier liknande CNM beskrivits hos tvé olika
labradorer (Bergman et al. 2002; Cosford et al. 2008). En tre och en halv manad gammal
hanhund presenterades ar 2002 pa en klinkk 1 USA med dysfagi, generell svaghet,
motionsintolerans, stertor och inspiratorisk stridor. Vid klinisk undersékning konstaterades
déligt hull, generell muskelatrofi, nedsatt sviljningsreflex, hypertrofisk hals- och

nackmuskulatur och en forstorad ordrlig tunga. De spinala reflexerna konstaterades vara



normala, kreatinkinas var kraftigt forhjd och Toxoplasma gondii och Neospora caninum
testades negativa. Vid elektromyografi av muskulatur frdn framben, bakben, rygg, huvud och
tunga sdgs positiva skarpa vdgor. Det registrerades normal motorisk nervledning. En
muskelbiopsi frdn bakbenet visade histopatologiska fordndringar sdsom varierande
muskelfiberstorlek, endomysial fibros, nekros, fagocytos, regenerativa muskelfibrer och
kalkutféllningar. Immunohistokemisk fargning visade avsaknad av dystrofin och relaterade
proteiner (Bergman et al. 2002). Dystrofin &r ett 400 kilodalton stort protein (Hoffman et al.
1987) som ger mekanisk styrka till sarkolemmat genom att forankra det till det interna
cytoskelettet (Zubrzyckagaarn et al. 1988). Den kodanden genen for dystrofin &r lokaliserad
pa den korta armen av X-kromosomen (Murray et al. 1982) och &r pa grund av sin stora

storlek ofta utsatt for mutationer (Koenig et al. 1987).

Labradoren som presenterades pd klinken i USA var vid sju ménaders alder utmérglad och
visade progression av de sedan tidigare konstaterade kliniska symptomen. Dessutom ségs
nedsatta spinala reflexer och dgaren valde att fa labradoren avlivad. De kliniska, biokemiska,
histopatologiska, immunohistokemiska och elektrofysiologiska fordndringarna var forenliga
med hundars X-bundna muskeldystrofi (Bergman et al. 2002), som karakteriseras av
avsaknad av dystrofin (Cooper et al. 1988). Det var omdgjligt att avgéra om X-bunden
muskeldystrofi hos denna labrador var en arftlig muskeldystrofi eller endast en spontan
mutation di varken en studie dver labradorens genealogiska diagram eller ett mutationstest

genomfordes (Bergman et al. 2002).

Ar 2008 remitterades en fem manader gammal labradorhane till en klinik i Canada med
anamnes om svaghet, letargi, inappetens och muskelatrofi av tre veckors varighet. Enligt
dgaren var symptomen nytillkomna. Labradoren uppvisade vid klinisk undersdkning svar
generell muskelatrofi, hull under medel, ventroflexion av nacken, kyfos och en stidende
position med béada bakbenen inforda under kroppen. Géngen var kort och ojimn och
labradoren kollapsade efter ett fatal steg. Patellareflexerna var franvarande och 6vriga spinala
reflexer beddmdes vara nedsatta. Kreatinkinas var litt forh6jd och myasthenia gravis,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum och CNM testades negativa. Efter en vecka hade
labradorens symptom forvirrats och den kunde varken sté eller lyfta sitt huvud. Agaren valde
déarfor att f4 den avlivad. Histologisk undersékning postmortem av hjérna, ryggmérg och
perifera nerver visade inget onormalt. Muskelbiopsier frdn bakben, framben, huvud och

larynx visade histopatologiska fordndringar i form av variation i muskelfibrernas storlek och



atrofi av muskelfibrer med centralt tita omraden som utgjorde 10-50 % av tvérsnittsdiametern
av afficierade fibrer. Elektronmikroskopisk undersokning visade att de centralt tita omrddena
1 muskelfibrerna bestod av ackumulering av mitokondrier, glykogengranuler och splittrade
myofibriller. Med hjdlp av immunohistokemisk férgning av dystrofin uteslots X-bunden
muskeldystrofi. De histopatologiska fynden med centralt tita omrdden i muskelfibrerna var
identiska med rapporterade fall av &rftlig myopati hos grand danois. Fyra utav labradorens
kullsyskon, alla hanhundar, hade utvecklat liknande kliniska symptom mellan tolv och sexton
veckors édlder och avlivats utan ytterligare utredning. Dessutom hade tiken tidigare fatt tva
kullar med en annan labradorhane dir ndgra av hanvalparna utvecklat liknande kliniska
symptom. Med detta 1 betraktning férmodades arvsgidngen vara X-bunden recessiv (Cosford

et al. 2008).

2.8 CNM i en dansk labradorkull

En labradorkull bestdende av fyra hanhundar och fem tikar foddes i augusti &r 2005 och
registrerades 1 DKK samma ar (Dansk Kennel Klub 2008). En av tikarna remitterades vid sex
manaders alder till Hospital for Mindre Husdyr i Kpenhamn. Efter utredning konstaterades
det med hjélp av ett mutationstest att labradortiken led av CNM och den avlivades pa grund
av svara symptom (Hospital for Mindre Husdyr K&penhamn 2007). En hanhund frin samma
kull remitterades vid ett ars &lder till Hospital for Mindre Husdyr i K&penhamn. Efter
utredning misstédnktes CNM och ett mutationstest rekommenderades. Dérefter fanns inga fler

besok registrerade 1 labradorens journal (Hospital for Mindre Husdyr Képenhamn 2008).

En dgare till en tre &r gammal labradorhane som diagnostiserats med CNM fick kdinnedom om
foreliggande undersdkningen och kontaktade forfattarna. Det visade sig att denna hanhund
hiarstammade fran samma kull som de tva ovanndmnda labradorerna (Dansk Kennel Klub
2008). Agaren berittade att valpen varit liten och tanig dnda sedan hemkomsten vid &tta
veckors élder. Valpen haltade nagot periodvis och dgaren tog dirfor den till en veterindr som
menade att haltheten berodde pa vixtvérk. Nér labradoren var ett och ett halvt &r gammal
borjade dgaren gd lydnadskurs med den och redan vid forsta kurstillféillet borjade den halta
efter 30 minuters promenad. Haltheten fortgick och dgaren tog aterigen labradoren till en
veterindr ddr den fick icke-steroid antiinflammatorisk behandling. Trots behandling fortsatte
haltheten och rygg- och hoftledsrontgen foretogs. Rontgenbilderna visade B-, mgjligtvis C-

status av hoftlederna, pé en skala fran A till E. Eftersom labradoren var mycket tunn och hade



intermitterande diarré undersoktes dven pankreas, men inget onormalt hittades. Agaren
provade diverse metoder som t.ex. Bowenteknik och olika foder, men problemen kvarstod.
Under en pensionatvistelse forvirrades problemen och dérefter kunde labradoren knappt ga
och var kraftigt avmagrad. Agaren blev rekommenderad en annan veterinir som genast

misstinkte CNM och ett mutationstest bekrdftade misstanken (Jensen M. 2008).

I oktober 2008 besokte forfattarna den da treariga afficierade labradoren, som vid
besokstillfdllet var pigg och intresserad av sin omgivning. Det sdgs tydlig atrofi av bakbens-
och temporalmuskulatur (Fig. 3A, B) och bilateral avsaknad av patellareflexer noterades.
Under besoket observerades bunny jump och mild ataxi vid lek i trddgarden. Efter cirka en
halvtimme lade sig labradoren ner for att vila korta stunder fran leken. Nér en maltid
serverades at den forsiktigt och stod med kyfos och bada bakbenen inférda under kroppen
(Fig. 3C). Labradoren visade ovilja och svéarighet att ga i trappor. Enligt dgaren hade den
blivit osdker i motet med andra hundar den senaste tiden (Jensen M. 2008). Denna labrador &r

ett exempel pa en milt afficierad individ dér dgaren anpassar hundlivet efter dens behov.

Figur 3. En tredrig labrador afficierad av CNM. A. Det ses atrofi av bakbensmuskulaturen. B. Det ses atrofi av

temporalmuskulaturen. C. Labradoren stir med kyfos och bada bakbenen inforda under kroppen.
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2.9 En lista over labradorer testade for CNM

Dansk Retriever Klub (DRK) har upprittat en lista pd sin hemsida 6ver labradorer testade for
CNM och i december 2008 var 16 stycken testade. Tvé utav dem var registrerade som friska
birare och tva var registrerade som afficierade (Dansk Retriever Klub 2008a). Styrelsen i
DRK har beslutat att pa detta sétt folja sjukdomen CNM hos labradorer i Danmark (Dansk
Retriever Klub 2008b). De afficierade labradorerna tillhor valpkullen som stir omnamnd i

kapitel 2.8, och de friska bérarna ar deras forédldrar.

3. Identifiering av orsaken till CNM

3.1 Segregation av CNM i ett genealogiskt diagram

Det uppstélldes en hypotes om att CNM kunde tillskrivas en mutation pa ett enstaka lokus,
som kallades cnm. For att folja segregationen av CNM utférdes testparningar mellan
labradorer med utgdngspunkt i en afficierad labrador, proband III.13 (Fig. 4). Foréldrarna (I1.2
och I1.3) till probandet beddmdes vid en klinisk undersdkning vara friska. Detta tydde pa en
autosomal recessiv neddrvning, 4ven om en dominant neddrvning med variabel penetrans inte
kunde uteslutas. For att bekréfta typen av neddrvning parades probandet med sin far (II.3).
Darefter parades en frisk avkomma (IV.4) som antogs vara heterozygot, med tvé afficierade
systrar (IV.1 och IV.7) som antogs vara homozygoter. En till probandet avldgset besldktad
afficierad labradorhane parades med tva friska tikar (V.5 och V.6). Ur det resulterande
genealogiska diagrammet valdes fyra generationer omfattande 40 labradorer ut. Hilften av
dessa var afficierade (12 tikar och 8 hanhundar). Varje labrador evaluerades under den forsta
levnadsméanaden och en for liten viktokning och avsaknad av senreflexer gav misstanke om
CNM. Vid tre till fem manaders alder faststilldes diagnosen med hjidlp av tecken pa
muskelsvaghet och histologiska snitt fran muskler. Tvé afficierade labradorer (V.9 och V.14)
parades och alla deras valpar (VI.10-VI.14) utvecklade kliniska symptom, vilket tydde pa
fullstdndig penetrans (Tiret et al. 2003).
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Figur 4. Figuren visar ett genealogiskt diagram dér varje individ identifieras med hjélp av en romersk siffra som

YYYY

anger generationen och en arabisk siffra som anger positionen i generationen. Parningarna tog utgangspunkt i
tiken III.13 och hennes far I1.3. De resulterande labradorerna inkluderas i den grda markeringen. Sneda
dubbellinjer skiljer kullar at. Svarta symboler representerar diagnostiserade afficierade labradorer. Svartvita
symboler representerar diagnostiserade icke afficierade labradorer som bekréftats vara heterozygoter med hjilp
av genotypning. Grda symboler representerar diagnostiserade icke afficierade labradorer som inte kunnat
genotypas. Vita symboler representerar labradorer som inte genomgatt klinisk undersdkning. Pilar indikerar det

afficierade probandet och en avlagset besldktad labradorhane (Tiret et al. 2003).

3.2 Kartlaggning av sjukdomslokuset

En genomskanning genomfoérdes med 66 sedan tidigare kartlagda mikrosatelliter som tickte
78 % av hundens genom (Mellersh et al. 1997). Probandet (I11.13) och hennes friska far (I1.3)
genotypades och av de 66 mikrosatelliterna var 15 heterozygota for fadern och homozygota
for probandet. DNA fran 13 friska och 18 afficierade labradorer genotypades for de 15
markorerna, och resultaten jimfordes. Markorer som endast sdgs hos de afficierade
labradorerna utsags till kandidater f6r koppling till sjukdomens lokus. Alla 40 labradorer ur
det genecalogiska diagrammet genotypades och en kopplingsanalys genomfordes (Tiret et al.
2003). En koppling uppticktes mellan cnm och en mikrosatellit pA hundens kromosom 2
(CFA2), FH2087U (LOD score = 7,97, 6 = 0,03, (Bilaga 3)) (Werner et al. 1999).
Labradorerna genotypades direfter med alla markdrer som var kartlagda pd en radiation
hybrid map och en meiotic map runt centromeren pa CFA2 (Mellersh et al. 2000; Breen et al.

2001). En tvapunkts kopplingsanalys genomfordes och maximalt LOD score (9,93) visade sig
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tillhora markéren CPH7 (6 = 0,00), som segregerade med cnm. Markorerna FH3006 och
AHT132 visade sig vara kopplade till cnm med LOD score = 6,63; 6 = 0,06 respektive LOD
score = 5,54; 6 = 0,07. Dérefter genomfordes en multipunkt kopplingsanalys som gav det
hogsta LOD score vérdet (7,31) mellan markérerna FH2087U och CPH7 med ett 2,0 LOD
unit support intervall pd 19,2 ¢cM. Med hjilp av haplotyp analys uppticktes rekombination
mellan cnm/CPH7 och antingen FH2087U eller AHT132. Resultatet blev att cnm kunde
kartldggas till ett intevall pd 18,1 cM pd CFA2 mellan markérerna FH2087U och AHT132
(Tiret et al. 2003).

3.3 Identifiering av den humana homologa regionen

Det var kidnt sedan tidigare studier att en markor kallad VIM kunde tillskrivas samma
kopplingsgrupp som FH2087U (Werner et al. 1999). VIM &r hos manniskor lokaliserad till
den korta armen av den humana kromosom 10 (HSA10p13) (McKusick et al. 2004). Detta
starkte ortologin mellan den centromera regionen av CFA2 och HSA10p13 (Tiret et al. 2003).
Regionen pd HSA10p vidgades med reciprok kromosomfargning mellan hundens och
méanniskans karyotyp (Breen et al. 1999; Yang et al. 1999). Med hjalp av fluorescence in situ
hybridization (FISH) lokaliserades utvalda markorer fran HSA10p till CFA2 (Tiret et al.
2003).

3.4 ldentifiering av kandidatgenen

NCBI Map Viewer anvindes for att identifiera 208 gener inom cnm regionen pd HSA10p. Det
fokuserades pé gener som uttrycktes i skelettmuskulatur i samma tidsrum som afficierade
labradorer visade symptom (Pele et al. 2005). En av dessa gener, protein tyrosine
phosphatase-like member A (PTPLA), uttrycktes pa lag nivd i vuxen human skelettmuskulatur
(Li et al. 2000). Hos moss uttrycktes PTPLA genom hela myogenesen och pa hog nivé i
vuxen skelettmuskulatur (Uwanogho et al. 1999).

3.5 Ildentifiering av mutationen

Hundens PTPLA striacker sig 6ver mer én 20 kilo baspar (kb) och innehaller sju exoner som
kan transkriberas till tva isoformer. Dessa isoformer skiljer sig 4t genom att antingen bevara
exon 5 (PTPLATfI, full length) eller exkludera exon 5 (PTPLAdS, deleted exon 5). Deletion av

exon 5 resulterar i storningar 1 translationen.
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For att ta reda pd vilken specifik polymorfism som skulle kunna segregera med CNM i ett
genealogiskt diagram, uttogs genomiskt DNA fran labradorer som var homozygot normala

7, heterozygoter (cnm™) och homozygot afficierade (cnm™). Detta bréts ned och

(cnm
hybridiserades med en probe omfattande det mesta av PTPLA ¢cDNA. En Bam HI restriktion
fragment length polymorphism (RFLP) uppticktes i alla DNA-prover frén heterozygoter och
homozygot afficierade, men uppticktes inte hos ndgon homozygot normal labrador. Det

konstaterades att detta Bam HI RFLP segregerade med CNM.

De sju exonerna inom PTPLA frdn genomiskt DNA och muskulirt mRNA amplifierades
individuellt med PCR och RT-PCR. Till detta anvindes DNA och mRNA fran en heterozygot
och en homozygot afficierad labrador. Resultatet frdn exon 1 och 2 ses i Figur 5. PCR och
RT-PCR-amplifiering av exon 1 med Ex1F1 och ExIR1 primers (Fig. 5SA) gav ett fragment pa
123 baspar (bp) (Fig. 5B). Den enda skillnaden som sags efter amplifieringen av exon 1 var
en svagare signal ndr mRNA fran den homozygot afficierade labradoren anvéndes som
template jaimfort med mRNA fran heterozygoten. PCR-amplifiering av exon 2 med Ex2F1
och Ex2R1 primers (Fig. 5A) gav tvéd fragment, ett pd 105 bp och ett pd 341 bp (Fig. 5B).
Fragmentet pa 105 bp motsvarade den forvédntade storleken pd exon 2. Efter amplifiering av
exon 2 fran muskuldrt mRNA fran heterozygoten sigs ett fragment pa 105 bp. Detta fragment
sags didremot inte nir mRNA fran den homozygot afficierade labradoren anvédndes som

template (Fig. 5B).

A - B Exon 1 Exon 2
i LI 2 m Imn‘* cnmr, e, ] e, cnmr,  cnnT, l
E:Fl 551 E::F! EJ;RI gDNA mRNA mRNA gDNA mRNA mRNA
1 2 3 4 5 6 7
500 bp
c 300 bp e
1 2 3 4 5 6 7 g8 9 110 M
600 bp
123 bp
300 bp 105 bp

100 bp

Figur 5. Mutationsanalys av PTPLA. A. Lokalisering av PCR primers. B. Brunn 1: storleksmarkor. PCR av
genomiskt DNA fran en heterozygot (brunn 2, 5) och RT-PCR av muskuldrt mRNA frén en heterozygot (brunn
3, 6) och frén en homozygot afficierad labrador (brunn 4, 7) av exon 1 (brunn 2-4) och exon 2 (brunn 5-7). C.
PCR-amplifiering av genomiskt DNA frdn homozygot normala labradorer (brunn 2-4), heterozygoter (brunn 5-7)
och homozygot afficierade labradorer (brunn 8-10) av exon 2 och intron 2. Brunn 1, 11: storleksmarkorer (Pele

et al. 2005).
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For att ytterligare karakterisera fragmentet pad 341 bp utfordes PCR-amplifiering av exon 2
och intron 2 med Ex2F2 och Ex3R1 primers. Genomiskt DNA fran alla tre kombinationer av
alleler (cnm™, cnm® och cnm™) anvindes. Homozygot normala labradorer gav ett fragment
pa 282 bp och homozygot afficierade labradorer gav ett fragment pa 518 bp. Heterozygoter
gav fragment pa bade 282 bp och 518 bp (Fig. 5C). Fragmentet pa 518 bp sekventerades och
det visade sig innehalla en tRNA-liknande short interspersed element (SINE) (Bilaga 3) pa
236 bp (Fig. 6). SINE flankerades pa bdda sidor av en duplikation pd 13 bp och varje
duplikation inneholl en AGGT tetranukleotid. Inom SINE upptédcktes dven en Bam HI
restriktionssekvens (GGATCC) som forklarade varfor RFLP ségs hos heterozygoter och
homozygot afficierade labradorer. Hundar av andra raser, blandraser och labradorer utan
symptom pa CNM testades for forekomsten av SINE och alla visade sig vara negativa. Detta
styrkte kopplingen mellan SINE och CNM. Hérefter refereras PTPLA med insertion av SINE
i exon 2 som PTPLA?,

TGGTTGGTTCTAGCTATTGCCATGEPACGTTT - \+CACACAAAGGT

WTrnTrnTAAATmﬂTrrrrAAATTTrmﬂT!TMTranT
ATTTATTTATGATAGTCACACACAGATAGAGAGAGAGGCAGAGACACAGG
CAGAGGGAGAAGCAGGCTCCATGCACCGGGAGCCCGACGTGGGACTCG
ATCCCGGGTCTCCAGGATCGCGCCCTGGGCCAAAGGCAGGCGCCAAAC
CGCTGCGCCACGCAGGG#TCGCCQAQAQAA&EGJI[ TAT TA

Figur 6. Sekvensen av SINE visas med stora svarta bokstéver. Sekvensen av PTPLA exon 2 visas med sma gra
bokstdver. Duplikationen pa 13 bp &r understruken. Bam HI restriktionssekvensen (GGATCC) ar markerat med
fetstil. Graa oOverstrykningar indikerar sekvenserna (AGGT) som tillater korrekt splicing av SINE. Cirklar

markerar var splicing som leder till syntes av v1 sker (Pele et al. 2005).

For att undersbka om insertionen av SINE inom PTPLA exon 2 orsakade
transkriptionsdefekter amplifierades mRNA frén skelettmuskulatur fran alla tre kombinationer
av alleler (cnm™*, cnm™™ och cnm™) med RT-PCR (Fig. 7A). Ex1F2 och Ex7F1 primers
anvindes (Fig. 7B). Bade PTPLAfl och PTPLAd5 amplifierades fran homozygot normala
labradorer och heterozygoter. Daremot sdg sju RT-PCR produkter frdn homozygot afficierade
labradorer. Dessa sju produkter klonades och sekventerades for att faststdlla var splicing
skedde vid syntes av transkripterna. Tva av de sju produkterna motsvarade PTPLAfl och
PTPLAdS vilket indikerade att SINE splicades ut vid vissa tillfillen. Variant 1 (v1) av de
resterande fem produkterna (v1-v5) saknade en del av exon 2 och dessutom en del av SINE
och v2-v5 saknade en eller flera exoner (Fig. 7B). Efter translation kunde proteinerna hérledas
fran var och en av de sju transkripterna och det konkluderades att insertionen av SINE inom

PTPLA ledde till felaktiga splicing-mekanismer. Orsaken till att det sags PTPLAfl och
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PTPLAdS dven hos de homozygot afficierade labradorerna berodde pa sekvensen AGGT som
flankerade SINE. Detta kunde mojliggora korrekt splicing vid vissa tillfallen eftersom GT vid
5’-donatorsekvensen for splicing och AG vid 3’-acceptorsekvensen for splicing gav SINE en

ovanlig intronliknande status.

A i B
S enmr* cnm e AT T ZWiT s & 17}
R 1 2 3 |
, Vi ST T2 il & 17—

RNy
T HeEeEHH T ¢ {7}
AR ¥ i -
Extrz =~ VI ' Ex7F1
e

Figur 7. Splicing av PTPLA och PTPLA", "
A. Resultat av RT-PCR-amplifiering av mRNA fran _
skelettmuskulatur frén cnm™* (brunn 1), cnm®” (brunn f 3
2) och cnm” (brunn 3). B. Schematisk bild av vi l - Al s 1 ¢ 17/
transkripterna fran PTPLA® i skelettmuskulatur fran {1 03151 € 17}

homozygot afficierade labradorer. De streckade BT 1T T T —

linjerna representerar splicing-profilerna for varje

W T T 8T ¢ T[T}

transkript.  Pilarna  indikerar  positionerna  av

{1 [ & (7}

prematura stoppkoder (Pele et al. 2005).

For att undersdka om SINE i sig sjédlv var ansvarig for splicing-defekterna utfordes ex vivo
analyser med hjilp av exon-trapping (Bilaga 3) experiment. Tvd PTPLA genomfragment
(intron 1 till och med intron 4), ett med och ett utan SINE, klonades in i en pSPL3 exon-
trapping vektor. Badda plasmiderna transfekterades in i COS-7 celler och de resulterande
transkripterna genomgick RT-PCR och nested PCR (Bilaga 3) och analyserades. Plasmiden
utan SINE gav produkter motsvarande en normalt splicad transkript (exon 2 till och med exon
4), medan plasmiden med SINE gav kortare produkter pa grund av att exon 2 splicats ut. Det
konkluderas med hjdlp av detta tillvigagingssitt, att splicing-defekterna orsakade av
PTPLA*" ex vivo dven skedde nir genen transkriberades i muskelceller in vivo (Pele et al.
2005).

3.6 Kvantifiering av PTPLA?"- och PTPLA transkripterna
Med hjilp av real-time RT-PCR (Bilaga 3) utfordes kvantitativa analyser for att bestimma

bade den totala mingden av PTPLA?" transkripter och proportionen av normala transkripter
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av PTPLA* i homozygot afficierade labradorers muskler i forhallande till heterozygoter.
Resultatet visade att PTPLAY transkriberades till 35 % i forhallande till antalet totala
transkripter av PTPLA 1 heterozygoters muskler. Normala transkripter hos de homozygot
afficierade labradorerna utgjorde mindre 4n 1 % 1 fOrhallande till transkripter hos

heterozygoter (Pele et al. 2005).

3.7 Orsaken till CNM

En homozygot insertion av en tRNA-liknande SINE inom PTPLA exon 2 observerades hos
afficierade labradorer och visade sig segregera med CNM. Det konstaterades att SINE ligger
bakom transkriptionella fel och att insertionen inom PTPLA hos afficierade labradorer verkar
som en hypomorfisk mutation pd grund av (I) att SINE kan splicas normalt, men endast 1
mindre dn 1 % av tillfillena; (II) att delvis exonisation av SINE kan ske; (III) att exon-
skipping involverar flera exoner och (IV) att den totala mingden PTPLAY transkripter ar

kraftigt reducerad (Pele et al. 2005).

4. Material och metoder

4.1 Undersokning av allelfrekvensen av anlaget for CNM
Undersokningen utformades som en observationell tvérsnittsstudie. Forskningen kring
mutationen som orsakar CNM, offentliggjord i Pelé et al. 2005, anvindes som végledning vid

genomforandet av mutationstestet.

4.2 Val av labradorer till att inga i undersékningen

Béade Dansk Kennel Klub (DKK) och Dansk Jagthunde Registrering (DJR) kontaktades med
en inbjudan om att delta i undersdkningen. DKK tackade ja till att delta medan DJR avbojde.

I april 2008 mottogs en lista frdn DKK 6ver féder till labradorer registrerade 1 DKK ar 2005.
Listan innefattade dven fader till labradorer fodda andra ar, och dessa sorterades déarfor bort sa
att den endast inneholl fader till labradorer fodda ar 2005. En kull per far valdes ut
slumpmadssigt och dérefter sorterades fiader registrerade i utlandet bort. I ett forsok att minska
slaktskapet mellan utvalda individer valdes slumpmassigt en kull per far per kennelnamn ut.
Féder éldre &n tio ar sorterades bort och 60 fader valdes ut med hjélp av lottdragning. Dérefter

togs det med hjilp av DKK’s hunddatabas reda pa namnet pa modrarna till de utvalda
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kullarna och dessa inkluderades i undersokningen. De labradorer som avlidit sorterades bort

och samtidigt togs respektive partner bort fran undersdkningen.

4.3 Insamling av DNA fran de utvalda labradorerna

I maj 2008 séndes brev ut till dgare till 50 fider och 50 mddrar med hjélp av dgaruppgifter
frin DKK’s hunddatabas. Brevet inneholl ett informationsbrev med svarstalong (Bilaga 4), en
véigledning till uppsamling av DNA (Bilaga 5), ett FTA-kort, tva sterila provtagningspinnar
och ett frankerat och adresserat svarskuvert. Agarna uppmanades i viigledningen att med hjilp
av en steril provtagningspinne ta ett DNA-prov frén sin labradors kindslemhinna och éverfora
detta till ett FTA-kort. De dgare som oOnskade fa ta del av sin labradors provresultat
uppmanandes att fylla i namn, adress och labradorens fullstindiga namn och
registreringsnummer pé svarstalongen. Agare som dnskade certifikat pa provresultatet skulle

fa sin labradors identitet verifierad av en veterinir vid provtagning.

I augusti 2008 sattes en beskrivning av foreliggande undersokning med en paminnelse till
dgarna till de utvalda labradorerna in i DRK’s medlemstidning Retrievern. I september samma
ar hade 44 utav 100 utsinda FTA-kort returnerats till Institut for Basal Husdyr og

Veterinervidenskab, Det Biovidenskabelige Fakultet, Kabenhavns Universitet.

4.4 Insamling av kontroll-DNA

For att sdkerstilla mutationstestets tillforlitlighet behovdes DNA frén en homozygot normal,
en heterozygot och en homozygot afficierad labrador. Med hjilp av en lista som bygger pa
enskilda svenska labradordgares inskickade resultat (Lindell 2008) och Svenska
Kennelklubbens hunddata (Svenska kennelklubben 2008) lokaliserades och kontaktades en
dgare till en heterozygot labrador. Anledningen till att en svensk dgare kontaktades var att det
underlittade praktiskt. En dansk dgare till en homozygot afficierad labrador erbjod sjdlvmant
sin hjélp efter att ha fatt kinnedom om foreliggande undersokning. Utover detta kontaktades
en dgare till en labrador som antogs vara homozygot normal, vilket senare kunde bekréftas.

Béde blodprov och kindskrap togs fran alla tre labradorer.

4.5 Utvinning av DNA fran FTA-kort
Vid all hantering av FTA-korten anvindes engangshandskar for att undvika kontamination.
En cirkel, 2,0 mm i diameter, utstansades fran FTA-korten (Whatman) med en Uni-Core

Punch (Harris) med en Cutting Mat (Harris) som underlag. FTA-kort fran alla 44 labradorer
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som deltog i undersokningen anvidndes. Dessutom anvidndes FTA-kort frdn en kéind

++

homozygot normal (cnm™"), en heterozygot (Cnm” ) och en homozygot afficierad labrador

(cnm™) som referenser samt ett FTA-kort utan DNA som blindprov.

De utstansade bitarna placerades i vars ett PCR-amplifieringssror i en PCR-platta och
tvittades med TE™ buffert (10mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0). Det tillsattes 200 pl
TE" buffert med pipett till vardera PCR-amplifieringsror. Vitskan sdgs upp och ner i PCR-
amplifieringsroren med pipett tre gnger i ett forsdk att optimera utvinningen av DNA fran
FTA-korten. Pipettspetsen byttes mellan varje PCR-amplifieringsrér for att undvika
kontamination. Proverna inkuberades vid rumstemperatur i 5 minuter och TE" bufferten
avldgsnades direfter med pipett. Proceduren upprepades fyra génger, vilket gav totalt fem

tvattar.

De utstansade och tvittade FTA-korten torkades i en Combi Thermal Reactor TR2 (Hybaid)
vid 56 °C 1 10 minuter.

4.6 Amplifiering av DNA

Till varje PCR-amplifikationsror tillsattes 2 pl Milli-Q vatten och 18 pl PCR mastermix
innehallande 1,2 pul MgCl, (25 mM), 2,0 ul 10xPCR buffert (15 mM MgCl,), 1,0 ul ANTP (4
mM), 0,8 pl primer forward (10 pmol/ul), 0,8 primer reverse (10 pmol/ul), 0,1 pl Qiagen
Hotstart Taq enzym (5 U/ml) och 12,1 ul Milli-Q vatten. Primer forward (Ex2F2, 5°’-GGAAA
AAGGAACACACAAAGG-3’) och primer reverse (Ex3R1, 5’- ACCAATTAAACAGTGG
ACTAT-3) var specifika for exon 2 och exon 3 inom PTPLA (Pele et al. 2005).

PCR-amplifieringen genomfordes i en DNA Engine Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories) med foljande forhéllanden: 94 °C i 3 minuter, tvd cykler med 94 °C i 30
sekunder, 57 °C 1 30 sekunder, 72 °C i1 2 minuter, tva cykler med 94 °C i1 30 sekunder, 55 °C i
30 sekunder, 72 °C i 2 minuter, tva cykler med 94 °C i 30 sekunder, 53 °C i 30 sekunder,
72 °C 1 2 minuter, 29 cykler med 94 °C i 30 sekunder, 50 °C i 30 sekunder, 72 °C i1 2 minuter,
72 °C i 5 minuter (Pele et al. 2005) och till sist 12 °C konstant.

4.7 Separering av DNA fragment
En 2 % agarosgel framstilldes och placerades i 1XTAE buffert. Det tillsattes 5 pl 5x orange
gel-loading buffert till varje PCR-amplifieringsrér innehallande amplifierat DNA. Det
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overfordes 20 pl fran ett PCR-amplifieringsror till en brunn i agarosgelen och proceduren
upprepades for varje ror. En 100 bp storleksmarkor tillsattes 1 forsta och sista brunnen.
Gelelektrofores utfordes med 120-125 V i1 30 minuter sd att fragmenten migrerade.
Agarosgelen avlidgsnades frdn 1xTAE bufferten och banden pa gelen visualiserades med UV-

ljus (100 %).

FTA-kort fran varje labrador genomgick mutationstestet minst tvé ginger.

4.8 Utskick av attester

Efter tolkning av resultaten frdn mutationstestet skrevs och sédndes attester till de
labradordgare som returnerat svarstalongen. Det skildes pa attester till dgare vars labradors
identitet verifierats av veterinir och attester till 4gare vars labradors identitet endast verifierats

av dgaren sjdlv. En mall pé attester som sédndes till labradordgarna kan ses i Bilaga 6.

5. Resultat

++

PCR-amplifiering av DNA fran homozygot normala labradorer (cnm ") gav ett band pd 282
bp och homozygot afficierade labradorer (cnm™) gav ett band pa 518 bp p4 agarosgelen. DNA
fran heterozygoter (cnm'”) gav band pa bade 282 bp och 518 bp.

Mutationstestet visade en heterozygot (cnm””) och 43 homozygot normala labradorer (cnm™")

(Fig. 8-10). Resultatet frdn heterozygoten ses i Fig. 9, brunn 17.

En utav de 60 utvalda labradorhanarna var far till labradorerna afficierade av CNM ndmnda i
kapitel 2.8. Efter att dgaren mottagit informationsbrevet meddelade vederborande att
labradoren avlidit. Eftersom labradorhanen producerat valpar afficierade av CNM och dérmed

var heterozygot, valdes det att inkludera den i resultatet.

Resultatet av foreliggande undersokning blev tva heterozygoter (Can ) och 43 homozygot
normala labradorer (Cnm+/+). Grundat péd foreliggande undersokning ar allelfrekvensen av
anlaget for CNM 2,2 % bland danska avelslabradorer med valpkullar fodda och registrerade 1
Dansk Kennel Klub ar 2005 (Bilaga 7).
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Figur 8. Resultat fran mutationstestet. Brunn 1, 12, 13, 24: 100 bp storleksmarkor,
brunn 2: kontroll-DNA frén FTA-kort fran en homozygot normal labrador (cnm*’*),
brunn 3: kontroll-DNA fran FTA-kort fran en heterozygot labrador (cnm™), brunn 4:
blindprov frén FTA-kort, brunn 5: kontroll-DNA fran FTA-kort frén en homozygot
afficierad labrador (cnm™), brunn 6-11, 14-22: DNA fran 15 labradorer som deltog i

undersokningen, brunn 23: hund som ej deltog i undersdkningen.
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Figur 9. Resultat frdn mutationstestet. Brunn 1, 12, 13, 24: 100 bp storleksmarkér,

4+

brunn 2: kontroll-DNA frén blod fran en homozygot normal labrador (cnm™"), brunn 3:
kontroll-DNA fran blod fran en heterozygot labrador (cnm*), brunn 4: kontroll-DNA
frén blod fran en homozygot afficierad labrador (cnm™), brunn 5: blindprov frin FTA-
kort, brunn 6: kontroll-DNA fran FTA-kort fréan en homozygot normal labrador

(cn m

), brunn 7: kontroll-DNA fran FTA-kort frén en heterozygot labrador (cnm™),
brunn 8: kontroll-DNA fran FTA-kort fran en homozygot afficierad labrador (cnm™),
brunn 9-11, 14, 15, 17-23: DNA frén 13 labradorer som deltog i undersékningen,

brunn 16: hund som ej deltog i undersdkningen.
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Figur 10. Resultat frén mutationstestet. Brunn 1, 12, 13, 21: 100 bp

storleksmarkor, brunn 2-11, 14-20: DNA fran 17 labradorer som deltog i

undersokningen, brunn 22-24: tomma.

6. Diskussion

Foreliggande undersokning gav en genotypfrekvens av homozygot normala pa 95,6 %, av
heterozygoter pd 4,4 % och av homozygot afficierade pd 0 % bland danska avelslabradorer
med valpkullar fodda och registrerade i Dansk Kennel Klub ar 2005. Utifran detta berédknades
allelfrekvensen av anlaget for CNM till 2,2 %. Med denna allelfrekvens som utgdngspunkt
blir den forvintade genotypfrekvensen av homozygot normala 95,6 %, av heterozygoter 4,3 %
och av homozygot afficierade 0,049 % 1 en population som befinner sig i Hardy-Weinberg
jamvikt (Bilaga 7). For att undersoka om testpopulationen befinner sig i Hardy-Weinberg
jamvikt kan ett x>-test utforas, men detta blir missvisande eftersom homozygot afficierade

labradorer inte inkluderades i foreliggande undersdkning och testpopulationen ar liten.
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Pé bakgrund av DKK’s etiska rekommendationer for uppfodning (Bilaga 8) antogs det att det
inte avlas pa labradorer med symptom pa CNM. Darfor antogs det dven att det inte fanns
nagra afficierade labradorer i testpopulationen, vilket medforde att dessa inte fanns med 1

berdkningen av allelfrekvensen av anlaget for CNM.

Mutationstestet genomfordes fyra ginger pa DNA fran den heterozygota labradoren. I tvé
utav de fyra tillfdllena sdgs tva band, ett pa 282 bp och ett pa 518 bp. Det bedomdes att risken
for ett falskt negativt resultat var storre dn risken for ett falskt positivt resultat och dérfor
beslutades det att denna labrador skulle bedomas som bérare av CNM. Utstansade bitar fran
samtliga FTA-kort sédndes till Ecole Nationale Vétérinarie d’Alfort 1 Frankrike for en
dubbelbestimning. Den 5 januari 2009 hade resultaten frin Frankrike inte anlint till Institut
for Basal Husdyr og Veterinervidenskab, Det Biovidenskabelige Fakultet, Kebenhavns

Universitet.

Ar 2005 anvindes 280 labradorer registrerade i DKK i avel. DJR limnar inte ut motsvarande
uppgifter till utomstdende. Dérfor dr det inte mdjligt att avgéra hur manga labradorer
registrerade i DJR som anvénts i avel 1 forhallande till DKK. D& DJR avbdjde forfrigan om
att delta i undersdkningen &r testpopulationen inte representativ for den generella

labradorpopulationen i Danmark.

Urval av labradorer till att delta i undersdkningen baserades pa fordldrar till kullar fodda och
registrerade i DKK &r 2005. For att ha fatt en mer aktuell bild av allelfrekvensen i
labradorpopulationen, kunde urvalet ha skett bland fordldrar till kullar fodda ett senare é&r.
Urvalet av labradortikar hade varit mer slumpmaéssig om det inte baserat pa specifika kullar,
utan skett pd samma sétt som med hanhundarna. For att ha fitt en mer representativ bild av
hela labradorpopulationen kunde urvalet t.ex. ha baserats pa valpar fodda ett specifikt ar och
da hade inget urval skett baserat pa om labradorerna anvints 1 avel eller inte. Vid urval av
labradorer till att delta 1 unders6kningen forbisags foréldrar till kullar fodda ar 2005, men
registrerade ar 2006, och detta bor tas i betraktning vid tolkning av resultatet.

En bortsortering av labradorer dldre dn 10 &r gjordes for att minska risken for att de utvalda
labradorerna skulle vara avlidna. Syftet var att minska risken for att FTA-korten inte skulle
returneras. Bortsorteringen medforde dock en risk att forbise labradorer dldre dn 10 ar som

fortfarande var i livet.
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Det gjordes ett forsok att minimera risken for néra sléktskap mellan de utvalda individerna
genom att endast vélja en far per kennelnamn. Ett alternativ vore att jamfora labradorernas
stamtavlor d& tvd hundar fran olika kennlar kan ha nirmre sldktskap &n tvd hundar fran

samma kennel. Detta ansdags dock inte praktiskt genomforbart inom den angivna tidsramen.

For att urvalet skulle ha gjorts helt slumpmaéssigt skulle lotten fullstindigt ha avgjort vilka
labradorer registrerade i DKK som skulle delta i undersokningen. Eftersom sé inte var fallet

beddms testpopulationen inte vara representativ for samtliga labradorer registrerade i DKK.

Antalet labradorer som valdes ut till att delta i1 foreliggande unders6kning var 100 stycken.
Dock returnerades FTA-kort endast fran 44 labradorer. For att fler FTA-kort skulle returneras
sattes en paminnelse in i DRK’s medlemstidning Retrievern, men det kunde dven ha skickats

en personlig pdminnelse per post till labradorégarna.

Blodprov och kindskrap diskuterades som alternativ till uppsamling av DNA fran
labradorerna. I en artikel publicerad ar 2007 beskrivs en studie déir storskalig SNP
genotypning genomfordes med hjidlp av DNA bade frén kindskrap fixerat pd FTA-kort och
fran blod. Provtagningsmetoderna gav identiska resultat (He et al. ). Kindskrap och FTA-kort
valdes 1 foreliggande undersokning da provtagningen kunde utforas av labradordgarna sjélva 1
hemmet och transporteras i ett vanligt kuvert. For att se om provtagningsmetoderna skulle ge
identiska resultat valdes det att inkludera kontroll-DNA béde fran kindskrap fixerat pa FTA-
kort och fran blod. Resultatet i foreliggande undersokning visade en tydlig skillnad d& DNA
frdn blod (Fig. 9, brunn 2-4) gav ett mer palitligt resultat &n DNA fran kindskrap fixerat pa
FTA-kort (Fig. 9 brunn 6-8). En anledning till detta kan vara att DNA fran blod gav upphov
till ett storre antal PCR-produkter jimfort med DNA frén kindskrap fixerat pa FTA-kort.

Forildrarna till labradorerna nimnda 1 kapitel 2.8 dr heterozygoter eftersom de producerat
valpar afficierade av en autosomalt recessiv sjukdom. Dessa fordldrar ingér i populationen pé
280 labradorer som é&r registrerade i DKK och som anvindes i avel ar 2005. Fadern blev
slumpmaissigt utvald till att delta i undersokningen, men dgaren meddelade att labradoren
avlidit. Modern blev inte utvald till att delta 1 undersokningen. Totalt har fadern och modern
producerat 137 respektive 18 labradorvalpar registrerade i DKK. Labradoren som med hjilp
av mutationstestet i denna undersdkning visade sig vara heterozygot har producerat en kull

med sex valpar registrerade i DKK (Dansk Kennel Klub 2008). Totalt har de tre
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avelslabradorerna producerat 152 valpar. Om det antas att dessa avelslabradorer parats med
homozygot normala labradorer samt att det recessiva anlaget forts vidare till hdlften av

valparna enligt Mendelsk nedidrvning, innebér det att 76 av dessa valpar &r heterozygoter.

DKK har infort avelsrestriktioner for hoftledsdysplasi, armbagsledsdysplasi, progressiv retinal
atrofi och kryptorchism for labradorer for att forhindra spridning av arftliga anlag inom rasen
(Bilaga 8). For att forhindra att anlaget for CNM fors vidare i1 labradorpopulationen 1
Danmark skulle en avelsrestriktion for sjukdomen kunna inforas. En avelsrestriktion mot att
inkludera heterozygoter och homozygot afficierade i avel kan utrota anlaget for CNM. Detta
skulle innebéra att 95,6 % av labradorerna far anvindas i avel men i kombination med de
andra avelsrestriktionerna sjunker denna andel ytterligare. Ett sitt att 6ka andelen é&r att istéllet
infora en avelsrestriktion for CNM som tillater att heterozygoter anvénds i avel, men endast
paras med homozygot normala labradorer. Detta kan utrota sjukdomen men inte anlaget.
Inforande av en avelsrestriktion kan dven medfora att uppfodare, valpkdpare och veterindrer
uppmdrksammas pa att sjukdomen existerar. Nackdelar med en ny avelsrestriktion dr att det
kan uppfattas som besvirligt av uppfodare med de omkostnader som ytterligare en
avelsrestriktion innebér. Detta kan medfora att uppfodare ignorerar alla avelsrestriktioner och
borjar avla utanfor de stamboksforande organisationerna, vilket i sin tur leder till minskade

avelsbestdnd och minskad genetisk variation inom de individuella organisationerna.

Alla labradordgare bor informeras om CNM och om den lista uppréttad av DRK som star
omnidmnd i kapitel 2.9. Informationen kan t.ex. ges via foreldsningar och informationsblad.
Labradorigare, oavsett om de &r uppfodare eller inte, bor rapportera sin labradors resultat om
de har fitt den testad for CNM. Om det visar sig att sjukdomen &r utbredd 1

labradorpopulationen kan kanske en avelsrestriktion komma p4 tal.

Det ar viktigt att de tva differentialdiagnoserna X-bunden muskeldystrofi hos hundar och
arftlig myopati identisk med den som ses hos grand danois ocksa tas i betraktning av
veterindrer vid motet med en labrador med symptom pa CNM. Om ett mutationstest visar att
en labrador med symptom pa CNM inte dr afficierad bor en muskelbiospi tas for att bekrifta

eller avvisa dessa diagnoser.
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7. Slutsats

Syftet med rapporten dr att belysa centronukledr myopati (CNM) for personer som dr
involverade i avel av labradorer och dirmed forsoka bidra till att begriansa utbredningen av
sjukdomen. CNM ér en autosomalt recessiv myopati som orsakas av en homozygot insertion
av en tRNA-liknande SINE inom PTPLA exon 2 hos labradorer. En undersdkning gjordes
bland danska avelslabradorer med valpkullar fédda och registrerade i Dansk Kennel Klub ér
2005. Utav 45 labradorer visade sig tva vara heterozygoter for anlaget for CNM, vilket gav en
allelfrekvens pa 2,2 %.

8. Perspektivering

En reell och aktuell bild 6ver utbredningen av sjukdomen i1 den danska labradorpopulationen
kan erhéllas genom en kontinuerligt uppdaterad lista med resultat 6ver labradorer testade for
CNM. Detta kan bli borjan till en diskussion om ett eventuellt inférande av en
avelsrestriktion. Fragan dr om anlaget for CNM éar tillrackligt utbrett for att infora en
avelsrestriktion. Det skulle kunna utforas en mer omfattande undersdkning av allelfrekvensen
av anlaget for CNM i Danmark, &n undersdkningen beskriven i denna rapport. En liknande
undersokning skulle dven kunna utforas i andra lander for att fa ytterligare en bild av

utbredningen av sjukdomen.

Ett alternativ till inforandet av en avelsrestriktion skulle kunna vara att rekommendera att
mutationstest utfors pa labradorer med néra sléktskap till kéinda heterozygoter och homozygot
afficierade. Ett forslag ar att DRK sponsrar detta och ddrmed okar chansen att labradorerna
testas. Ett annat alternativ vore att DKK infor ett frivilligt avelsprogram med en

avelsrestriktion som framtida mal.
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Bilaga 1: FTA-kort

FTA stod ursprungligen for Flinders Tech Associates, efter det australiensiska universitetet
som utvecklat FTA-kortet. Senare borjade foretaget Whatman producera FTA-kort och
betydelsen av FTA d&ndrades till Fast Technology for Analysis of nucleic acid (Statens
kriminaltekniska laboratorium 2006). FTA-kort forenklar hantering och behandling av
nukleinsyror. Korten innehaller kemikalier som lyserar celler, denaturerar proteiner och
skyddar nukleinsyror fran nukleaser, oxidation och UV-stralning. Nukleinsyrorna frigérs och
fangas upp i kortets fibrer och ar darefter stabila i rumstemperatur i flera ar. Detta gor att
DNA-provtagning kan genomfdras varsomhelst och proverna kan transporteras enkelt. Andra
fordelar &r att FTA-korten inaktiverar och forhindrar véxt av bakterier och andra
mikroorganismer och &ndrar farg vid applicering av farglosa prover (Whatman 2007).
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Bilaga 2: Muskelfysiologi

Figur 1 visar en skelettmuskels uppbyggnad (Fox 1993). En skelettmuskel bestar av flera
muskelfascikler som i sin tur & uppbyggda av muskelceller, dven kallade muskelfibrer.
Normala muskelfibrer ar mellan 10 och 110 pum i diameter, och bestar av flera myofibriller.
Muskelfasciklerna omges av ett perimysium och varje muskelfiber i en fascikel omsluts av ett
endomysium. Muskelfascikler grupperas i muskler som omges av ett epimysium (Dellmann
H.D. & Eurell J. 1998).

Skelettmuskel
Epimvsiun
Perimyvsium
Fascikel
Endomyvsium

Muskelfiber

/ — )

Mvofibrill

Figur 1. En skelettmuskels uppbyggnad (Fox 1993).

Skelettmuskulatur klassificeras som typ | och typ Il. Muskelfibrer typ | kallas aven
langsamma roda muskelfibrer. De ar sma och rika pa blodkérl, mitokondrier och myoglobin.
Dessa muskelfibrer utnyttjar oxidativ metabolism och ar lampade for kontinuerlig

kontraktion. Muskelfibrer typ Il kallas &ven snabba vita muskelfibrer. De ar stora, har ett



omfattande sarkoplasmatiskt retikulum for snabb frigivelse av Ca** och har & blodkarl och &
mitokondrier. Dessa muskelfibrer anvands vid hopp, sprint och andra kortvariga kraftfulla
rorelser. Oftast bestar en muskel av en blandning av muskelfibrer typ | och typ Il och
proportionerna varierar i dverensstaimmelse med muskelns anvandningsomrade (Cunningham
2002).
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Bilaga 3: Genetiska facktermer

LOD (logarithm of the odds) score ir sannolikheten att det finns en koppling mellan tva
lokus, relativt till att det inte finns en koppling. Det nedre griansvérdet for LOD score for

koppling mellan tva lokus &r satt till viardet tre av humana genetiker (Hartwell et al. 2004).

0 (theta) ir rekombinationsfrekvensen mellan tvd markorer pa en kromosom under meios.
0 varierar fran 0 (de tva markorerna separeras aldrig) till 1,0 (de tvd markorerna separeras

alltid) (Strachan & Read 2004).

Transposabla element (TE)

Cirka 45 % av det humana genomet bestir av mobila DNA-sekvenser som kallas transposabla
element (TE). Vilket som helst segment som utvecklar formégan att forflyttas fran plats till
plats inom genomet kallas ett TE oavsett dess ursprung eller funktion. Nagra TE har utvecklat
funktioner som hjélper deras vird, men sekvenserna behover inte tillfora négot till virden. De
flesta TE varierar i lingd fran 50 baspar (bp) till 10 000 bp. Ett specifikt TE kan finnas pa

flera platser i genomet och kan dessutom uppkomma och forsvinna under evolutionens gang.

TE delas in i fyra grupper: long interspersed elements (LINEs), short interspersed elements
(SINEs), long terminal repeat (LTR) retroposoner och DNA transposoner. De tre forstndmnda
transponerar med hjélp av omvénd transkription och kallas retroposoner. Den sistnimnda
gruppen transponerar direkt som DNA. De TE som kan transponeras sjdlvstindigt kallas
autonoma element. Om en deletion omdjliggdr transponeringen av ett TE strandas det pa dess
befintliga plats i genomet och det bendmns icke-autonomt. Exempel pé detta dr inaktivering
av genen for omvénd transkriptas 1 ett retroposon och inaktivering av genen for transposas i
ett transposon. En del icke-autonoma TE kan forflyttas med hjédlp av autonoma elementet pa

andra placeringar i genomet.

Insertion av ett TE nira eller inom en gen kan paverka genens uttryck och dndra fenotypen.
Om ett TE hamnar inom en exon eller en intron kan det &ndra ldsramen eller sa kan
effektiviteten av splicingen minska. Det kan vid vissa tillfillen resultera i att TE avldgsnas
fran den priméra transkripten och ge viss syntes, men mindre dn normalt, av det funktionella

proteinet. TE kan utldsa spontana kromosomforidndringar pa flera sitt. Om t.ex. tva kopior av



samma TE sitter nidra varandra men inte pa identiska platser p4 homologa kromosomer, kan
de vid 6verkorsning resultera i kromosomer med deletioner och duplikationer av intilliggande

gener.

Forutom CNM hos labradorer dr narkolepsi hos doberman ett exempel pa en sjukdom som
orsakas av en insertion av en SINE i en gen (Lin et al. 1999). SINEs é&r retroposoner som
utgoér 13 % av det humana genomet. De dr icke-autonoma och 100-300 bp ldnga. Samtliga
SINEs i ddggdjurens genom ser ut att ha utvecklats frdn olika former av RNA, oftast tRNA.
SINE har en poly-A svans pa 3’ dnden av cDNA-strdngen (Hartwell et al. 2004).

Exon trapping ir en teknik for att upptécka sekvenser inom ett klonat genomiskt DNA dér

exoner kan splicas i en speciell vektor (Strachan & Read 2004).

Nested PCR ér ett sitt att 0ka specificiteten av PCR-reaktionen. Produkterna fran den forsta
amplifieringen fortunnas och anvidnds som utgdngspunkt for en andra reaktion med andra
primers. Dessa primers motsvarar sekvenser nidra men innanfor de primers som anvéndes i

den forsta reaktionen (Strachan & Read 2004).

Real-time PCR ér en form av kvantitativ PCR dér det anvinds en fluorescens-detekterande
termocykler for att amplifiera specifika nukleinsyrasekvenser och samtidigt médta deras

koncentrationer (Strachan & Read 2004).
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Bilaga 4: Informationsbrev med svarstalong

DET BIOVIDENSKABELIGE FAKULTET

FOR FODEVARER, VETERINARMEDICIN OG NATURRESSOURCER

KOBENHAVNS UNIVERSITET
(Tidligere den Kgl. Veterinar- og Landbohejskole)

Kere labradorefer,

Vi er to dyrleegestuderende, der skal skrive speciale om en arvelig muskelsygdom hos labrador,
kaldet CNM. Til vores undersggelse har vi brug for DNA fra ca. 100 labrador retrievere,
tilfeeldigt udvalgt blandt de hunde der var avisaktive i 2005.

Din hund er en af de udvalgte, og vi vil veere
meget taknemmelige hvis du vil deltage i undersggelsen.

Hvad skal du ggre?

I kuverten finder du udstyr til at udtage en DNA-prgve fra din hunds mundslimhinde. Det er to
indpakkede prgvepinde med skumgummihovede samt et lille papkort, der indeholder et stykke
lysergdt filtrerpapir med to sorte cirkler pa. Der findes desuden en vejledning, der beskriver
hvordan prgven udtages. Nar du har udtaget prgven laegges papkortet i den frankerede
svarkuvert og postes.

Hvad far du ud af det ?

Nar vi modtager kortet med celler fra din hunds mundslimhinde, bruger vi det til at udfgre en
DNA-test for sygdommen CNM. Din hund er helt sikkert ikke syg — sa ville du kunne se det pa
den (se nedenfor for en beskrivelse af sygdommen). Men den kan veere skjult baerer af
sygdommen og det er en vigtig oplysning at fa, nar man ejer en avishund.

Ved at deltage i projektet bidrager du desuden til at gger vores viden om udbredelsen af
sygdomsgenet - en viden der bl.a. er nyttig far man gar ind og anbefaler brugen af den nye
DNA-tests.

Din hunds resultat mht. CNM er fortroligt og vil ikke blive videreformidlet til andre. For at f& din
hunds resultat at vide, skal du skrive navn, adresse og/eller mail pa blanketten nedenfor og
sende den med i den frankerede svarkuvert (Dette brev er udsendt af DKK ud fra de ejer-
oplysninger der er registreret pa hundens stambogsnummer — DKK ma ikke udlevere
adresseoplysninger, derfor kender vi ikke din adresse).

Det resultat du modtager kan du bruge i dit eget avisarbejde, men det kan ikke betragtes som
en egentlig "CNM-attest”. @nsker du en attest pa din hunds CNM-status, kreever det at
mundhuleskrabet er udtaget af en dyrleege der kan verificere hundens identitet med stempel
og underskrift.






Mere om CNM

CNM er en forkortelse for diagnosen Centro-Nukleaer Myopat. Det er en arvelig muskelsygdom
og arvegangen er sakaldt autosomal recessiv. Det vil sige at syge hunde har skal have
modtaget et sygt gen fra begge deres foreeldre.

Symptomerne starter allerede ved to ugers alderen, hvor syge hvalp viser muskelsvaghed og
beveaegelsesproblemer. Der findes ingen medicin der kan helbrede hunden og det ender oftest
med aflivning.

Hvis du vil vide mere om sygdommen kan det findes pa www.labradorcnm.com

Har du spgrgsmal vedrgrende undersggelsen er du meget velkommen til at kontakte os pa
cnmspeciale@dsr.life.ku.dk

Med Venlig Hilsen

Jessica Astermark, jessica@dsr.life.ku.dk Malin Larsson, malin@dsr.life.ku.dk

Helle Friis Proschowsky, hfp@life.ku.dk
Dyrleege, vejleder pa projektet

Navn:

Adresse:

Evt. mailadresse:

Hundens fuldsteendige navn:

Hundens stambogs nummer:

Evt. verifikation af hundens ID, dyrleeges stempel og underskrift



Bilaga 5: Véagledning till uppsamling av DNA

VEJLEDNING
TIL OPSAMLING AF DNA
FRA MUNDSLIMHINDEN

Indicating FTA”"

Mini Card
Whatmans




1. Lees vejledningen inden du gar i gang.
2. Teenk pa falgende:
v Din hund skal ikke have spist eller drukket umiddelbart far pravetagning.

v" Undga sa vidt muligt at skumgummiet pa pravepinden kommer i kontakt
med anden end hundens mundslimhinde og det lyserade filtrerpapir pa
FTA-kortet.

v Nar skumgummipuden har vaeret i kontakt med FTA-kortet skal du ikke
bruge den i hundens mund igen. Brug i stedet prgvepind nr. 2, hvis du er i
tvivl om der er materiale nok.

3. Placer Jeres FTA-kort pa en ren, tgr og lige overflade.

4. Skriv hundens komplette navn
(inkl. kennelnavn) og stambogs-
nummer pa FTA-kortet.

5. Fjern plastikken fra prgvepindens
pakning og abn FTA-kortet sa det
lysergde papir med de to sorte
cirkler bliver synligt.




6. Adskil hundens over- og
underleebe ved hjeelp af
dine fingre. Fa evt. en
hjeelper til at holde hunden
hvis den er urolig. Hold
prgvepinden i den anden
hand og fegr den ind pa
indersiden af kinden. Gnub
skumgummiet forsigtigt
mod indersiden af kinden i
ca. 30 sekunder.

Gentag proceduren med
den samme prgvepind i
hundens anden kind. Til
slut fares prgvepinden ned
i bunden af mundhulen —
evt. ind under tungen — sa
skumgummipuden kan
opsuge sa meget spyt som
muligt.

7. Nu skal materialet
overfares til FTA-
kortet. Tryk skum-
gummipuden mod
papiret indenfor den
ene sorte cirkel og
vip puden fra side til
side med en rullende
beveegelse. GNUB
IKKE - papiret gar
nemt i stykker.
Vend skumgummi-
puden og overfar
resten af materialet
til den anden cirkel.




8. Det lysergde filtrerpapir skifter farve til hvidt nar mundhuleskrabet
overfgres. Hvis dette ikke sker, er der ikke materiale nok, og du kan
gentage proceduren med den vedlagte ekstra prgvepind.

9. Placer FTA-kortet som vist pa
billedet. Lad det luftterre ved
stuetemperatur i ca. 30 minutter.

10. Luk FTA-kortet, put det i den frankerede svarkuvert og send det med
posten. Husk at vedleegge blanketten med dit navn og din adresse, sa vi kan
sende svaret til dig.

TUSIND TAK FOR HJALPEN!

Tak til Mette Lybeck Ruclgkke, Hospital for Mindre vusdyr, for udlining af labradoren Vitus



Bilaga 6: Attest

DET BIOVIDENSKABELIGE FAKULTET

FOR FODEVARER, VETERINARMEDICIN OG NATURRESSOURCER

KOBENHAVNS UNIVERSITET

Agarens namn
och adress

DNA test, centronukleaer myopati (CNM), labrador retriever

Udfgrt pa Institut for Basal Husdyr- og Veterineervidenskab, Det Biovidenskabelige
Fakultet, Kgbenhavns Universitet efter metode beskrevet af Pelé M., Tiret L., Kessel
J-L., Blot S., Panthier J-J. (2005): Human Molecular Genetics. Vol. 14, pp. 1417-1427.

18.november 2008

Hundens navn: xxx INSTITUT FOR BASAL HUSDYR- OG
Stam bogs nummer: XXX VETERIN/ARVIDENSKAB

GENETIK OG BIOINFORMATIK
Hundens identitet verificeret af ejer.

Pravetype: kindskrab

GR@NNEGARDSVEJ 3

++ 1870 FREDERIKSBERG C

Resultat: homozygot cnm™" (normal)

Tolkning af prgveresultat: T 35332828
Hunden er homozygot normal for det gen der kan forarsage
sygdommen CNM. Der er derfor ingen risiko at hunden udvikler FAX 35333042
sygdommen. Der er heller ingen risiko at hunden far afkom som

udvikler sygdommen. Hvis hunden parres med en hund som er

heterozygot (rask baerer) vil 50 % af deres afkom, rent statistisk, blive hfp@life.ku.dk
heterozygote (rask beerer) og 50 % homozygot normale. www life ku.dk

DIR 35333067

Mulige udfald af DNA test:
homozygot cnm** (normal)
heterozygot cnm*” (rask baerer)
homozygot cnm™ (syg)

Med Venlig Hilsen

Helle Friis Proschowsky Jessica Astermark Malin Larsson
Dyrlaege, lektor Specialestuderende Specialestuderende



Bilaga 7: Hardy-Weinberg lagen

Populationer som bestar av ett stort antal individer, dar parning sker slumpmaéssigt, inga nya
mutationer uppstar, ingen migration sker in eller ut fran populationen och dar férmagan att

reproducera sig inte beror pa genotypen befinner sig i Hardy-Weinberg jamvikt.

Genotypfrekvensen = andelen av det totala antalet individer i en population som har en

specifik genotyp.

Allelfrekvensen = andelen av alla kopior av en gen i en population som &r av en given allel.
Allelfrekvensen ar konstant fran generation till generation i en population som befinner sig i

Hardy-Weinberg jamnvikt.

p = frekvensen av den normala allelen = frekvensen av cnm”

q = frekvensen av den sjukdomsorsakande allelen = frekvensen av cnm’

Fordelningen av genotypfrekvensen av zygoter som uppstar i en stor population bestaende av

sexuellt reproducerande diploida organismer ar p* + 2pq + g* = 1.

p? = genotypfrekvensen av homozygot normala individer= genotypfrekvensen av cnm**
2pq = genotypfrekvensen av heterozygota individer = genotypfrekvensen av cnm*”

g° = genotypfrekvensen av homozygot afficierade individer = genotypfrekvensen av cnm™
(Hartwell et al. 2004)

Testpopulationen
(danska avelslabradorer med valpkullar fodda och registrerade i Dansk Kennel Klub ar 2005)

Antal labradorer med genotypen cnm™’*: 43 st
Antal labradorer med genotypen cnm™’: 2 st

Antal labradorer med genotypen cnm™: 0 st



Genotypfrekvensen av cnm™*: 43/(43+2+0) = 0,956 = 95,6 %
Genotypfrekvensen av cnm™: 2/(43+2+0) = 0,044 = 4,4 %
Genotypfrekvensen av cnm™: 0/(43+2+0) =0 =0 %

Antal alleler av cnm™: 43.2+2 = 88 st

Antal alleler av cnm™; 0«2+2 = 2 st

Allelfrekvensen av cnm™: 88/(88+2) = 88/90 = 0,978 =97,8 % =p
Allelfrekvensen av cnm™ 2/(88+2) = 2/90 = 0,022 =2,2% =q

Beraknad genotypfrekvens utifran ovanstaende allelfrekvens

Genotypfrekvensen av cnm**: p? = (88/90)° = 0,956 = 95,6 %
Genotypfrekvensen av cnm™: 2pq = 2+(88/90)«(2/90) = 0,043 = 4,3 %
Genotypfrekvensen av cnm™: g% = (2/90)% = 0,00049 = 0,049 %
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Bilaga 8: Avelsrestriktioner

DKK’s definition av avelsrestriktioner &r att hundar av vissa raser skall uppfylla bestdmda
krav for att fa inga i avel. For att en valp ska fa ett danskt registreringsbevis kravs det att dess
foraldrar uppfyller avelsrestriktionerna for den gallande rasen (Dansk Kennel Klub 2008b).
DKK’s avelsrestriktioner for labradorer inkluderar héftledsdysplasi sedan 1 januari 2004,
armbagsledsdysplasi sedan 1 januari 2009, progressiv retinal atrofi (PRA) sedan 1 januari
1993 samt kryptorchism (von Rosen Vange 2008). Labradorer med héftledsstatus D eller E,
pa en skala fran A till E, far inte anvandas i avel. Detsamma galler for labradorer som har fatt
konstaterat PRA. Ett intyg fran en 6gonlysning far inte vara mer an tolv manader gammalt vid
parningstillfallet och undersokningen maste utforas av en veterinar som ar égonspecialist. Ett
DNA-test kan sedan 1 juli 2006 ersétta en 6gonlysning. For bade hoftledsdysplasi och PRA
galler att labradorerna maste vara minst 12 manader gamla vid undersokningstillfallet.
Hanhundar som ska anvéndas i avel maste ha intyg pa att de har tva normala testiklar pa
normal plats. Bada foraldrarna ska rontgas och ha en officiell armbagsstatus registrerad
(Dansk Kennel Klub 2008c).

Urval ur DKK’s etiska rekommendationer for uppfédning:
- Den som valjer en hund till avel, patar sig ansvaret att vardera om avelsdjuret &r
fysiskt och mentalt lampat till detta.
- Hundar med érftliga defekter bor inte anvandas i avel. Parningar som har resulterat i
valpar med allvarliga defekter, bor inte upprepas.
- Uppfodaren bor ge valpkoparna fullstdndiga upplysningar om foréldrardjuren.
- Bade uppfodare och hanhundsagare bor folja valparnas utveckling till vuxna hundar och

I6pande utvérdera deras avelsdjur (Dansk Kennel Klub 2006).

DKK’s hallning ar att uppfodare:
- bor skaffa sig kunskap om eventuella arftliga sjukdomar inom rasen
- bor undvika att anvanda ett djur i avel, som ar belastat med nagon form av sjukdom
- bor prioritera hélsa framfor andra egenskaper
- inte ska blunda for eller bortférklara svagheter och brister i uppfédningen (Dansk
Kennel Klub 2008a).
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