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Sammendrag

Labrador retrievere er den mest udbredte hunderaegden. | 2008 fandt Patterson et al. at
exercise-induced collapse (EIC) er et udbredt gmbhos raske yngre voksne labrador retrievere i
USA. Arsagen er en mutation i dynamin DNM1) lokaliseret p& kromosom 9 resulterende i en
aminosyreaending fra arginine til leucine i codon6.2®ynamin 1 har en essentiel rolle i
endocytose, hvor det optimerer den morfologiskeptida af det synaptiske maskineri ved hgij
intensitet medieret af det calcium-calmodulin afgage protein phosphatase calcineurin. Labrador
retrivere homozygote for mutationen vil derfor vieatiensiv motionering udvise muskelsvaghed,

ukoordinerede bevaegelsesmgnstre og kollaps i védfaiele med fatal udgang.

| dette speciale er 122 blodprgver fra labradaieetre indsendt fra Dansk Kennel Klub blevet
undersggt for mutationen. Deoxyribonukleinsyre (DN#a blodprgverne blev oprenset vha.
saltfeeldningsmetoden over to dage og amplificeest kirug af polymerasekasedereaktion (PCR).
Resultatet heraf var et PCR produkt bestdende af B&separ (bp). Ved tilseettelse af
restriktionsenzymeBmd1l, blev T676T allelen (muterede) skaret i tayfn@nter af str. 165 bp og
172 bp., mens G767G allelen (normal) forblev intdd&nne forskel i fragmenternes leengde blev
visualiseret ved brug af gelelektroforese og umagetsen viste faglgende fordeling i Danmark:
afficerede = 5,9 %, raske = 57,3 % og raske anleegsb= 36,8 %.

EIC er et udbredt problem i den danske populatidataador retrievere, og ydermere har det fra et
studie at Taylor et al. 2008 vist sig at have digerkonsekvenser for bade hund og ejer. Derfor
anbefales, at man vha. genetiske test udelukkeohggote med allelen T767T fra avl og tillader
parring mellem hetereozygot og rask for pa sigfi@ne DNM1 mutationen i populationen af

danske labrador retrievere.
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Abstract

Labrador retrievers are the most common dog breedtié World. In 2008 Patterson et al. have
shown exercise-induced collapse (EIC) to be a compneblem in young adult Labrador retrievers.
The reason is a mutation in dynaminONM1) at chromosome 9 causing a conversion of the
aminoacid arginine to leucine at codon 256. Dynainiras an essential role in endocytosis, were it
is dedicated to optimize plastic adaption of theapfic vesicle recycling machinery to high levels
of activity mediated by the calcium-and calmodu&pendent protein phosphatase calcineurin.
Therefore Labrador retrivers homozygote for the atah develop muscle weakness,

incoordination and life-threatening collapse afteéense exercise.

In the present project 122 blood samples collebie®anish Kennel Club have been screened for
the mutation. Deoxyribonucleic acid (DNA) from théod samples was extracted and purified
using a Salting-out method lasting two days angldied using Polymerase chain reaction (PCR).
The result from this was a PCR product consistih3Y bp. Adding the restriction endonuclease
SM1l, the T676T allele (the mutated allele) wasedigd into fragments at size 165 bp and 172 bp
while the G767G (the normale allele) remained itddis distinction in the lenght of the
fragments was visualized using gel electrophorasd the result of the screening was as follows:
affectet = 5,9 %, healthy = 57,3 % and healthyiearr 36,8 %.

Thus EIC is a widespread problem in the Danish [agjmun of Labrador retrivers and futhermore a
study by Taylor et al. 2008 has revealed that resulting in servere consequences for owner as
well as dog. It is therefore recommended to usetetesting to exclude dogs homozygous for the
T676T allele and allow mating between hetereozygmd healthy dogs to eventually remove the

DNM1 mutation in the population of Danish Labradorivetrs.
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®
1 Indledning

Labrador retrievere er den mest avlede hunde raeeden (Pattersoet al. 2008). |1 1993 blev der
for farste gang beskrevet et syndrom af motionslénance og kollaps i unge labrador retrievere
(Shelton 1993). For nyligt har det vist sig at veeteudbredt problem hos raske yngre voksne
labrador retrievere i USA. Her har syndromet faewmet exercise-induced collapse (EIC),
karakteriseret ved muskelsvaghed, ukoordineredesgelsesmganstre, kollaps i veerste tilfeelde med
fatal udgang, alt sammen udlgst af intensiv motioge(Moore 2003; Taylor 2002; Taylor 2000;
Taylor et al.2009; Tayloret al.2008; Tilley & Smith 2008).

Tidligere har man stillet diagnosen exercise-inducellapse ud fra eliminering af andre arsager,
der kan forarsage intolerance eller kollaps (Tagbral. 2008). Man har nu med stor statistisk
signifikans identificeret en enkelt nukleotid migat i dynamine 1 genet pa kromosom 9, pa
position 767, hvor basen guanin udskiftedes medthyesulterende i en aminosyresendring fra
arginine til leucine i codon 256, hvilket synesvagre arsagen til EIC (Pattersenal. 2008). Det
underbygges af dynamin 1's essentielle rolle i agansmission via endocytose (Claytenal.
2009; Clayton & Cousin 2009; Fergusenal.2007; Liuet al.2006; Markset al.2001).

EIC har vist sig at veere et problem resultererfdeks. sterilisering, restriktiv treening, aflivnirg
kollaps med daden til falge (Taylet al2008). | den forbindelse synes det at veere afrstevans
at undersgge udbredelsen af EIC i Danmark, forggérdade at kunne tage stilling til eventuelle

avlsrestriktioner.



1.1 Problemformulering

Exercise-induced collapse hos labrador har forghyist sig at veere et udbredt problem hos
labrador retriever i USA (Pattersat al. 2008). | den forbindelse synes det at veere retewgn
spaendende eksperimentelt at bestemme den genstake for EIC hos 122 labrador retrievere
vha. 122 tilgeengelige blodpragver samt at undersmipeedelsen af EIC i et udsnit af den danske
population af labrador retrievere. Afthaengig af edialsens omfang kan herefter tages stilling til,
hvorvidt der skal veere avlisrestriktioner ved brdigg@netiske test. Desuden gnsker jeg at belyse

syndromet EIC pa bade molekyleert og klinisk nivaddra et litteraturstudie.

1.2 Metode

Specialet bestar af en teoretisk del og en prakiiskDen teoretiske del bygger pa et litteratutistu

af syndromet EIC belysende bade det molekyleerelioggke ud fra hovedsageligt primaerkilder,
men ogsa enkelte leerebgger og reviews anvendespiaktiske del omfatter bestemmelse af 122
hundes EIC genetiske status. | den forbindelseyaseads deoxyribonukleinsyre (DNA), oprenset
fra blodprgver, indsendt af Dansk Kennel Klub. \ledg af Polymeraseksedereaktion (PCR) med
specialdesignede primere efterfulgt af skaering nesttiktionsenzymer er det muligt at pavise, om
mutationen i dynamin 1 R256L er tilstede via geieleforese. Som positiv kontrol anvendes DNA
fra en labrador retriever, der er diagnosticeretlC-gfficeret” vha. en gentest udfgrt ved
"Veterinary Diagnostic Laboratory College of Vetaiy Medicine”, Minnesota, USA.



2 Exercise-induced collapse

Syndromet exercise-induced collapse (EIC) er enraletig arsag til motionsintolerance hos raske
yngre voksne labrador retrievere (Moore 2003; Tay002; Taylor 2000; Tayloet al. 2009;
Taylor et al.2008; Tilley & Smith 2008).

2.1 Udlgsende arsager og kliniske tegn ved EIC

Labrador retrievere afficeret med EIC kan klaredntil moderat motion men vil ved kontinuerlig
intens aktivitet ledsaget af et hgjt spaendingsnivelive ataktiske og kollapse efter 5-15 min.
Udlgsende faktorer er iseer aktiviteter, der viehidsende pa hunden, og kan veere hundetraening
med apportering, konkurrence med andre hunde o¢ejagy. Desuden synes varme fugtige
omgivelser at gge sandsynligheden for kollaps, meikke en ngdvendighed for at kollapset
indtreeffer (Tayloret al.2008).

De tidligste tegn pa kollaps er en unaturlig uka@uedet gyngende gang med en bredsporet stilling i
bagpartiet. Stoppes hunden ikke, kan det progredieen ikke smertefuld parese med kontroltab i
bagpartiet og balanceproblemer. Hunden vil lgbe siagbende bagben, vakle og falde til siderne.
Ofte er det kun bagpartiet, der er pavirket, menkad@ progrediere til alle fire ben. Hunden kan
falde og blive liggende med nedsat muskeltonusgbbaene, manglende patellarrefleks og @get
extensortonus i forbenene. Hele episoden varer mitD og efter 30 min er der ofte komplet
reetablering, dog kan det i veerste tilfeelde endeltfal de fleste tilfeelde er hunden mentalt

velfungerende (Tayloet al.2009; Tayloret al.2008).

Figur 1. Labrador retriever afficeret med EIC. Hunden hans@nkrgblet
bellisy i bagpartiet umiddelbart efter 10 minuttér&rd motion (Tayloet al.2009)



2.2 Laboratorie veerdier
Nar labrador retrievere udfare en aktivitet, ma kierse arbejde. Det kreever adenosintriphosphat

(ATP), som dannes via anaerob og/eller aerob nedbryg af glucose og fedt (Silverthoet al.
2004). Ved intensiv motionering vil oxygenforsynamge ikke tilsvare musklernes oxygenforbrug,
og den anaerobe metabolisme vil derfor dominere. &®erobe metabolisme resulterer i dannelse
af laktat og hydrogenioner, der bufferes af bikadip hemoglobin og andre intracelluleere buffere.
Overstiger syreproduktionen buffersystemet kapgoiie der ses en metabolisk acidose. Desuden
konverteres en del af energien til varme (Cunning802).

Metabolisk acidose, forhgjet kropstemperatur ogt ggeygenforbrug resulterer i alveoleer
hyperventilation, som kan lede til hypocapnia ognied gget blod pH, en respiratorisk alkalose
(Cunningham 2002; Silverthoret al. 2004). Respiratorisk alkalose er associeret meadmai
gendringer i elektrolytkoncentrationer. Natrium,ikal og phosphat reduceres som fglge af gget
celluleert optag, og der ses en reduktion af ioatsealcium, da fraktionen af proteinbundet calcium
gges. Serumchloridkoncentrationerne er normaldetilforagede (Lambert-Drwiega & Byrd Jr
2009). Efter treening vil der derfor i labrador retere ses signifikante aendringer i temperatur,

syre-base sammensaetning og blod-gas spaendingabgté.

Veerdier umiddelbart efter motion

Variabel Reference Raske EIC EIC/COLL

hunde i hvile (n=14 hunde) (n=14 hunde) (n=10 hunde)
Temperatur 37,5°-39,2° € 41,8+0(3 41,8+0,5 42,030,0
Hunde >42° C 7 [ g
Puls 60-160 bpm 15021 169433 182426
PH 7,36-7,46 7,580+0,08(L 7,578+0,086 7,593+0,079
PaQ 85-105 mm Hg 140,3+17,8 116,5£18,8 120,1+9,4
PaCQ 30-44 mm Hg 14,744 9 12,8455 10,4+2.,0
HCOs 20-25 mm Hg 13,1+3,7 11,5£3,2 10,4+2,5
CK 0-300 p/L 143162 413+3@7 3281289
Glucose 3,3-5,6 mmol/l| 6,0+1,[7 7,1+114 7,6%1(2

Tabel 1. Middelveerdier + standard spredning for varialtéit efter 10 minutters hard motion i henholdsvsnbrmale labrador
retrievere, 14 labrador retrievere med EIC (EIC)L6dabrador retrievere udvisende gang-abnormetitdm fglge af EIC
(EIC/COLL). (Pa@= partial tryk oxygen, PaC@partial tryk kuldioxid, HC@ =bikarbonate, CK= kreatin kinase)signifikant
forskel fra veerdien i normale labrador retreive@gnifikant forskel i vaerdien fra normale labradetrievere antaget uens variation
(Matwichuket al.1999; Tayloret al.2009).

Som det fremgar af tabel 1 fra forsgg med badeeragkafficerede labrador retrievere, ses der hos
de afficerede hunde efter treening statistisk sikgmit forskel fra de raske ved fglgende 4 variabler
gget maengde kreatin kinase (CK), hyperglykaemi, tokse og hypocapnia. Alle de andre veerdier
er ikke signifikant forskellige. | forsgget findkencentrationen af laktat, pyruvat, laktat/pyruggt
total, fri og esterficeret karnitine i plasma sdnupsi af vastus lateralis normale, koncentratiosien

fri og total meengde karnitine i musklerne formineld& og urinudskillelse af total, fri og

esterficeret karnitine forggede. (Tayktral. 2009).
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2.3 Diagnose

Motionsintolerance eller kollaps i labrador reteey kan skyldes alt fra orthopaedisk,
kardiovaskuleer, pulmonal, metabolisk (systemiskerelprimaer muskulser) og endokrin, til
neuromuskuleer sygdom (Shelton 1993; Taylor 2008).rylig har det endvidere vist sig i raske,
yngre voksne labrador retrievere. Her har syndrdidet navnet EIC (Moore 2003; Taylor 2002;
Taylor 2000; Tayloet al.2009; Tayloret al.2008; Tilley & Smith 2008).

Tidligere har man stillet diagnosen EIC ud fra étiening af andre arsager, der kan forarsage
intolerance eller kollaps (Taylat al. 2008). For at eliminere de andre arsager udfiigende

undersggelser:

» Grundig Klinisk undersggelse (inkluderende orthapkedlg neurologisk undersggelse)

* Rgntgenbillede

* Vurdering af den kardiovaskuleere- og pulmonale fiomk

* Complete blood count (CBC)

» Biokemisk blod profil (natrium, kalium, calcium, géphat, urea, kreatinin, bilirubin, CK,
alkalisk phosphatase, albumin, total protein, ghgkdaktat og pyruvat)

* Muskelbiopsi

» Screening af det endokrine system (kortisol, thyrex

» Acetylcholine receptor (AChR) antistof-titer

» Karnitine koncentration i plasma, urin og muskel.

» Eliminering af malign hyperthermi ved testning foutationen V547A ryanodine recepter
(RYRL1) pa kromosom 1 (Shelton 1993; Tayébral.2009).

Hunde afficeret med EIC findes indenfor normaled kinisk og metabolisk evaluering pa neer ved

folgende variabler: _gget maeengde CK, hyperglykeemypefoksi, hypocapnia, nedsat

koncentrationen af fri og total maengde karnitimausklerne samt gget urinudskillelse af total, fri

og esterficeret karnitin@aylor et al.2009).

* @get meengde CKplasma indikerer cellehenfald (nekrose, infarldkeletmuskulatur eller

hjerte. Enzymet CK findes i hgj koncentration i Iskemuskulatur og hjerte, hvor det
katalyserer spaltningen af kreatinphosphat i faibise med energiproduktion og vil ved
henfald frigives til plasma (Kjsersgaaet al. 2005). Forhgjet CK i plasma hos EIC hunde er
ikke i neerheden af det, der er karakteristisk vgdtrdfisk myopati, akut myonekrose
sekundeert til rhabdomyolyse, malign hyperthermerelhedeslag. Dog kan det ikke

udelukkes, at der efter motion hos EIC hunde segrad af muskelskade pa trods af



[
manglende fund ved muskelbiopsi (Bjotredtal. 1983; Breitschwerdet al. 1992; Bruchim

et al. 2006; Kirmayeret al. 1984; Shelton & Engvall 2002; Steissal. 2004; Tayloret al.
2009).

» Hyperglykeemises hos bade de raske og afficerede hunde, danaltielvaerdier er over
referenceintervallet 7,22mmol/L. Faste-glucose koi@tionen skal overstige 11.1 mmol/l,
for der ses kliniske tegn. Det tyder derfor papraeanalytiske faktorer sdsom ophidselse,
stress, vanskelig blodprgvetagning, forkert fasiepge, fodring i tiden op til prgvetagning,
mv. kan teenkes at spille ind som generelle konfetm@\elson & Couto 2003).

» Hyperoksises i alle hundene efter motion dog mindst i huedeed EIC. Hyperoksi er et
resultat af hyperventilation (Silverthoet al.2004).

» Hypocapniakan forarsage cerebral vasokonstriktion, og dermeeiiktion i det cerebrale
blodflow resulterende i symptomer som svimmelhedntal forvirring, synkope og
slagtilfeelde. (Artru 1987; Artreet al. 1989; Lambert-Drwiega & Byrd Jr 2009; Oliver &
Greene 1983). Det cerebrale blodflow reduceresliggee af katekolaminerne og varmen,
som genereres ved motion (Rasmusseal. 2006). Desuden kan ekstrem hyperventilation
gendre det somatosensorisk signal fra benene neswdi i balancetab samt ssenkelse af
teerskelveerdien for slagtilfeelde (Guaraetal. 2005; Sakellaret al. 1997).

« Den formindskede koncentration af fri og total masndkarnitine i musklerne og den

forggede urinudskillelse af total, fri og esterfee karnitineer fundet som uspecifikke

resultater ved en bred reekke af muskuleere og newslarteere forstyrrelser (Sheltat al.

1998).
Kort sagt er der ud fra den kliniske og metaboliskdersggelse af hunde med EIC ikke fundet en
konklusiv arsag til kollapsene. Desuden er derfoetgg med 13 raske labrador retrievere fundet
midlertidig manglende evne til at genvinde balaneftar motion, lignende den observeret i hunde
afficeret med EIC (Ferasin & Marcora 2009). Dennsteengelsesudmattelse kan tillaeegges flere
arsager. Perifer muskeludmattelse, som fglge af iomgihducerede forandringer i
muskelaktionspotentialet, koncentrationen af eksitaleere og intracellulzere ioner, isaer calcium
samt intracelluleere metabolitter (Alleet al. 2008). Central muskeludmattelse som fglge af
aendringer i hjernens metabolisme og neurotransmitesulterende i forandringer pa det spinale og
supraspinale niveau eller inhibitorisk afferentdieack fra type 3 og 4 muskler (Gandevia 2001).
Ydermere er det muligt, at det ggede pulmoneerdlblecg kapilleere tryk ved motion aktiverer de
pulmoneere C fibre udlgsende en somatomotor refeulterende i en beskyttende haemning af
benmusklerne (Gandevé al.2000).
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| 2008 har Patterson et al. med stort statistigkiBkans identificeret en enkelt nukleotid mutatio
dynamine 1 genet pa kromosom 9, der synes at vaageh til EIC. Her fandt man pa position 767
en mutation, hvor basen guanin udskiftedes med ithyresulterende i en aminosyreaendring fra
arginine til leucine i codon 256 (Pattersetral. 2008).

2.4 Behandling

Da den preecise arsag til EIC har vaeret usikkerptzar forsggt med forskellige behandlinger. Den
mest effektive behandling er at undga intensiv orotikonjugation med ekstrem ophidselse samt at
afslutte treening ved det farste tegn pa ubalanesufien har nogle ejere rapporteret et fald i
frekvensen af anfald ved afficerede hunde fodred me diset med et hgjt fedtindhold samt ved
hanhunde, der er blevet kastrerede (Taylor 200ylpf &t al. 2008; Tilley & Smith 2008).

Medicinsk har man behandlet hunde afficeret med, Ed€d forskellige medikamenter, ingen af
dem har vist sig 100 % effektive i alle hunde (Pay2007):

Oral supplement af karnitine (50mg/kg/dag), CoEnzyme Q10 (100mg/dag) og riboflavin
(100mg/dag), en standardblanding til metaboliskeopaghier/neuropathier. karnitine findes i hgj
koncentration i muskler og hjerne, hvor det er readligt til at transportere fede syrer ind i
mitokondrierne til dannelse af energi.

7-KETO (100 mg 2dag). 7-KETO er et nedbrydningsprodukt af hormordgthydro-
epiandrosterone, et stereoid der produceres id&ingg hjernen. Effekten af 7-KETO er ukendt.
Phentobarbital (2 mg/kg/2lag). Den aktuelle mekanisme for phentobarbitainde afficeret med
EIC er ukendt, men det synes at nedseette nivehiophalselse i hundene.(Taylor 2007; Tayédr
al. 2008; Tilley & Smith 2008).



3. Dynamin 1

3.1 Opbygning

Genet der koder for dynamin 1 hos huridNM1) er lokaliseret pd kromosom 9 i omradet
58.599.318-58.642.207 basepar (bp). DNA’et indetold028 bp inkluderende 24 exons. Ved
transskription og efterfglgende translation danpesteinproduktet dynaminl pa 864 aminosyre
(Pattersoret al. 2008).

Dynamin 1 bestar af fglgende 4 domzener:

1. N-terminal “RAS-like GTPase superfamily”’(GTPase)domeene, placering:6 — 245
“ The Ras-like superfamily” af sma GTPaser besfania 4 familier i eukaryoter med meget stor
lighed i struktur og funktion. Derudover indeholdeden ogsa proteiner som GTP
translationsfaktorer, Era-lignende GTPaser, ogfbakaeder af heterotrimeriske G proteiner. "The
Ras-like superfamily” regulerer celluleere funktionesdsom: geneekspression, cytoskelet
reorganisering, vesikuleer trafik, nukleocytoplasskattransport og mikrotubuleer organisering.
Medlemmer af “the Ras-like superfamily” genkend@@TP bindingsstedet, som er dannet af 5
karakteristiske motiver samt de 2 specifikke DNAw@nser, sakaldtestitch regionet, switch |
and switch Il (Hinshaw 2000; NCBI 2009; Smirncstaal. 1999).

2. Dynamin centralregionen, location:216 — 509
Dynamin centralregionen fungerer som et essentiigomerisationsdomaene i dynamins
selvsamlingsproces (Hinshaw 2000; NCBI 2009; Ramadfranet al.2007; Smirnovaet al. 1999)

3. Dynamin pleckstrin homolog (PH) domeenet, placenig:520 — 629
“Pleckstrin homology-like domain” inkluderer flerdomeener sdsom: PH domaenet, det Shc-
lignende domeene, det IRS-lignende PTB domaene 8&cddmaenerne har en PH ombgjning og er
involveret i at transportere proteiner til den mawke celluleere lokalisation og interagere med en
bindende partner, som f.eks. inositol phosphat ipbgrsphatidylinositol 4,5-biphospha (RIP
hvilket muligger effektuering af dynamins virkningd membranen (Achiriloaiet al. 1999;
Bethoneyet al. 2009; Hinshaw 2000; NCBI 2009; Vallket al. 1999).

4. Dynamin GTPase effektor (GED) domeenet, placerin§54 — 745
Dynamin GTPase effektor domaenet er involveretussehling og fungerer som et indre samlende

afheengigt GTPase aktiverende protein og et C-teinproline/arginine (PRD)rigt domaene, som



®
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binder sig til utallige src-homolog 3 (SH3) domadméeholdende proteiner, der deltager i
endocytose (Hinshaw 2000; Marlks al. 2001; NCBI 2009; Smirnovat al. 1999; Sweitzer &
Hinshaw 1998).

! 1% i i 1] flh Til fid

R e
Specific hits
GED superdantly

Superfanilics [ Ras. Like GTPase superfanily ]

- Dyanin M superfanily

Figur 2. lllustration af dynamin. Ras_like_GTPase; “Ragli&RTPase superfamily” (GTPase) domaenet. Dynamibyamin
centralregion. PH_dynamin; Dynamin pleckstrin hamggl (PH) domaenet. GED; Dynamin GTPase effektor dosg@CBI 2009).

3.2 Funktion

Dynamin 1 er medlem af en stor GTPase superfantiée,medierer vesikuleer trafik. Dynamin 1
kaldes ogsa det neuron-specifikke dynamin, da aetrest udelukkende ses i centralnervesystemet
(Sontaget al. 1994; Sweitzer & Hinshaw 1998; Urrut al. 1997; Vanderblielet al. 1993)

Dynamins rolle i endocytose blev opdaget vha. sdechikroskop (EM) af nerveterminalen i
Drosophilabeaerende en temperatursensitiv allel af dynamiorhdiogenshibire (shi) afslarende
akkumulation af endocytotiske "pits”. De fleste @dd akkumulerede "pits”pa den preesynaptiske
membran var omkranset ved deres hals af et enKelt @obbelt elektrontaet band lignende
dynaminringe (Koenig & lkeda 1989; Kosaka & lke®83).

Figur 3. (Urrutiaet al.1997)

Endosytose i neuroner og epitheliale celler Bossophila
mutantershi s,

a) EM af synpase ved 19°C, den fakultative temperateor
der ses mange synaptiske vesikler (SV), mitokend{)
samt et praesynaptisk "dense body” (DB).

b) EM af synapse ved 29°C, den restriktive temperdier er
ingen vesikler men i stedet for mange invaginatioaé
plasmamembranen. Invaginationerne har en elekttdmteze
omkring halsen men mangler clathrin (pilehoveder).

c) Forstarrelse afbj

d) EM afshi® garland celler 29°C. Her ses ingen elektrontaet
krave men i stedet for lange labyrinthlignende kemngpile)
endende i en clathrin-coated pit (pilehoveder).
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Drosophila med mutationershi udviste pga. den reversible blokering af den sysk@tvesikel

"recycling” en hurtig og reversibel paralyse vea destriktive temperatur (Poodry & Edgar 1979).
Tesen om dynamins rolle i endocytosen blev desudéerbygget af studier med dynaminmutanter
(Damkeet al. 1994; Herskovitet al. 1993; Vanderblielet al. 1993) samt observation af shibire-
lignende blokering af endocytosen i Gy&behandlede synaptosomer (Talati al. 1995).
Ydermere er der i et forsgg med dynamin-1 knockouts (KO) vist at dynamin-1's rolle i SV
endocytose er ngdvendig ved hgj neuronal akti{fergusonet al. 2007). Modsat er der i et
elektrofysisk studie med dynamin-1 KO vist en stleforsinkelse af den langsomme endocytose,
mens der ikke blev observeret nogen forskel meHk&nog vild-typen ved den hurtige endocytose
(Lou et al. 2008). En mulig arsag hertil er at dynamin Il digledynamin 11l kompensere for tabet
af dynamin 1 under aktivits-afthaengig "bulk” endaisg¢ (ADBE) (Claytoret al. 2009; Grahanet

al. 2007).

3.3 Endocytose
Dynamin synes at indga i en clathrin-medieret eythse (CME) (Babat al. 1999; Damkeet al.
1994; Herskovitset al. 1993; Kosaka & lkeda 1983; Miaczynska & Stenmadk® Severet al.
2000; Takeket al. 1995; Vanderblielet al. 1993) og dels en clathrin-uafhaengig endocytose(iKp
& lkeda 1989; Ohet al. 1998; Sweitzer & Hinshaw 1998; Vanderbliekt al. 1993).
Endocytose er optagelse i en celle via
afsngring af en del af cellemembranen til en
vesikel (Anderseret al. 1999). Der er mindst
tre mader hvormed SV kan dannes. Clatrhrin-
medieret endocytose og kiss-and-run metoden
(Edelinget al. 2006; Harateaet al. 2006), som o)
Clathrin-dependent

er de dominerende ved stimulering med lav Endocyioats Endocwiosis

intensitet (Gransetlet al. 2006; Zhanget al. Speed Slow Fast
Capacity Low High
2009; Zhu et al. 2009), samt aktivitets- Triggering Al Stimuli Intense Stimuli
afh&nglg "oulk” endocytose (ADBE), som When Active? |  During & After During
Generates SVs directly SVs via endosome
udlgses ved stimulering med hgj intensitet se Molecules Well Little
Involved characterised characterisation

ﬁgur 4 (Cousin 2009) Figur 4. Oversigt over ADBE og

clathrin-medieret endocgt¢€ousin 2009)



Endocytose kan opdeles biokemisk i: samling af,ae&ruttering af receptorer, invaginering af den

coatede pit og vesikelbuddinyanderblieket al. 1993). Dynamin 1's rolle i endocytosen er at

fungere som et mekanokemisk enzym, der dels er indm konformationelle forandinger ved
vesikeldannelsen samt selve fissionen drevet af B/Orolyse (Damket al. 2001; Liuet al. 2006;
Marks et al. 2001; Severt al. 2000; Songet al. 2004; Sweitzer & Hinshaw 1998; Takei al.
1995).

Endocytosen startes med et depolariserende calailm- (Wu et al. 2009). Afhaengig af
intensisteten af stimuliet pabegyndes enten CMEisgrand run metoden eller ADBE (Clayton &
Cousin 2009; Weet al.2009; Zhuet al.2009), se figur 5.

Intense
activity

Figur 5. Oversigt over de to veje ved endocytosen (ClaytaBafisin 2009).

Ved lav aktivitet er det primaert CME, der dominerer (Granssthl. 2006).

Samling af coat oq rekruttering af receptorer

CME's start er endnu ikke helt klarlagt, men stigera af calcium-influxet (Wt al. 2009) samt
distributionen af phosphatidylinositol 4,5-bifosfdPIP,) synes at spille en vigtig rolle.
Distributionen af PIPkan reguleres dels ved rummelig regulering af phogososid-kinase og —
phosphatase og dels ved rekrutering samt oligemengy af phosphoinosid-bindinde proteiner
resulterende i stabilisering af phosphoinosidernanembranen (Carlton & Cullen 2005).
Endocytiske adaptorproteiner sasom phospholipiddride heterotetramerisk adaptor protein
complex 2 (AP2), epsin, phospho-dynamin 1, endapbij amphiphysin genkender RI&y bindes
hertil samt til "cargo”. Phospho-dynamin 1 bindé#tP, via PH domaenet (Achiriloaiet al. 1999;
Smillie & Cousin 2005; Smirnovat al. 1999) samt til N-terminal bin-amphiphysin-RSV (BAR
proteinet amphiphysin SH3 domeenet via PRD domaktestkovits et al. 1993; Sweitzer &
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Hinshaw 2000; Vallis et al. 1999). Disse bindinger virker stimulerende pa G¥Pa

aktiviteten.(Barylkoet al. 1998; Herskovitet al. 1993; Valliset al. 1999). Desuden bindes clathrin
tii de endocytiske adaptor proteiner og danner kithdn-gitter, bestdende af trimeriske
byggeblokke kaldet triskelia (Edelireg al. 2006).

Invaginering af den coatede pit

Polymerisationen af clathrin og membraninteraktraoeemed epsin, endophilin, amphiphysin og
dynamin far hurtigt membranen til at begynde inmagjipnsprocessen, se figur 6 (Dittman & Ryan
2009; Hinshaw & Schmid 1995; Liet al. 2006; Liuet al.2009; Ungewickell & Hinrichsen 2007).

€—— Clathiin/AP2 binding motif @
-+ = = SHI-PRD interaction ] 'l
~—— EH-IPF interaction RIS Phaspholigid

-~ -3 Other protein imeractions binding

Core module Secondary scaffold Secondary effectors

=l cuhin =flli= Epsas, intersectin c&h Stomin 1, CALM @S Syndapin
A APZ stonin 2, AP1E0 A, Dynamin G6P rwase
N g, amphiphysan <:-:> Synagtojanin ‘uf_—_hb Enlaphilin

| Dittman J, Ryan TA. 2009.
Annu. Rev, Cell Dev. Biol, 25:133-60

Figur 6. Oversigt over det synaptiske netveerk.
Farvekode "lagdeling”Core module ( bld): det inderste lag, der stgptecessen og coat-dannelsen. Secondary scaffaiet)(re
mellemste lag af proteiner virker stabiliserendelpinderste samt rekrutterer effektormolekyletihe
Secondary effectors (grenne): det yderste lag éde lvirker katalyserende og afsluttende for CMEddphilin (lilla) interagerer
med bade det inderste lag og det mellemste ogdréordaet en anden farve.
Formkode “virkemekanisme”Stillands (hakkede linier), “cargo-bindere” (treker), membranformere (halvméaner), sekundaer
effektorer (diamander).
Pilekode "interaktioner” se firkantede rubrik gverst pa figur. Membraniakérioner vises med nedadgaende pile, og, PIP
phosphatasen synaptojanin har vist sig at inteeaged PIR (red pil) (Dittman & Ryan 2009).

Dynamin, der i starten er fordelt over hele clatpiiteret begynder at samle sig, ved at GED bindes
til sig selv, til den centrale region og til GTPakeneenet.

Disse dynamin-dynamin interaktioner faciliterer agmger i lipid kompositionen i faver for
invaginering samt stimulerer GTPase aktiviteteru @i al. 2006; Seveket al. 2000; Warnoclet al.
1996). Processen kan dels ske spontant (Hinshash&nfsl 1995; Takeét al. 1995) samt via GTP-
binding og resulterer i dannelse af en helical &ramkring halsen af den invaginerede vesikel
(Warnocket al.1996).



Den foregar i tre trin:
1.
2.
3.

Smirnovaet al. 1999), se figur 7.

Vesikelbudding

Cytosolisk dynamin danner tetramere ved at samiéntere.
Dynamin oligomere keedes sammen til lange keedephastinamembranen.
Efter dynaminspiralen har formet en hel cirkel, kismgene i cirklen evt. kontakte hinanden i

en tredje bindingsinteraktion faciliterende kordidn (Ramachandranet al. 2007;

Figur 7. Samling af dynamin 1 og begyndende konstriktion.
GED(ASM), den centraleregion (M). A. Dynamins bimgli

til sig selv. B. Dynamin spiralformet af dynamindine sat
sammen i en keede, der undergar konformationelle
forandringer ledende til konstriktion. C. Dynamimdire sat
sammen i en keede ved at centraleregionen af err dimdes

til GED fra den naeste dimer. GTPase domaenet kaeftber
samle ringene ved at flytte sig mellem de naboligigeGED
domeener via energi fra GTPase cyklen (Smirnetaal
1999).

Konstriktionen synes at veere dynaminreguleret mgthihin fungerende som et mekanokemisk

enzym, der dels er med i de konformationelle fonager ved vesikeldannelsen samt selve fissionen
drevet af GTP hydrolyse (Bashkir@t al. 2008; Damkeet al. 2001; Liuet al. 2006; Markset al.
2001; Ramachandran & Schmid 2008; Sesenl. 2000; Sweitzer & Hinshaw 1998; Takei al.
1995). Forsgg har dog vist at dynamin med mutatidee reducerer hastigheden af GTP hydrolyse

faktisk gger hastigheden af endocytose (Seved. 2000), hvilket tyder pa at dynamin i stedet for

at vaere et mekano-drevet GTP enzym aktiverer enatoedsasom aktin (Lee & De Camilli 2002;

Merrifield et al. 2002)vha. syndapin og det neuronale Wiskott-Aldrgyndrome protein (N-

WASP). Aktin bindes til clathrin via proteinet HIFRL og polymeriseres, hvilket skubber den

coatede pit veek fra membranen, hvormed halsen letisetd den braekker af.(Lee & De Camilli
2002; Liuet al.2006; Qualmanet al.2000; Ungewickell & Hinrichsen 2007)



Alternativt har man fundet ud af, at aktin
motorproteiner, sdsom myosin VI og myosin
1 E, ogsa synes at indga i processen, ved at
myosin 1 E treekker dynamin ringene

sammen, mens myosin VI skubber vesiklen

ind i cytoplasma, hvormed versiklen adskilles

ﬁf Receptor with cargo G» Dab2

fra membranen (Ungewickell & Hinrichsen e Myosin v 8y oynemin ring
e,  Myosin 1E Actin

2007)1 Se fIgUI' 8. Current Opinion in Cell Biology
Figur 8. Vesicle budding (Ungewickell & Hinrichsen 2007).

En anden faktor, der bidrager til invaginering agithing er lipid-fase separation. Denne separation
stimuleres af lagdelingen og invagineringsprocegkenet al. 2006), se figur 6. For eksempel har
dynamin stor affinitet for anion phospholipider,nsalen rekrutterer til halsen af den clathrin-
coatede pit og pa den made bidrager til sendririgiddkompositionen til fordel for vesikulation
(Bashkirovet al.2008; Sweitzer & Hinshaw 1998; Ungewickell & Hiclnisen 2007).

Det slutter ved at GTP hydrolyse resulterer i opilag af dynaminl komplekset (Ramachandran &
Schmid 2008; Warnocét al. 1996).

Ved hgj aktivitet er det ADBE, der dominerer. ADBE er karakterisamed, at der i stedet for sma
invaginationer, dannes store invaginationer af plamembranen uden brug af clathrin-coat, der
resulterer i formationen af endosomer. Herfra kanS¥/ sa afsngres formodentlig via clathrin-
medieret endocytose og pa den made forme en nylgtapu af SV (Clayton & Cousin 2009;
Richardset al. 2000). De molekyleere processer under ADBE er ikkddokumenteret (Clayton &
Cousin 2009; Wuet al. 2009; Zhuet al. 2009). Hgj stimulering aktiverer det calcium- og
calmodulinafhaengige protein phosphatase calcineasulterende i dephosphorylering af dynamin
1 samt en aktivering af GTPase funktionen (HinsB&@0). Dephosphoryleringen tillader dynamin
1 at binde sig bade til syndapin | og amphiphy&imdingen til syndapin | indeholdende F-BAR
domaenet medierer ADBE, ved at F-BAR domeenet associeed membraner med en mere
udfladet kurve end B-BAR set ved CME (Anggoetoal. 2006; Clayton & Cousin 2009; Evans &
Cousin 2007). Synapin | kan desuden ogsa interaget N-WASP (Kessels & Qualmann 2002).
N-WASP rekrutterer herefter arp2/3 komplekset, katilmedfarer en hurtig aktinpolymerisering
(Takenawa & Miki 2001). Derfor tyder det ligeleded at syndapin | ogsa er med til at hverve og
koordinere aktins rolle i ADBE (Kessels & Qualma®f02). Desuden synes calcineurin ogsa at
kontrollere synaptojanin phosphatase og pa den méegulere enophilin-synaptojanin

interaktionerne samt regulere syntese og metabelshPIB ledende til ADBE. Til slut stopper
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nervestimuliet og den intracelluleere koncentratiah calcium falder, hvormed calcineurin

inaktiveres. Herved muligggres cyklisk-afhaengigakies 5 (cdk5)’'s rephosphylering af dynamin 1
ved Sef™ Sef’® sef?? sef®, sef’, Ser? og Set*’ (Anggonoet al. 2006; Grahanet al. 2007)

og heemning af GTPase aktiviteten faciliterendeadyinl’s returnering til cytosol, hvor den bliver
indtil, den skal bruges igen (Clayton & Cousin 20@®nillie & Cousin 2005). Aktivering af det
calcium- calmodulin afhaengige protein phosphatadeineurin synes altsa at spille hovedrollen i
ADBE.

Dynamin har derfor bade en rolle i endocytosen leedog hgj intensitetsstimulering, men det er
kun ved den hgije altsd ADBE, at der ses en depbogphing af dynamin 1. Rollen er at optimere
den morfologiske adaption af det synaptiske maskimel hgj intensitet dels via konformationelle
forandringer og GTP hydrolyse.(Claytenhal.2009; Clayton & Cousin 2009; Ferguseinal.2007;

Liu et al.2006; Markset al.2001).



4 EIC og Dynamin

4.1 Identifikation af EIC genet
Mutationen ledende til syndromet EIC er farst fgligt detekteret. Patterson et al, 2008 har vha. en
scanning af genomet med mikrosatelitter undersagkdbling i 6 familier omfattende 96 hunde
hvoraf nogle udviste EIC symptomer. Dette har firidentifikation af et locus pa kromosom 9
position 60,4 MB, der med stor sandsynlighed vistbling til syndromet. Locusets kobling
bekreeftes herefter af en scanning med CFA9 markd@damilier omfattende 252 hunde, hvilket
resulterede i en lod score >3,3 og en maximum tmtespd 11,4. En efterfglgende haplotype-
analyse vha. enkeltnukleotidpolymorfi (SNP) i 3Hbrador retrievere reducerede omradet til en
137 kb haplotype blok fra 58.545-58.953 Mb, hvonayinl genetNM1) synes at veere det mest
oplagte kandidatgelDNM1 genet bestdende af 864 aminosyrer blev herefimenteret, og man
fandt at en enkelt nukleotid mutation i exon 6 p&ifilon 767, hvor basen guanin i de raske hunde
aendres til thymin i de afficerede, synes, at veeremest sandsynlige arsag til EIC. £ndringen af
guanin til thymin resulterer i en aendring af pro&tiarginine i kontrol gruppen til leucine i de
afficerede i codon 256 i centralregionen af dynafnproteinet.
Udfra nedarvningsmeanstre tyder det pa at arvegaagantosomal recessiv, hvilket indikerer at det
kun er de individer, der er homozygote for mutagionder udviser kliniske tegn. Hertil skal siges,
at penetransen ikke har vist sig at veere 100 %etRersen af den homozygote genotype
T676/T676 er 80 % nar labrador retrievere er 4 ar. Dog er demk50 % i udstillingshunde og
hunde, der bruges som keeledyr (Pattersoral. 2008), hvilket geor at det kliniske billede af
udbredelsen af mutationen vil veere mindre end denelle udbredelse af mutationen pavist ved
genetiske test. Arsagerne hertil kan vaere mangersas

* Endocytosens kompleksitet

» Hundenes forskellige miljg (brug, kost, temperatum.)

« Den enkelte hunds temperament, der er afggrende/éorlet excitationsstadiet nas

4.2 EIC og dynamin

Mutationen resulterende i syndromet EIC er lokaéisé centralregionen af dynamin 1 proteinet.
Mutationer i centralregionen har vist sig at gdegjeeglen tetramere struktur af dynamin 1
(Ramachandraet al. 2007) og pa den made hindre selvsamling, somégtgt led i dynamin 1's
virke under endocytosen (Bashkirev al. 2008; Damkeet al. 2001; Liuet al. 2006; Markset al.
2001; Ramachandran & Schmid 2008; Sesenl. 2000; Sweitzer & Hinshaw 1998; Takei al.
1995).
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| et forsgg medNM1 KO mus fandt man at musene var normale ved fadsel dgde indenfor 2

uger pga. utrivelighed som fglge af nedsat bevaegied®rdination og muskeltonus (Fergusbral.
2007). Der observeredes desuden akkumulering afm@lenembraninvaginationer coated med
clathrin samt en forringelse af det SV endocytatiskaskineri ved intensiv stimulation (Fergusn
al. 2007), tydende pa at dynamin 1's rolle isaer eogimere den morfologiske adaption af det
synaptiske maskineri ved hgj intensitet via delsf@omationelle forandringer og GTP hydrolyse.
(Claytonet al. 2009; Clayton & Cousin 2009; Fergusenal.2007; Liuet al. 2006; Markset al.
2001). Dette underbygges af teorien om at stomsittet resulterer i et gget depolariserende
calcium-influx (Wu et al. 2009), aktiverende det calmodulinafheengige proteiosphatase
calcineurin. Calcineurin dephosphorylerer herefignamin 1 og aktiverer GTPase aktiviteten
(Hinshaw 2000), hvormed dynamin 1 kan bindes filaggin og ADBE pabegyndes (Anggoabal.
2006; Clayton & Cousin 2009; Evans & Cousin 2007).

Hunde afficeret med syndromet EIC udviser fgrstigke tegn ved intensiv motionering (Tayktr

al. 2008), hvormed det kliniske billede underbyggseteom mutationen i dynamin 1 som arsag til

syndromet EIC.
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5. Eksperimentelt arbejde og resultater

| det falgende angives hvilke materialer og metpder anvendes i specialets eksperimentelle del.

Desuden beskrives stikprgvestgrrelsen, blodprgveeigklsen samt forsggsresultaterne.

5.1 Formal

Formalene med det eksperimentelle arbejde er arinese hver af de 122 hundes EIC genetiske
status samt at undersgge udbredelsen af EIC i stitudf den danske population af labrador
retrievere for p4 den made at kunne tage stillihghvorvidt der skal veere avisrestriktioner. Til
dette analyseres deoxyribonukleinsyre (DNA) oprendea blodprgver, der foretages
polymerasekaedereaktion (PCR) efterfulgt af skeerngd restriktionsenzymer og til slut

gelelektroforese.

5.2 Datamateriale

Blodprgverne stammer fra 122 labrador retrievegesteeret i Dansk Kennel Klub og er indsamlet
af labrador retriever klubben til denne undersagely af de 122 labrador retrievere er i familie
med én, der enten er diagnosticeret beerer af HEE e afficeret med EIC.

Blodpraverne er EDTA stabiliseret, og DNA er opetngha. metoder beskrevet i bilag 2.

Som positiv kontrol anvendes DNA fra en labraddrieger, der er diagnosticeret "EIC-afficeret”
vha. en gentest udfgrt ved "Veterinary Diagnostabdratory College of Veterinary Medicine”,
Minnesota, USA.

5.21 Stikprgvestgrrelse

Fra et amerikansk studie med 400 labrador retréeegedet angivet at preevalensen af hetereozygote
dyr (G767/T767) med DNM1-mutationen er 37 % og m@iEvsen for homozygote dyr
(T767/T767) 3 % (Pattersoat al. 2008). Disse preaevalenser indikerer, at studiebiased, da
preevalensen af hetereozygote i forhold til homomyger i uoverensstemmelse antaget, at
populationen er i Hardy-Weinberg ligeveegt. Uovestgsimmelsen kan skyldes en
underrepraesentation af homozygote dyr blandt deu#id@rsagte. Mulige forklaringer pa det lave
antal homozygoter er, at hundeejere har veereigeilil at stille afficerede dyr til radighed, otiée

at en del afficerede hunde er blevet aflivet i dpageeldende population, som er en
brugshundepopulation. Jeg veelger at estimereralkeiénserne og stikprgve under forudsaetning at
populationen er i Hardy-Weinberg ligeveegt (Christan 2003) velvidende, at allelfrekvensen for

de afficerede vil veere underestimeret.(bilag 1).



Frekvensen af T767(muteret allel med thymin patwosir67) = 0,215
Frekvensen af G767(normal allel med guanin pa jposit67) = 0,785

Ud fra allelfrekvenserne kan stikprgvestgrrelsemregnes med fglgende formel:
n=1-@1-PY)(N-(D-1)/2)

P, der er sandsynligheden for at observere mirffideeet dyr, seettes til 95 %, D er antallet af
T676-alleler i populationen, antaget mutationentieristede. N er det samlede antal alleler i
populationen. (Houe Idt al.2003).

| bilag 1 fandtes det, at der skulle bruges 13allsvarende til 7 labrador retrievere for med 95 %
sandsynlighed at kunne detektere mutationen, séfdem er til stede i populationen med samme
frekvens, som i den amerikanske population. Pojoman er, i dette tilfselde, hunde registrerede i

dansk kennel klub, da det er det bedste estimatrf@a labrador retrievere i DK.

5.3 Eksperimentelt arbejde

Til de eksperimentelle undersggelser er anvendt Dddkeret fra 122 blodprever. | det fglgende

beskrives de anvendte metoder.

5.31 DNA-ekstraktion

DNA fra blodprgverne er oprenset vha. saltfeeldmmgf®den over 2 dage. Farste dag startes med at
nedbryde cellematerialet vha. en tritonlysebuffigrnaest kernen vha. af en kernelysebuffer og
efterfglgende proteinerne med enzymet proteaseermldg tilseettes meettet NaCl-oplgsning, og
efterfalgende feeldes DNA’et med isopropanol og s@éa en passende maengde Tris EDTA-buffer,
der virker stabiliserende pd DNA'et. Tilslut mabbsn optiske densitet (OD), som et mal for renhed
og DNA- maengden, hvorefter prgverne fortyndes &h dsnskede koncentration (25 mg/ml).
Fremgangsmaden er beskrevet i detaljer i bilag 2.

5.32 Touchdown PCR
Det oprensede genomiske DNA fortyndes til 25 nofgblandes med en mastermix indeholdende

buffer, vand, enzymer og de 2 specifikke oligonatitée primere:

EIC-Forward: 5-GTAGGCTCTCCGACCCACTC-3
EIC-Rerverse: 5-TGAGGACACTAACCCCTGTTG-3" (Pattemsat al. 2008)
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Se bilag 3 for yderligere detaljer. PCR reaktiorspvarmes til 96° C, sa DNA’et denaturer.

Herefter seenkes temperaturen til 65° C (seenkeslth@dhver cycle til temperatuen nar 60° C) og
de to specifikke primere bindes til den enkeltsgete DNA, EIC-Forward til
basesekvensen:(58.627.005-58.626.986 pa kromosom E®F-Reverse til basesekvensen:
(58.626.689 - 58.626.669 pa kromosom 9). Tempemnahseves til 72° C, hvor DNA strengen
syntetiseres vha. Taq polymerasen fra primerefretdiingen. EIC primere amplificerer et fragment
pa 337 bp omkrinddNM1 G767T mutationen. Der kares 35 cykler, hvorundezngden af PCR
produkt @ges logaritmisk for hver cyklus (Hartwadt al. 2004; Pattersoret al. 2008). .

DM & pr'1me-rs DM A nucleotides

| polymerase [dTTR, dCTP, dATF, dGTF)
e e = \ b i
step 1: DMNA& ternplate strand j
denaturing .
(95°c) 7
step 2:
annealin
two DNA strands g Sl o Bl
(55 cl 5 = to be arplified

Tag

S“W ! z
repeat cycle £
{20-40 times) NS 1{&*"“

-

(3, ZL) buLzisayyuhs: g da;s

5:’

four DNA strand Tag
our sirands 21992 Encyclopasdia Britannica, Inc.

Figur 9. lllustration af de forskellige trin i PCR-reaktiong Encyclopeedia Britannica 1998)

5.33 Skeering og gelelektroforese

Det amplificerede PCR produkt pa 337 bp tilseettesnastermix indeholdende Bovine Serum
Albumin, NEbuffer 4, MilliQ og enzymet Smll, se & 3 for udspecificering. Smll er et
restriktions enzym, der genkender den specifikkeesas:

5 CTYRAG...%
3L GARYTLC...5 (NEB. 2009)

Tilszettes det til T676T allelen, skaeres det anugiftde PCR produkt pa 337 bp i 2 fragmenter pa
165 bp og 172 bp, mens G767G allelen forbliverkin(Rattersoret al. 2008).

For at adskille de forskellige DNA-fragmenter udfgrherefter en gelelektroforese, som er
bevaegelse af ladede molekyler i et elektrisk lafgdt Det skarede PCR produkt tilszettes

loadingbuffer (5 pl) og loades i brandene pa eiditmbromidholdig 2,5 % agarosegel. De yderste
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brgnde loades med en 100 bp markegr, der seneredawsom malestok til vurdering af fragment

str. Gelelektroforesen kagres i ca. 25 min ved 126 TAE-buffer. Her vandrer de negativt ladede
DNA-fragmenter mod den positive pol og jo stgrre efe des lavere migrationshastighed, da
sandsynligheden for at finde en pore at komme igemwil reduceres med starrelse (Hartvedlgl.
2004). Endelig overfgres gelen til et UV-kammer, \i&fd belysning med UV-lys visualiseres
DNA’et vha. det tilsatte flouroscerende farvestibfidgiumbromid, der binder sig til DNA-strengene.

De fremkomne band afleeses og fotograferes, hvidketses i figur 10.

5.4 Resultater

Efter endt PCR-reaktion, skeering med restriktiomgen og gelelektroforese, visualiseredes

resultatet via affotografering i UV-kammer:

Figur 10. Resultat af gelelektroforesen . Begge geler hétradabrgnde. Jeg veelger at bensevne farste gveesisire hjgrne nr. 1
og s& fremdeles indtil nederst hgijre hjgrne, denfd24. Brgnd 17, 23 og 24 er uden PCR-produkt.

De to 100 bp starrelsesmarkgarer i de yderste br@nde?, 13, 22) bruges til at bestemme starrelsen
af DNA fragmenterne. Som negativ kontrol anvendesmdv (21) til at afslgre evt. DNA-
kontamineringer og som positiv kontrol (20) anvend@NA fra en labrador retriever, der er
diagnostoceret "EIC-afficeret” vha. en gentest V&dterinary Diagnostic Laboratory College of
Veterinary Medicine”. Den positive kontrol (20) het band i str. ca 170 bp, svarende til de
klippede fragmenter pa 165 bp og 172 bp, dvs demé@otypen T676/T676. Baererne (gel B: 4, 9,
10, 11, 14) har 2 band, et i stgrrelsen 337pb ogstt. ca 170 bp, svarende til de klippede
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fragmenter pa 165 bp og 172 bp., dvs. den har gpantG676/T676, mens de raske har et band i

str. 337 bp, svarende til genotypen G676/G676.

Efter udfart gelelektroforese samt aflaesning afiltaterne for de 122 hunde fas falgende fordeling
af de 122 hunde:

Genotype GG (rask) GT (beerer) TT (afficeret)
Antal hunde 86 8 28
Antal alleler 172 16 56

Tabel 2. Resultat at screeningen

| bilag 1 udregnes allelfrekvenser for screeningkeden danske population af Labrador Retrievere.

De totale allelfrekvenser (122 hunde):

Frekvensen af T767 = 0,180
Frekvensen af G767 = 0,820

Da flere af de indsamlede blodpregver er fra beddsgtindivider, udveelges hunde, der er
ubesleegtede for at beregne allelfrekvenser, def egpraesentative for populationen som muligt.
Allelfrekvenserne blandt 72 hunde, som ikke hatdsdioreeldre:

Frekvensen af T767 = 0,271
Frekvensen af G767 = 0,729

Allelfrekvenserne blandt 35 hunde, der ikke hatdsehner til og med bedsteforaeldre:

Frekvensen af T767 = 0,243
Frekvensen af G767 = 0,757

Fra det amerikanske studie med 400 labrador retmeudregnedes i bilag 1, at der skulle bruges 13
alleler svarende til 7 labrador retrievere for nf%d% sandsynlighed at kunne detektere mutationen
safremt, den er til stede i populationen med sarfrelesens i den danske population. Uanset om
man udregner allelfrekvenserne baseret pa det damiwateriale eller pa ubeslaegtede hunde i
materialet, er allelfrekvenserne i Danmark megetrsanlignelige, med de der er fundet i USA.

Dvs. 35 hunde er tilstraekkeligt til at opna et gesiimat, sa det bedste estimat for allelfrekvensen
for udbredelsen af mutationen T767G i populatioakdanske labrador retrievere er T676 = 0,243.



6 Diskussion

EIC har vist sig at vaere en udbredt arsag til nmsiictolerance interfererende med
preestationsevnen i raske unge voksne labradoevetg (Moore 2003; Taylor 2002; Taylor 2000;
Taylor 2007; Tayloet al.2008). De kan klare mild til moderat motion, menwd ved kontinuerlig
intens aktivitet ledsaget af et hgjt speendingsnivielive ataksiske og kollapse efter 5-15 min.
Konsekvensen af at en labrador retriever er afficared EIC synes at veere primeaert afhaengig af
ejerens mal med hunden, idet de ikke er i standttilortseette traening eller konkurrence uden
restriktioner. Nogle af hundene lever derfor videned motions restriktioner, nogle ejere har
forsggt sig med forskellig behandling eller kirusgisom phentobabital, sterilisering mm og andre

veelger at aflive hunden (Taylet al.2009; Tayloret al.2008).

For nyligt har man via koblings- og haplotype-asatian med stor statistisk signifikans
identificeret en enkelt nukleotid mutation i dynaenil genet pa kromosom 9, position 767 hvor
basen guanin udskiftedes med thymin resultereraeaminosyreaendring fra arginine til leucine i
codon 256, der synes at veere arsag til EIC (Pattezsal. 2008). Dette underbygges af dynamin
1's virkemekanisme i endocytosen, hvor det synegpéimere den morfologiske adaption af det
synaptiske maskineri ved hgj intensitet via delsf&omationelle forandringer og GTP hydrolyse
(Claytonet al. 2009; Clayton & Cousin 2009; Fergusehal.2007; Liuet al. 2006; Markset al.
2001), samt det faktum at der ud fra den Klinisker enetaboliske undersggelse af hunde med EIC

ikke er fundet en konklusiv arsag til kollapsene.

| Drosophilamed inducerede mutationer i centralregionen og &€&Rlomaenet er der observeret
EIC-lignende temperaturafhaengig reversibelt talnaforfunktionen, i veerste tilfeelde med fatal
udgang hvis temperaturen ikke sendres (Poodry & E#i§39). | et forsag me®DNM1 KO mus
fandt man at musene var normale ved fadsel men ilddafor 2 uger pga. utrivelighed som falge
af nedsat beveegelseskoordination og muskeltonugygenet al. 2007). EIC synes altsd med stor
sandsynlighed at skyldes en manglende evne af derlbge mutant leucin i dynamin 1 til at
optimere det synaptiske maskineri ved hgj intehsiesulterende i reversibel tab af motor
funktionen, hvilket i veerste tilfeelde kan ende Hakeis aktiviteten ikke stoppes (Pattersenal.
2008; Tayloret al.2009; Tayloret al.2008).

| et amerikansk studie har Patterson et al. 2008 dtatDNM1 mutationen er til stede med stor

frekvens i labrador retrievere. Efter eksperimebtdtemmelse af den genetiske status for EIC hos
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122 labrador retrievere og efterfaglgende estimeaingllelfrekvenserne i Danmark (T767 = 0,243),
har vi fundet dem meget sammenlignelige med demed&indet i USA ( T767 = 0,215pNM1
mutationen er derfor ogsa til stede med stor frakvieDanmark. Da de estimerede allelfrekvenser i
Danmark er udregnet ud fra et relativt stort antasleegtede hunde (35 hunde kun ngdvendigt med
7, se bilag 1 for uddybelse), ma de antages at weeget teet pa den sande populations veerdi. |
Dansk Kennel Klub vil der derfor veere 5,9 % affede hunde, 36,8 % anleegsbeerer og 57,3% der
ikke er anlaegsbaerer. Ud af de 5,9 % vil alle ddég idvise kliniske tegn pa EIC, da penetransen
ikke har vist sig at veere 100 %. Penetransen ahdermzygote genotype T676/T676<e80 % nar
labrador retrieverne er 4 ar. Dog er den kuB0 % i udstillingshunde og hunde, der bruges som
keeledyr (Pattersoet al.2008). Arsagerne hertil kan vaere mange sdsom:

* Endocytosens kompleksitet

* Hundenes forskellige miljg (brug, kost, temperaitum.)

« Den enkelte hunds temperament, der er afgarendes/torlet excitationsstadiet nds

P& baggrund af at EIC er et udbredt problem i Dakmeed konsekvens for bade ejer og hund, er
min anbefaling, at man udelukker homozygot affiderdqhunde fra avl og kun tillader parring

mellem hetereozygote og raske (og raske med résk@l den made at reducere og pa sigt fierne
DNM1 mutationen i populationen af labrador retrieveBanmark. Arsagen til at de hetereozygote

inkluderes i avlen, er at fijernelse af 36,8 % dél@egge avisgrundlaget for racen.



7 Konklusion

EIC er et syndrom der har eksisteret laenge, meerdetrst for nylig man har fundet den egentlige
arsag: En enkelt nukleotid mutation i dynamine hegepa kromosom 9, position 767 hvor basen
guanin udskiftedes med thymin resulterende i emasyresendring fra arginine til leucine i codon
256.

Dynamin 1's virke i endocytosen har veeret belystls degia Drosophila bserende en
temperatursensitiv allel af dynamin 1 homologhin andre dynaminmutanter, GTB-behandlede
synaptosomer samt KO mus. Resulaterne tyder pgnanain 1's rolle i endocytosen er at optimere
den morfologiske adaption af det synaptiske maskirerl hgj intensitet via dels konformationelle
forandringer og GTP hydrolyse. Calcium- calmodwdihaengige protein phosphatase calcineurin
spiller her en afggrende rolle idet den ved hgjmskering aktiveres resulterende i

dephosphorylering af dynamin 1 og pabegyndelseBEA

Hunde afficeret med EIC udviser ved intensiv matiomgy muskelsvaghed, ukoordinerede
beveegelsesmgnstre, kollaps i vaerste tilfeelde ntatl fdgang tydende pa en manglende evne af

den homologe mutant leucin i dynamin 1 til at ogiendet synaptiske maskineri ved hgj intensitet.

EIC har efter screnning vist sig at veere et udbpealblem i Danmark med fordelingen: afficererede
=5,9%, raske = 57,3% og raske anleegsbeerer = 3&BYhar ydermere vist sig at have alvorlige
konsekvenser for bade ejer og hund. Der har varsg@it med forskellige behandlinger, kirurgi og
diceter, men intet synes at eliminere kollapsene.bBéste resultater er opnaet ved restriktiv
motionering, dog umuligger det brug af hundenddtjog konkurrence og nogle ejere har derfor

valgt at aflive.

Lasningen pa problemet ma derfor findes via aviskti®ner. Ved at udelukke de homozygote fra
avl via genetiske test og kun tillade parring nrelleetereozygote og raske (og raske med raske),

kan DNM1 mutationen reduceres og pa sigt fiernes fra deskdapopulation af labrador retrievere.



8 Perspektivering

Arsagen til EIC er fundet men der er stadigt maspgergsmél der mangler at blive besvaret.

| dette forsgg bestemmes den genetiske statusl@®ihé&s 122 labrador retrievere. Ved at lave en
grundig klinisk undersggelse af de 122 hunde kuma@ belyse det kliniske billede af EIC og

penetransen, der har vist sig ikke at veere 100 %.

P& nuveerende tidspunkt synes den bedste |gsnirgratavisrestriktioner, der pa sigt vil eliminere
mutationen. Men maske en anden lgsning kan finddsavbelyse dynamin 1 's virkemekanisme og
sammenspil med andre stoffer i endocytosen. Endsewt er en kompliceret proces, og det kan
veere, der viser sig at veere et andet stof, dek&arpensere for tabet af dynaminl, som kan bruges
tii behandling. Det kan ogsa veere, at man ved atdoendocytosen far svaret pa, hvorfor
penetransen er 80 % nar labrador retrieverne end &un= 50 % i udstillingshunde og hunde, der

bruges som kaeledyr

Indtil videre har man undersggt dynamin 1's virkkardsme i KO mus, men maske kunne man
udvide forsgget til KO hund, for pa den made atf&lart billede af dynamin 1's virkemekanisme i
hund. Det vil ogsa kun bidrage til den generelistiielse af endocytose, synaptisk transmission og

neuropatobiologi.
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Bilag 1: Allelfrekvens og stikprgvestgrrelse

Estimering af allelfrekvenser vha. genteellemetodetaget at populationen er i Hardy-Weinberg
ligeveegt. Dvs. fglgende betingelser er opfyldfaditig parring, ingen mutationer, ingen selektion,

ingen migration samt en stor population, sa mansieabort fra genetisk drift. (Christensen 2003)

Allelfrekvensen for T767i USA:

Antal heterozygote labrador retrievere (G767/T710)37- 400 hunde = 148 hunde
Antal homozygote labrador retrievere (T767/T767,63- 400 = 12 hunde

Antal alleler = 400 hunde2 = 800 alleler

Antal T767 alleler = 148 alleler +-212 alleler = 172 alleler

Frekvensen af T767 = 172 alleler / 800 alleler218,

Frekvensen af G767 = 1- 0,215 = 0,785

Frekvensen af afficerede hunde (T767/T767) = (216,046

Frekvensen af hunde der ikke er anleegsbaerer (G767)G- 0,785= 0,616
Frekvensen af raske anleegsbeerer €,215- 0,785 = 0,338

Stikpravestarrelsen baseret pa allelfrekvenser fraSA:
D er antallet af T767-alleler i populationen, amtagutationen er til stede. Ifglge Dansk Kennel
Klub er antal N af labrador retrievere registrdrat1996-2009 ca.32.000 hunde (DKK 2009). Det

svarer til 64.000 alleler, og allelfrekvensen fartationen T767 er 0,215

D = allelfrekvensen af T76W
=0,21564.000 alleler
=13.760 alleler

n er stikprgvestarrelsen. P seettes til 0,95, dajeiker at detektere mutationen i populationen med

95 % sandsynlighed, safremt denne eksisterer:

n=(1-@1-PY¥) (N-(D-1)/2)
(E(1-0,95)137%%%9 54 000 alleler — (13.760 alleler-1)/2)
=12,4~ 13 alleler

Altsa bar der testes 7 labrador retrievere forea¢ktere mutationen med 95 % sandsynlighed, hvis

den eksisterer i den danske population (Howet &l. 2003)



Udregning af T767 -allelfrekvensen i den danske population af labrdor retrievere:
Totale allelfrekvenser fundet ved screening (122de):

Antal heterozygote labrador retrievere (G767/T 28 hunde

Antal homozygote labrador retrievere (T767/T7678 kunde

Antal alleler = 122 hunde2 = 244 alleler

Antal T767 alleler = 28 alleler + 28 alleler = 44 alleler

Frekvensen af T767 = 44 alleler / 244 alleler =80,1

Frekvensen af G767 = 1- 0,180 = 0,820

Frekvensen af afficerede hunde (T767/T767) = ¢ £80,033

Frekvensen af hunde der ikke er anlaegsbaerer (G767)G 0,826= 0,672
Frekvensen af raske anleegsbeerer €,280° 0,820 = 0,295

Ubeslaegtede allelfrekvenser ” ingen feelles forg2ld2 hunde):

Antal heterozygote labrador retrievere (G767/T71p hunde

Antal homozygote labrador retrievere (T767/T767) bunde

Antal alleler = 72 hunde2 = 144 alleler

Antal T767 alleler = 15 alleler + 27 alleler = 39 alleler

Frekvensen af T767 = 39 alleler / 144 alleler =7Q,2

Frekvensen af G767 = 1- 0,271 = 0,729

Frekvensen af afficerede hunde (T767/T767) = ;270,073

Frekvensen af hunde der ikke er anlaegsbaerer (G767)G 0,728= 0,532

Frekvensen af raske anleegsbeerer §,271- 0,729 = 0,395

Ubeslaegtede allelfrekvenser "ingen feelles anegtined bedsteforeeldre” (35):
Antal heterozygote labrador retrievere (G767/T 7 7)hunde

Antal homozygote labrador retrievere (T767/T768 kunde

Antal alleler = 35 hunde2 = 70 alleler

Antal T767 alleler = 7 alleler + 25 alleler = 17 alleler

Frekvensen af T767 = 17 alleler / 70 alleler = 6,24

Frekvensen af G767 = 1- 0,243 = 0,757

Frekvensen af afficerede hunde (T767/T767) = (243,059

Frekvensen af hunde der ikke er anlaegsbaerer (G767)G 0,757 = 0,573

Frekvensen af raske anleegsbeerer 9,243 0,757 = 0,368




Bilag 2:
2. dags DNA ekstraktion fra EDTA-blod.

1. dag

Husk at teende for en kalecentrifuge 4°c.

1. Sid ved stinkskabet med blodpraverne og benyt hantler. Tilseet tritonlysebuffer:

10 ml blod = 40 ml tritonlysebuffer

5 ml blod = 20 ml tritonlysebuffer

2,5 ml blod = 10 ml tritonlysebuffer
1,25 ml blod = tritonlysebuffer

2. Prgverne rystes godt og seettes i kagleskabet i B0ORyst prgverne engang imellem.

3. Centrifugeres 15 min ved 2500 rpm, 4°c.

4. Supernatanten kasserBenyt stinkskab og brug handskerVeer opmaerksom pa at pellet

kan sidde lgst.
Tilsaet 0,9 % NaCl:
10 ml blod = 2 ml 0,9 % NaCl
5 ml blod =1 ml 0,9 % NacCl
2,5 ml blod = 0,5 ml 0,9 % NaCl
1,25 ml blod = 0,25 0,9 % NaCl

Vortex til pellet er rimeligt oplast.

7. Centrifugér 10 min ved 2500 rpm, 4°c.

9.

10.

11.

Tag pronase (20 mg/ml) ud af fryseren og forbemedg@se-blanding til det antal prgver du
har.
Supernatanten kasseres. Haeld forsigtigt! Pellesldae |gst.
Tilseet kernelysebuffer:

10 ml blod = 3 ml

5 ml blod = 1,5 ml
2,5 ml blod = 0,75 ml
1,25 ml blod = 0,375 ml Pronase blandning:

Tilsset 20 % SDS: 1 prgve = 10 ml blod!

— 1 prave:
10 ml blod = 100 pl 896 1l vand
5 ml blod =50 pl 50 ul pronase (20mg/ml)
50 ul20 % SDS
2,5 ml blod = 25 pl 4 ul0,5M NgEDTA, pH 8,0

1,25 ml blod = 12,5 pl




12.Tilseet pronase-blandingen:
10 ml blod = 1,0 ml
5 ml blod = 0,5 ml
2,5 ml blod = 0,25 ml
1,25 ml blod = 0,125 ml
13.Ryst pellet op seet praverne pa "rystebord” natier ¢ved stue temp.)

2. dag.
Husk at teende kalecentrifuge 4°c. Og lave "fiskergger” til feeldningen.

1. Tilseet meettet NaCl (6M)
10 ml blod = 1,0 ml
5 ml blod = 0,5 ml
2,5 ml blod = 0,25 ml blod
1,25 ml blod = 0,125 ml
2. Vortex prgverne ved fuld kraft i 15 sek.
3. Centrifugér i 15 min. ved 2500 rpm, 4°c. Ggr imags 50 ml rar klar med lab. nummer.
4. Overfar supernatanten til de nye rgr, uden at fafaeldet med. Klip evt. enden af P1000
spidsen.
5. Feeld DNA'et med 1 vol. Isopropanol og sno det ogpdfiske-stang” Stinkskab og
handsker!! Affald opsamles i meerket affaldsflaske.
6. Oplgs DNA’et i en passende maengde TE-buffer (ongk2i®0-300 pl) og brug 1,5 ml rar
med skruelag.
7. Stil rgrene til omraring i kelerummet i keelderertt@a over eller laengere.
8. Mal OD og meerk rarene med koncentration. OD vedfagynding (72 ul HO + 3 pl
DNA).



Bilag 3: PC-mix & Sm1l-mix
PC-mastermix:

2 ul MgCk (buffer)
1 pl dNTP

0,7 pl af begge primere
0,2 ul Amplicon Taq (hotstart enzym)
13,4 pl MilliQ

Hertil tilseettes 2 pul DNA (25ng/uL)

Smill-mastermix:

2 ul 10 Bovine Serum Albumin (fortyndes farst)
2 ul 10- NEBuffer 4
5 pl MilliQ
1 pl Smil (10 unit)
Hertil tilsaettes 10 pl PCR produkt og det heldestipa varmeblok ved 55° C i ca .1 time.



