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Abstract

Osteogenesis imperfecta (Ol) is a systemic hereditary disorder, which in dachshund is caused by
an autosomal recessive missense mutation in the SERPINHI gene. The mutation prohibits the
correct formation of collagen type 1 — a necessary component in bones. The classic symptom of Ol
is thereby fractures, but blueish sclera and dentinogenesis imperfecta (glass teeth) are examples of
other clinical traits. There is no treatment for Ol in dogs, and affected puppies are therefore
euthanized. The purpose of this master’s thesis is to estimate the prevalence of the mutation in the
Danish population of wirehaired dachshund, as well as to validate the DNA test and generally
provide information about the disorder. The genotyping was performed on blood samples from 76
unrelated wirehaired dachshund. DNA was purified and amplified using PCR. Thereafter, the PCR
product was cut with the restriction enzyme Hpy991, followed by gel electrophoresis, where
homozygous healthy dachshund showed an uncut PCR fragment of 451 bp and carriers showed
three fragments of 451 bp, 336 bp and 115 bp. There was a total of 8§ carriers (10,53%). Given the
high carrier frequency and the severe symptoms of the disorder, it is recommended to introduce

breeding restrictions based on testing before breeding.

Sammendrag

Osteogenesis imperfecta (OI) er en systemisk arvelig lidelse, som i gravhunde skyldes en
autosomal recessiv missense mutation i genet SERPINH . Mutationen forhindrer korrekt dannelse
af kollagen type 1 — en nedvendig komponent i knogler. Det klassiske symptom pa Ol er derfor
frakturer, men blalig sclera og dentinogenesis imperfecta (glastaender) er eksempler pa andre
kliniske tegn. Der findes ingen behandling af Ol hos hunde, og derfor bliver afficerede hvalpe
aflivet. Formalet med dette specialeprojekt var at estimere udbredelsen af mutationen i den danske
population af ruhdrede gravhund, samt at validere DNA-test og generelt oplyse om lidelsen.
Genotypningen blev lavet pa blodprover fra 76 ikke-beslaegtede ruharede gravhunde. DNA blev
oprenset og derefter amplificeret ved brug af PCR. Herefter blev PCR-produktet skéret med
restriktionsenzymet Hpy991, efterfulgt af gelelektroforese, hvor homozygote raske viste et uskaret
PCR-fragment pa 451 bp, og anlagsberere viste tre fragmenter af 451 bp, 336 bp og 115 bp. I alt
fandtes 8 anlegsberere (10,53%). P4 baggrund af den hgje anlegsbarer frekvens og lidelsens

alvorlige symptomer, anbefales det at indfere avlsrestriktioner om test for avl.



Indledning

I januar 2021 blev der holdt et mgde for bestyrelsen og det kynologiske udvalg i DGK, sammen
med DKK’s forretningsudvalg. Madet blev aftholdt pa baggrund af bekymring omkring lidelsen
”glasknogler” (Ol), da et af klubbens medlemmer har henvendt sig til klubben og indberettet en syg
hvalp med denne diagnose. Bekymringen understottes af Tysklands testkrav for avl og studier, der
viser hoj preevalens af anleegsbarere i Tyskland, samt at der for 20 &r siden, har varet indberettet
hvalpe med OI i Danmark, hvor faderen til kuldet har vaeret meget anvendt i avl. Klubben
mistenker et stort merketal i indberetning af syge hvalpe, grundet en kombination af lukkethed hos
nogle opdrettere, og/eller manglende kendskab til lidelsen og ensker hjelp fra DKK’s
sundhedsudvalg til at estimere udbredelsen af Ol i den danske population, samt at validere DNA-
test (1).

Ovenstaende pointer fra madet, har dannet grundlaget for dette specialeprojekt, hvor det enskes at
estimere praevalens af mutationen i danske ruharede gravhunde, for at vurdere, om et evt. nyt
avlskrav om DNA-test kan forsvares. Til dette enskes ogsa en validering af DNA-testen, og
bekraftelse af, at Ol i danske gravhunde skyldes den tidligere identificerede missense mutation i
SERPINH I-genet (2). Ydermere er der et formal om at oplyse, samt skabe &benhed og
opmarksomhed pé OI hos lesere af dette projekt, samt for bade opdreettere og dyrleeger, sddan at

diagnosticering og indberetning forbedres, og merketallet dermed mindskes.

Ol, ogséa kaldet glasknogler, er en systemisk arvelig lidelse, der &ndrer kroppens bindevav. |
mennesker udger mutationer i de to kollagen-kodende gener (COL1A1 og COLIA?2), cirka 90% af
arsagerne til lidelsen (3). I dette projekt vil der dog blive fokuseret pa en af de mere sjaldne arsager
til lidelsen; en mutation i SERPINH, der koder for dannelse af et chaperon protein (HSP47)(4).
Den nye nomenklatur for proteinet, er den ikke-kursive version af gen-navnet; SERPINHI. I dette
projekt vil betegnelsen HSP47 dog blive brugt i stedet, da denne bruges i samtlige referencer.

HSP47 spiller en essentiel rolle i foldningen af kollagens trippel helix struktur, der er nadvendig
for kollagens funktion. Defekter i denne struktur, forer til OI, der er kendetegnet ved ekstremt
skrobelige knogler og teender. Andre symptomer inkluderer bléalig sclera, tab af horelse, dvargvakst
(5) og smerte (5), samt dedfedte hvalpe og reduceret kuldsterrelse (7,8). Indtil nu er OI blevet
beskrevet i folgende racer: Golden retriever, beagle, collie, puddel, norsk elghund, bedlington
terrier, gravhund (6,9—-12). Og for nyligt engelsk mastiff, chow chow, finsk lapphund, lagotto
romagnolo og dvargpinscher (7,13-16).



Ordliste

¢ Bp: Basepar bestaende af to nukleotider.

e CFAZ2I: Canine familiaris chromosome, number 21.

e Codon: Bestar af 3 basepar, der koder for en specifik aminosyre.

e COI: Coefficient of inbreeding (indavlskoefficient).

o (COLIAI og COLIA2: Kodende gener for kollagens komponenter.

¢ Dentinogenesis imperfecta: Forkert dannelse af taeender, resulterende i gennemsigtige teender.

e DNA: Deoxyribonucleic Acid (deoxyribonukleinsyre)

¢ DGK: Dansk Gravhunde Klub.

e DKK: Dansk Kennel Klub.

e Hpy99I: Et skeringsenzym.

e HSP47: Heat Shock Protein 47 (senere kaldt SERPINHI1, som SERPINH] koder for).

e Missense mutation: En basepar substitution, der forer til en @ndring af den dannede
aminosyre.

e OlI: Osteogenesis Imperfecta, ogsa kaldet Glasknogler eller Brittle Bone Disease.

e SERPINHI: Serpin peptidase inhibitor, clade H (Heat shock protein 47), member 1
(collagen binding protein 1).

e (C/C (OlA): Homozygot for mutation i SERPINH 1. Osteogenesis imperfecta affected; syg.

e C/T (OIC): Heterozygot for mutation i SERPINH 1. Osteogenesis impetfecta carrier;
anlegsbearer.

o T/T (OIF): Homozygot rask/vildttype i SERPINHI. Osteogenesis imperfecta free; fri.

e PCR: Polymerase Chain Reaction (polymerasekadereaktion).

e RAS: Racespecifik Avls Strategi (ofte at finde i racens specialklub).

e rER: Ru Endoplasmatisk Reticulum (afdeling af cellen, hvor kollagen starter sin dannelse).

e SNP: Single Nucleotide Polymorphism (enkeltnukleotidpolymorfi).
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Introduktion
Baggrund

Der har tidligere i udlandet, i 2003, veeret fokus pa Ol i gravhunde. Her mistankte man, at der hos
de syge hunde, var en mutation i generne COL1A1 eller COL1A2, da mutationer i disse gener er
beskrevet, som de hyppigste arsager til Ol hos mennesker (17). Disse kandidatgener blev dog
udelukket via sekventering pa fem Ol-hvalpe og saledes blev der opfordret til at undersoge et af de
andre 15 gener, der menes at pavirke kollagendannelse, nadvendig for udviklingen af funktionelle
knogler. I 2009 blev der saledes udgivet en artikel, hvor arsagen til Ol i gravhunde blev fundet; en
missense mutation i SERPINH1 péa kromosom 21 (¢.977T>C, p.L326P) (2).

Den nye viden om, at OI forérsages af mutation i SERPINH, forte til en storre undersogelse af
tyske og schweiziske gravhunde i 2012 (8), og europaiske gravhunde i 2013 (18), hvor henholdsvis
591 og 1352 gravhunde blev genotypet for mutation i SERPINHI, med en anlaegsbarer frekvens pa
18% og 17,3% i den ruhérede variant. Pa dette grundlag, er der blevet indfert anbefaling om test for

avl i 2016 (se Bilag 1) og senere i 2019 (se Bilag 2) blev der indfert avisrestriktion med testkrav i



den tyske gravhundeklub (Deutscher Teckelklub). Kravet indebaerer at mindst ét af foraeldredyrene,
skal veare testet fri for Ol (se Bilag 3)(19,20).

Den tyske undersogelse (18) viste derudover, at antal barere blandt proverne fra 1995 til 2012,
har veret konstant fra ar til ar. Der er derfor, formodentligt, blevet fadt Ol-hvalpe labende i flere
artier (18) og indtil for nyligt, har der ikke varet en succesfuld indsats mod lidelsen (konkluderet ud
fra den konstante frekvens af anlegsbarere). I den forbindelse er det interessant, at man i studiet fra
2012 (8), ogsa undersogte praevalens af dedfedte hvalpe hos gravhunde-kuld. Det viste sig, at
antallet af dedfedte hvalpe, er 1,8 gange hejere i kuld, hvor faderen var anlaegsbarer for Ol (p =
0,00002). I gennemsnit blev der fadt 5 hvalpe per kuld, hvor dedfedte hvalpe udgjorde 9,2% af
kuldet fra anlegsbaerere-faedre. 1 kuld fra homozygote raske faedre, 14 andelen af dedfodte pa 5,4%.
I alt blev 660 (325 fra anleegsbaerer faedre og 335 fra homozygot raske faedre) kulds dedfedte hvalpe
registrerede og kun fra faedre med mere end 15 kuld. (8).

De to praevalensstudier (8,18) har ogsa fundet anlaegsbzarere hos bade de kort- og langharede
varianter pa henholdsvis 6,8% (7) og 1,1% (18). Mutationen findes altsa hos alle tre pelsvarianter,
omend i noget lavere grad hos de kort- og langharede, sammenlignet med den ruhérede variant.
Dette skyldes formodentligt, at mutationen stammer fra den ruharede variant og krydsparringer
varianterne i mellem sker, om end meget sjeldent (18).

Et par ar efter praevalensstudierne refereret ovenfor, blev et studie omkring SERPINH ]
mutationens molekylaere konsekvenser publiceret (21). For en bedre forstaelse af mutationen, vil
dette blive uddybet i et af de kommende afsnit.

Der er efterfolgende publiceret artikler om tilfaelde af Ol i andre racer, hvor arsagen endnu ikke er
fundet; i 2018 en dvergpinscher hvalp, hvor genetisk test ikke blev foretaget (16), 1 2019 en engelsk
mastiff hvalp, hvor mutation i COL1A42, blev udelukket, men yderligere tests ikke lavet grundet
okonomi (7) og senere to finsk lapphund hvalpe i 2021, hvor arsagen heller ikke blev fundet. |
sidstnaevnte artikel, bliver der lagt op til yderligere undersogelse grundet indrapporteringer om OI i
andre finske lapphunde i Europa (14). Disse eksempler vidner om et emne, der er i udvikling og

hvor der er behov for videre forskning og udvikling af DNA-tests — og ikke kun i gravhunde.



Ol i Danmark

12000 modtog den Kongelige Veterinere Landbohgjskole (KVL) to aflivede gravhunde-hvalpe,
som de diagnosticerede med OI og tog blodprever fra. Herefter blev der ogsa taget blodprove fra en
af de raske kuldsestre, samt moderen. I kuldet var ogsa tre andre hvalpe, hvoraf én dede pludseligt
kort tid efter fodslen. De to aflivede hvalpe, den raske soster og moderen (”OI-familien”, se Bilag
4), er de fire blodpraver, vi har genotypet og brugt som kontrol i dette specialeprojekt.

For at folge op pa ovenstéende, blev der i 2001 igangsat et projekt af DGK, hvor medlemmerne af
klubben blev opfordret til at indsende dede eller aflivede hvalpe, der kunne mistenkes at have OI.
Klubbens kynologiske udvalg skrev en artikel i DGK’s medlemsblad ”Gravhunden” (22), som
beretter om, at der gennem flere &r har veret tilfeelde af utrivelige hvalpe. Da mange af disse hvalpe
blev mistankt for at have OI, opfordredes der til, at de blev underseggt. Der blev udvist bekymring
om, at mange af hvalpene ikke ndede at komme til dyrlege og dermed ikke fik stillet diagnosen Ol.
Derudover beskrev artiklen karakteristika for lidelsen og opfordrede opdreetterne til at holde gje
med folgende symptomer: Svaghed, skyden ryg, svaert ved at g&, ommer sig under gang, leger ikke
med andre hvalpe i kuldet, far knoglebrud uden at have veret udsat for alvorlig overlast,
mangelfuld udvikling af teender, misfarvede/glasagtige teender, manglende teender og knekkede
teender (22). Derudover blev der skrevet en Ol-artikel af dyrlege Jens Arnbjerg til
Smédyrspraktiserende Dyrlaegernes Fagblad (SDF) i 2001, for at sge opmarksomheden hos
praktiserende dyrleger overfor lidelsen og dermed oge chancen for at fa sendt flere syge hvalpe ind
til projektet.

Der blev dog til DGK’s projekt ikke indsendt flere hvalpe, end de tre, der er kert DNA-tests pa i
dette specialeprojekt. Der blev publiceret en artikel i Gravhunden aret efter (2002), hvor en
opdretter beskriver “en drem, der blev et mareridt”, med beskrivelser af Ol-symptomer i det
fornevnte kuld; ”Ol-familien”. Naste artikel om Ol i Gravhunden (23), blev udgivet i 2015. Her
bliver konkluderet, at lidelsen méa vere at den dominante nedarvningstype, og at mutationen er
opstaet under celledeling i teevens gameter, da faren til de to Ol-hvalpe, er en meget brugt hanhund
(med 359 afkom (24)), og der var ikke indrapporteret andre tilfaelde. Da konklusionen om dominant
arvegang postuleres, bliver der yderligere konkluderet, at lidelsen i Danmark ikke har nogen
avlsmaessig betydning, da de raske hunde i sé fald, ikke kan vare barere af Ol. Senere i artiklen
navnes ogsa den recessive form af Ol, hvor arsagen blev fundet i 2009 (2), og skulle der dukke

flere syge hvalpe op pga. brug af tyske hunde i den danske avl, er forfatteren af artiklen
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fortrastningsfuld, da den nyfundne gentest, let kan eliminere problemet. Der udtrykkes bekymring
om relevansen af gentesten, nar der tilsyneladende ikke er indrapporteret syge hvalpe (23).

12019 far gravhunde-opdratter Mille Sass (25) et kuld hvalpe pé 4, hvoraf den ene tevehvalp
Bonni, udvikler Ol-symptomer og bliver aflivet, 11 uger gammel. Pa det tidspunkt forteeller Mille,
at hun ikke har kendskab til lidelsen og hun beretter om et langt hardt forleb:

Det starter med, at Bonni har nedsat tilvaekst, synligt efter to ugers tid. Derefter kunne hun ikke
folge med de andre i kuldet, da de begyndte at rejse sig og bevaege sig rundt. En dyrlege vurderer,
at hvalpen er en ”svemmer”. Et par uger senere, er Bonni stadig ikke pa benene og er til dyrlaege
igen, uden resultat. Lidt senere knakker Bonni en hjernetand og Mille opdager, at teenderne er
nasten gennemsigtige, hvorefter hun kommer til dyrleege endnu en gang, som mistanker
kalkmangel. Bonni begynder at give udtryk for, at hun har ondt, og er til dyrlege igen, for at fa
smertestillende. Dette gav ro pé i nogen tid, men ved 11-ugers alderen gér Bonnis hofte af led,
hvilket bekraftes med et rontgenbillede (se Figur 3). I den forbindelse bliver hun aflivet, grundet
den darlige tilvaekst, hofteproblemet, smerte og de darlige teender. Efter aflivning opdages det, at
alle Bonnis teender er lose og dyrleegen formoder her, at Bonni har OI.

Mille taenker ikke yderligere over diagnosen, for i 2020, hvor hun tilfeeldigt far et tip fra en norsk
opdratter om, at Ol er en kendt arvelig lidelse i racen, og at hendes hvalps symptomer lyder som
OI. Bonnis mor bliver herefter DNA-testet for mutation i SERPINH1 og det viser sig, at hun er
berer af Ol. Mille far senere fortalt, at faren til Bonni for har lavet hvalpe med Ol i sine i alt 23
kuld. Dette affoder et Facebook-opslag, hvor Mille har i sinde at s@tte Ol pa dagsordenen igen hos
gravhunde-folket. Her satter hun spergsmalstegn ved manglende gentest af Ol i Danmark, samt
manglende dbenhed pa omradet (25). I januar 2021 holder DGK mede om netop dette Facebook-

opslag, som n&vnt i indledningen af dette specialeprojekt.

SERPINH1 og HSP47

Identificering af mutationen

12009 blev den genetiske baggrund for Ol i gravhunde identificeret som folger (2): Der blev
genotypet 5 syge gravhunde, samt 5 kendte anlaegsbarere, med 50.000 SNPs jeevnt fordelt i

genomet, og resultaterne blev analyseret med henblik pé at finde en genomisk region med udtalt
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homozygoti og fxlles alleler. De 5 syge hunde var alle homozygote i en region pa 102 SNP-
markorer p4 kromosom 21 (CFA21), svarende til 5,82 Mb.

Denne region svarer til en region pa det humane kromosom 11, som indeholder genet SERPINH I,
der koder for et kollagen-bindende protein (HSP47)(2). Man vidste at, en mutation i dette gen,
adelaegger kollagensyntesen og forarsager tidlig dod hos mus (26). Hermed var et nyt funktionelt
kandidat-gen fundet. For at bekrafte, at mutation i SERPINH I-genet henger sammen med OI-
faenotypen, blev 2 syge gravhunde og 2 kontrol-hunde sekventeret. Der blev fundet 12 polymorfier,
hvoraf kun én SNP-allel var unik for de 2 syge gravhunde blandt de 4 sekventerede hunde. SNP’en
fandtes i SERPINHI exon 5, og er en T>C substitution (¢977T>C), der forarsager en missense
mutationen, hvor leucin udskiftes med prolin i de syge hunde (p.L326P).

For yderligere bekraftelse, blev 11 syge hunde og 13 kendte anlagsberere genotypet, med
henholdsvis C/C og C/T. Yderligere 66 raske gravhunde blev genotypet, hvoraf 12 af dem blev
genotypet som anlaegsbarere, C/T og resten som homozygot raske, T/T. Blandt disse 66 gravhunde,
blev allelfrekvensen for mutationen udregnet til 18% og mutationen sas bade i den kortharede og

ruharede variant (2).

Missense mutationen i SERPINH1

HSP47’s funktion

Type 1 kollagen er den hyppigste komponent i den ekstracelluleere matrix (EM) i knogler.
Forstadiet til type 1 kollagen, prokollagen, er dannet af to pro-a-1 kaeder og én pro-a-2 kade i en
trippel helix struktur. Kaderne er kodet af generne COL1A41 og COL1A2 henholdsvis (27).

I det endoplasmatiske reticulum (ER), foldes de tre pro-a-keder fra deres C-terminal til deres N-
propeptid til trippel helix struktur (28). For at foldningen sker korrekt, hjelper forskellige enzymer
og chaperon-proteiner til (29). Et af de nedvendige chaperon proteiner er HSP47, som SERPINH -
genet koder for (30). HSP47 stabiliserer trippel helix strukturen (31,32), og menes ogsa at forhindre
lateral tilhaftning af strukturen til ER-vaeggene (33), samt at beskytte den under transporten til
Golgi-apparatet (4,34). I Golgi-apparatet falder pH, og dette far HSP47 til at forlade trippel helix
strukturen og diffundere tilbage til ER, hvor det genbruges (35,36).
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Herefter sker der en sekretion af det faerdigt-foldede kollagen til den ekstracelluleere matrix i

knoglerne, hvor stabilitet bl.a. dannes via staerke krydsbindinger kollagen og kollagen i mellem

@1).

Patomekanismen bag mutationen

12015 blev der lavet et studie omkring patomekanismen bag gravhundens mutation i SERPINH1
og de molekylare konsekvenser af det muterede HSP47. Dette afsnit vil hovedsageligt vere et
simplificeret resumé af naevnte studie (21).

I studiet blev der lavet flere tests. Blandt andet fandt man ud af, at mangden af HSP47 i mutant
fibroblaster var halveret ssmmenlignet med kontrol fibroblasterne (21). Dette har dog i mus vist sig
ikke at have nogle konsekvenser (37).

Derudover fandt man, at type 1 prokollagen, i mutanterne havde nedsat elektrophoretisk mobilitet
sammenlignet med kontrollerne. Den nedsatte mobilitet forlenger migrationen af prokollagen, som
forer til en "micro unfolding” — en mikroskopisk losning/udfoldelse af den stramme trippel helix
struktur. Den lesnede struktur, giver mulighed for overmodifikationen af kollagenet.
Overmodifikationen i prokollagen skaber nye bindings sites, hvor der bl.a. sker over-glycosylering
(ekstra glucosyl) i aminosyren Lysin-87 (Lys-87), samt over-hydroxylering i Lys-930, som nasten
udelukkende blev til Hydroxylysin (Hyl) i mutanter (21).

Der blev ogsa malt flere prokollagen intracellulert, og nedsat kollagen sekretion hos OI-hundene.
Dette kan skyldes en forsinket foldning og intracelluler retention af prokollagen 1. Retentionen
forer til et ’ER-stress-respons’, grundet dilation af ER-cisternerne (21). Stress-responsen i ER
mistankes ogsa at spille en rolle i patomekanismen, om end det ikke er bevist endnu. Mulige
konsekvenser tenkes at vare eget apoptosis, forringet differentiering, samt svaekkede osteoblaster
(31,38-40).

De overmodificerede (og faerre i antal) kollagen danner efter sekretion ud i den extracellulare
matrix i knoglerne, ikke normale funktionelle krydsbindinger til hinanden. Overmodificeringen
forer til en markant forskudt ratio mellem hydroxylysyl pyridinoline (HP) og lysyl pyridinoline
(LP) krydsbindinger, hvor der er over dobbelt sa mange HP hos Ol-hundene end hos
kontrolhundene. Denne forskel i krydsbindingerne, samt ER stress respons, menes bl.a. at vaere

arsag til de karakteristiske skrebelige knogler hos hunde med OI (21).
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Figur 1

Symboler i figuren: Lilla kugle; HSP47, morkebla stav; glucosyl-galactosyl, gul stav, hydroxylysyl;
lysebla stav, hydroxylysyl pyridinoline krydsbinding (HP), orange stav, lysyl pyridinoline
krydsbinding (LP).

Patomekanisme: Los foldning af pro-kollagens trippel helix struktur i den ru endoplasmatiske
retikulum (rER), grundet nedsat funktionsevne/bindingsevne af HSP47. Den lose foldning skaber
grundlag for overmodificering (bl.a. flere morkebld stave). Efter sekretion af kollagenet fra Golgi
til den extracellulcere matrix (EM), dannes herved et oget antal HP-krydsbindinger (lysebla stave),
og et nedsat antal LP-krydsbindinger (orange stave).
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Klinisk sygdomsbillede

Ol er en omfattende sygdom med mange symptomer, beskrevet i litteraturen i forskellig
detaljegrad. Nedenfor ses Tabel 1 med overblik over de beskrevne symptomer hos forskellige
hunderacer. Et ”+” angiver, at artiklen har observeret det pageldende symptom, mens et -
angiver, at artiklen har observeret at pagaldende symptom, ikke har veeret til stede. Tomme felter

indikerer, at artiklen ikke har angivet om pagaldende symptom har veret til stede.

Tabel 1
OI Sygdomshillede fra caserapporter
Symptomer\Ref. (8) (17) (14) (15) (7) (16) (13) (11)
2012 2003 2021 2019 2019 2018 2018 2000
Multiple frakturer = o+ =3 + + i f -+
Gennemsigtige teender + + * + ¥ ¥ +
Smerte e a5 - + +
Blalig sclera + + +
Nedsat adreethed e =3 i + +
Hypermobile led +
Nedsat veekst =i -
Deforme lemmer +
Ribbensfrakturer = £
Almindelig appetit e =F
Blodpreveru.a®* + + ¥ = 7 i =
Arsag il OI SERPINHI Ejfundet Ejfundet COLIA? Ejfundet Ej fundet COLI42 Ejfundet
Race Gravhund Gravhund Finsk Lagotioc Engelsk Dverg- Chow American
lapphund mastff pinscher chow Cream

*Alkaline phosphatase (ALP) pa normalt nivean for en voksen hund, men for lav for en hvalp.
Knoglevakst hos hvalpe ber give forhejet ALP.
**Uden anmerkninger relateret til knoglelidelser

De to forste kolonner omhandler gravhunde; den ene med SERPINHI mutation som arsag, og
den anden ukendt — dog sandsynligvis ogsad SERPINH 1, da mutationen har varet i racen i flere
artier (18).

Forste reekke, multiple frakturer, er veerd at legge maerke til. Samtlige hunde i case-rapporterne
har haft mindst to frakturer. Flere af hundenes frakturer er forst blevet opdaget ved rentgen eller
obduktion.

Anden reekke, gennemsigtige teender, er ogsa verd at bide maerke i. Et genkendeligt

karakteristikum beskrevet hos nasten alle artikler. Normalt dukker hvalpes malketender frem, nar
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de er mellem 22 og 34 dage gamle(41). Dette ber vere in mente, hvis dentinogenesis imperfectum
skal tages med i diagnosticeringsprocessen.

De resterende symptomer er smerte, blalig sclera, nedsat adrethed, hypermobile led, nedsat
vaekst/starrelse i forhold til kuldseskende og deforme lemmer. Andre konsekvenser, som ikke kan
ses hos den individuelle hund og som ikke indgér i case-rapporter/Tabel 1, er dodfedte hvalpe og
reduceret kuldsterrelse (7.8). En forklaring til det foromtalte merketal i danske Ol-tilfalde.
Derudover er tab af horelse, er et klassisk Ol symptom hos mennesker (5), men dette er i artiklerne
ikke blevet testet eller angivet.

Hydrocephalus er en komorbiditet til OI (42), og er blevet observeret i dvaergpinscher-casen (16).

Blodpreve-raekken er inkluderet i skemaet med henblik pa at forklare differentialdiagnostik. Se

afsnittet “differentialdiagnoser” laengere nede.

Histopatologi og rentgenforandringer

Histologi: I epifysens og fysens brusk sidder chondrocytterne i regulaere kolonner hos Ol-hunde,
og dermed ses en primer spongiosa, som ved raske hunde (6). Der ses dog markant knaphed af
trabeculae i den sekundare spongiosa i metafysen (6,7,11,13,14). Der kan ogsa ses reduceret antal
osteocytter, manglende Haverske kanaler, reduceret cortex og reduceret eller helt manglende periost
(14). Alle knogler er pavirket histologisk, men forandringerne er mest udtalt i de lange rerknogler,

ribben, mandiblen og i teender (6).
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Rerknogle fra rask hund Reorknogle med Osteogenesis Imperfecta

Primaer L c
spongiosa | A . .
T Bl Osteon > Osteon

Sekurida ) Z ) . o gl Reduceret trabeculae Manglende
spongiosa / ’ /- ’ = Haversk kanal

Cortex NN J — Reduceret cortex

Periost k R —— Manglende periost

Osteocyt Reduceret antal
osteocytter

Figur 2

lllustration og sammenligning af histologiske (og makroskopiske) forskelle i en rorknogle,
samt histologiske forskelle i et osteon fra en rask hund og en Ol-afficeret hund. Hos den OI-
afficerede hund kan ses manglende Haversk kanal og periost, samt reduceret mengde

trabeculae, osteocytter og tykkelse af cortex.

Rontgen: Pa rontgenbilleder af Ol-syge hvalpe, ses nedsat rentgenopacitet af alle knogler (diffus
osteopeni) og tynd cortex i rerknoglerne. Derudover ses ogsé multiple frakturer med eller uden
callus-dannelse (2,6,7,13,14,16). I to af case-rapporterne blev fundet multiple ribbensfrakturer (6,7),
og denne type af frakturer mistankes at ske under fodslen (7).

Nedenfor ses et rontgenbillede af den indberettede hvalp, der gav anledning til fernevnte mode i
DGK i januar 2021. P4 billedet ses en dislokeret hofte, som var anledning til rentgenbilledet.
Desverre er der ikke billeder af forben og ribben, som mange af de andre hunde, i Tabel 1, havde
frakturer i. Ejer beretter om symptomer sasom knaekkede gennemsigtige tender, samt smerteadfaerd
(25). Desveerre kunne der ikke findes et lignende billede med samme egenskaber og patient-type i

god nok kvalitet og standard til en brugbar sammenligning.
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Figur 3

Bonni 11 uger, ruharet gravhund med Ol (25).

Andre fund

Ved obduktion af syge hvalpe, er der fundet makroskopisk synligt generel osteopeni, samt nedsat
spongioest knoglevaev i diafysen og metafysen (6) og multifokal mikrofrakturer i trabeculae med
omkringliggende bladninger (7). Ledbrusk, sener, hud, parenchymatese organer (nyrer, binyrer,

lever, milt og pancreas), nervesystem og endokrine organer er fundet normale ved obduktion (6).
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Differentialdiagnoser

Knoglelidelser hos helt unge hvalpe kan have andre arsager end Ol. Nér man skal stille diagnosen,
kan det veere en god idé at udelukke falgende (7):

1. Metabolisk betinget knoglelidelse (fx hyperparathyroidisme)
2. Erneringsbetinget knoglelidelse
3. Frakturer forarsaget af traume.

Ol-hvalpe kan have frakturer uden anamnese om traume, eller med anamnese om let traume, der
ikke svarer til skadens omfang (15). Derudover ses ofte multiple frakturer, af forskellig alder
(14,15,17), og pa den made differentierer OI sig fra klassisk traume. Dog kan fysisk vold/overgreb
vaere arsag til multiple frakturer af forskellig alder (7).

For at stille diagnosen, er der brugt forskellige strategier i casene fra Tabel 1. Flere stiller
diagnosen pa baggrund af kliniske symptomer, som forer til rontgenbilleder med de fernzvnte
karakteristika, samtidig med inkludering af anamnese om passende fodring af en hvalp (16,43).
Andre supplerer med haematologi og biokemi, som har vist sig at veere uden anmaerkninger hos Ol-
diagnosen, og i sé fald kan bruges til at udelukke visse andre diagnoser (7,11,17).

En af casene beretter om hudbiopsi, som eneste definitive metode til at stille diagnosen. Her laver
de en kultur af hud-fibroblaster, der danner type 1 kollagen, der sa bliver analyseret med

elektroforese, der kan differentiere mellem det abnorme og normale kollagen (11).

Behandling og prognose

Der findes ingen succesfuld behandling af OI hos hunde (9). Hos mennesker tyder det dog pa, at
langvarig behandling med farmaka af medicingruppen bisphosponater kan nedsatte risikoen for
frakturer ved at inhibere osteoclast aktivitet, og dermed oge knogledannelsen (44,45). Ofte er
behandling hos mennesker kombineret med fysioterapi, rehabilitering og ortopaedkirurgi (9).

Ved samtlige hunde fra ovenstadende case-rapporter var behandlingen eutanasi.
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Laboratorie-metoder

Materiale

Formélet med DNA-proverne, er at bestemme genetisk status pd SERPINH1 i en stikprove af 92
gravhunde.

Disse prover er indsamlet i samarbejde med DGK til tidligere genetik-projekter, og efterfolgende
er der indhentet tilladelse hos ejerne, om at bruge blodpreverne til dette projekt ogsa. Preverne har
derfor forskellige aldre (fra 1997 til 2020) og omfatter fortrinsvist ikke nart-beslaegtede individer.
17 af hundene er dog helseskende, og ved udregning af allelfrekvensen for mutationen, vil der blive
taget hgjde for dette ved tilfeldigt at udvaelge én helsoskende per kuld. Derudover er der to af
hundene, hvor begge foreldre er indsendt til genotypning. Her vil afkom ikke indga i
beregningerne. I alt er der 76 hunde tilbage.

Ud af de 92 prover, er | prove fra en gravhundeteve, der har fiet et kuld hvalpe, som vi ogsa har
3 prover fra. Af disse 3 var 2 af dem, diagnosticeret med Ol og 1 rask med ukendt genotype. En af
de syge hvalpes prover, vil blive brugt som kontrol i genotypningen, til at bekraefte, at genotype
resultaterne stemmer overens med hvalpens Ol-fznotype, samt at moderen herefter vil bekrafte en
heterozygot genotype. Se Bilag 4 for oversigt af hundene med slegtskab og genotype resultat.

De fleste af blodpreverne var allerede oprenset til DNA materiale fra de tidligere projekter, og de
resterende blodprover er blevet oprenset efter saltfeeldningsmetode beskrevet i Bilag 5.

Planen var at kere TagMan assay pa alle proverne, men der kom ingen resultater ud af denne
metode. Derfor skiftede vi til PCR-metode i stedet, med restriktionsenzymskaring. Begge metoder

vil blive beskrevet i det folgende:

TaqMan

Et TagMan assay blev bestilt hos Applied Biosystems ud fra den genomiske sekvens omfattende
mutationen. Assayet indeholder de nodvendige primere og prober til at genotype SERPINH . Til
TaqMan genotypning blev der brugt 1,0 ul TagMan assay, 10,0 ul TagMan Universal Mix, 7,0 pl
vand, samt 2 pl DNA (25 ng/ pl). L alt 20 pl i hver prove, sat op i hvide plader. I Mx3000p
maskinen, via MxPro program, blev preverne kert for at indsamle fluorescensens data med felgende

program:
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1. 1 Cyklus m 50°C i 2 min.

2. 1 Cyklus m 95 °C i 10 min.

3. 45 Cykler m 92 °C i 20 sek., 60 °C i 1 min.
Efter endt program, laves scatter plots med fluorescensens dataene. Dette gav dog ikke nogen data
og dermed ingen resultater. Metoden blev forsegt to gange og derefter gik vi over til PCR med

restriktionsenzym (se folgende afsnit). Protokol for TagMan ses i Bilag 6.

PCR med restriktionsenzymsksaering

Efter at forstvalgte metode slog fejl, blev det besluttet at forsage med PCR og restriktionsenzymet
Hpy991, som beskrevet af Eckardt et al. (18).

Et fragment pa 451 bp, som indeholder mutation-stedet, blev amplificeret med PCR primere.
”Forward primer”, 5'-GATGGGTGGTGTGGGTAGAG-3' og reverse primer”, 5'-
TAGCACCCATGTGTCTCAGG -3’ (2). Til hver PCR-prove blev der tilsat 1,4 pl af hver primer,
4,0 ul Qiagen buffer, 2 ul ANTP, 0,2 ul Qiagen taq hotstart polymerase, 27,0 ul nukleasefrit vand,
samt 4 ul DNA (25 ng/ pl). Preverne blev kert i T100 maskine med folgende program:
Denaturering pa 95 °C i 15 min. Herefter 35 cykler af 95 °C i 30 sek., 64 °C i 30 sek. Og 72 °C i 1
min., afsluttet med 72 °C i 10 min.

Efter PCR-opformering, blev proverne kort via elektroforese pa en 2% agarosegel med en 100 bp
marker og 2 pl loading buffer ved 110 V i 25 minutter. Ved vores forste forsag, kerte vi 37 cykler i
stedet for 35, men det viste det sig, at kontrolpreven med vand og ingen DNA, var kontamineret i
nogle af disse forseg. Derefter korrigerede vi cyklus-antal ned til 35 fra 37, og skiftede alle
reagenserne ud med nye og dette eliminerede kontamineringen i kontrolpreven. Kun PCR-produkter
uden amplifikation i vandproven blev brugt til genotypning.

PCR-fragmenterne blev herefter oprenset med nukleasefrit vand via pladeoprensning pa vakuum i
cirka 10 min., for restriktionsenzym-skaring. Dette trin er ikke inkluderet i det udenlandske OI-
projekts metode (18), men uden oprensning, fungerede vores skering ikke - bekraftet ved
manglende skaering af en kontrol-hund, den syge hvalp OI 3.

Det oprensede fragment skulle herefter skares med restriktionsenzymet Hpy991, som skarer og
opdeler PCR produktet i 2 fragmenter pa 336 bp og 115 bp, nar mutationen (C) er til stede. Saledes
ses kun disse to fragmenter hos syge hunde (C/C), 3 fragmenter p&d 451 bp, 336 bp og 115 bp hos
anlaegsbarere (T/C) og 1 uskaret fragment pa 451 bp hos homozygote raske (T/T) (18). For at
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skere, blev proverne sat op med 10 pl PCR-produkt, tilsat 7,5 pl nukleasefrit vand, 2 pl Buffer (cut
smart) x10, samt 0,5 pl Hpy991. Preverne blev inkuberet i 1 time ved 37°C.

De skarede fragmenter blev herefter separeret via elektroforese pa en 2% agarosegel ved 100 V i
cirka 35-40 min., igen med 100 bp marker, samt loading buffer (4 pl). Se protokol i Bilag 7.

Gelerne med resultaterne blev fotograferet i en boks med UV-lys og prevernes navne og placering
noteret. Se Bilag 8.

Da den forste baerer blev genotypet i den forste skaringsgel via ovenstaende metode, blev denne
prove, DDG120, samt den syge hvalp, Ol 3, og en tilfeldig af de raske ikke barere, DGK196,

inkluderet som kontroller i samtlige geler fremover.

Antal nedvendige prover

Her udregnes et estimat for antal nodvendige prover, for at finde én anlaegsbarer med 95%
sikkerhed. Der er brugt folgende formel (46): n = (1-(1-P)/®)*(N~(D-1)/2), hvor P szttes til 0,95
for 95% sikkerhed. N er antal alleler i populationen, D er antallet af C-alleler i populationen og n er
stikprovestorrelsen malt i alleler. ’n’ divideres med 2, for at fa antal nedvendige prover.

For at estimere antal alleler i populationen, N, er der summeret arlige hvalperegistreringer hos
DKK de sidste 13 ar (ud fra gravhundes gennemsnitlige levealder) (47,48). Antallet af C-alleler i
populationen, er estimeret ud fra allelfrekvensen pa 0,1 fra det tyske studie (8) ganget med N. Se

udregning i Bilag 9.

Resultater

For med 95% sikkerhed at finde én anlaegsbarer, skal der testes 14 ruhérede gravhunde. Se
udregning i Bilag 9.

Nedenfor ses et eksempel fra de mange gelelektroforese resultater. De resterende gel-billeder ses i

Bilag 8.
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O3 DGK196 DDG120

Figur 4

De tre forskellige genotyper pa 2% agarosegel efier restriktionsenzymskcering.
OI 3: C/C, DGK196: T/T, DDG120: T/C

Alle resultaterne fremgar tydeligt pa gelerne i Bilag 8, men er her sat overskueligt op i Tabel 2

nedenfor:
Tabel 2
Genotype resultater
Genotype Antal hunde Frekvens (%) ‘ Alleller Antal Allelfrekvens (%)
T/T 68 89.47 T 144 62.50
B i 8 10,53 C 8 5,26

Genotype resultater fra gelelektroforese i Bilag 8, samt resultat fra udregning af anlegsbeerer

frekvens og allelfrekvens.

Resultaterne fra projektets DNA-tests viser, at stikproven pa 76 danske ruhéarede gravhunde, har
en anlegsbearerfrekvens pa 10,53%.

Ved udregningen af anleegsbarer-frekvensen, er der taget hgjde for helseskende og
foraldre/afkom relation blandt DNA-proverne, som forklaret i materiale-afsnittet.

Derudover blev C/C-genotypen bekreftet for de to aflivede Ol-hvalpe, samt T/C-genotype for

deres mor (samt deres raske kuldsester).
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Diskussion

Fejlkilder

TagMan metoden gav ingen resultater og vi fandt aldrig ud af hvorfor. Protokollen i Bilag 6 er
blevet fulgt ngje med oprenset DNA fra blodprever af hgjkvalitet. Derudover var der gentagende
problemer med PCR amplifikation i vandproven, der har forhindret os i at g videre med
restriktionsenzymskeering op til flere gange. Ingen fejlkilde blev fundet, og der skete amplifikation
trods forskellige tiltag sdsom at skifte til et renere laboratorium, at lave vandpreven for sig selv og
lukke den straks, inden noget DNA blev abnet. Derudover blev der jevnligt lavet nye fortyndinger
af reagenser, samt der blev brugt spidser med filter. Der er dog ikke blevet genotypet hunde fra
batches, hvor der er sket amplifikation i vandpreven og laboratorie-forhindringerne har pa denne

made ikke pavirket kvaliteten af de endelige resultater.

Resultaternes anvendelse og bias

Anlegsbarerfrekvensen pa 10,53% ovenfor, er ikke et retvisende billede p4 mutationsallelens
udbredelse i Danmark, da stikproven er biased. DNA-proverne stammer fra tidligere projekter, og
kun hunde, hvis ejere har givet tilladelse, er DNA-testet i dette speciale. Derfor kan resultaterne i
dette projekt bedst bruges til at verificere, at der i Danmark findes anlegsbaerere. Selvom resultatet
er biased, kan det dog stadig bruges til at vurdere, om udbredelsen er haj nok til, at der skal sattes
ind med avlsanbefalinger eller restriktioner. Derudover kan resultatet bruges til at bekreafte, at
DNA-testen virker, og at der i de danske hunde findes Ol, forarsaget af mutation i SERPINH].
Dette er yderligere bekreftet via genets velbeskrevne funktion i forhold til normale knogler i bade
hunde og mennesker (21,32,49), samt at proteinsekvensen i SERPINH I er velbevaret i alle
hvirveldyr og hos mindst 9 forskellige testede arter, er p.326 et Leucin (2). Der er altsé staerk
evidens for, at Ol i gravhunde skyldes mutation i SERPINH].

Da der ikke har veret nevnevardig selektion mod anlagsbarere, grundet et stort morketal af syge
hvalpe og manglende brug af DNA-test for avl, kan det antages, at den reelle danske
anlegsbarerfrekvens ligger i nerheden af praeevalenserne fra fornavnte tyske og europaiske studier

pa hhv. 18% (8) og 17,3% (18), og at dette projekts 10,53% ma vere et underestimat.
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Incitamenter til Ol DNA-test for avl

Den hgje anlegsbarerfrekvens kan bruges i beslutningsprocessen omkring indforsel af
avlsrestriktion eller avlsanbefaling hos DKK eller DGK. For en sé alvorlig sygdom, er en
anlegsbarerfrekvens pa 10,53 hegj — underestimat eller e;j.

Udover den hgje frekvens af anleegsbarere, er der netop en lang reekke andre faktorer, der taler
for, at der ber testes for avl. En af disse faktorer, er lidelsens evne til at maskere sig som “fading
puppy” syndrom, eller blot "mistrivelig hvalp”, og dermed skabe en hgjere dedelighed blandt unge
hvalpe, og hertil horer ogsé en foreget incidens af dedfedte hvalpe (7,8). Faktorer, som enhver
opdreetter mé vaegte hgjt. En anden vigtig faktor, nar man taler om mistrivelige hvalpe, er etikken
omkring lidelsen. Lidelsen er forbundet med stor smerte, og i samtlige case rapporter i Tabel 1, er
der indrapporteret multiple frakturer hos hvalpene. Smerten og den hgje anlegsbererfrekvens taget
i betragtning, kan man diskutere, om det er god etik at parre to ruharede gravhunde, uden at kende
deres genotype for lidelsen.

Kendskab til Ol er ogsa vigtig. Hvis man ikke kender til OI, kan en omsorgsfuld opdretter i god
tro udsztte en afficeret hvalp for at langt smertefuldt og dyrt udredningsforlgb, der uomtvisteligt
ender med aflivning. Her spiller moral og etik ogsa en rolle, bade i forhold til at teste for avl, men
ogsa i forhold til at informere andre opdrzttere om lidelsen, samt at vare aben omkring mistanke til
eventuelle barere. Kendskab til Ol kan derudover gges via specialklubbens avilsanbefalinger
og/eller via Hundeweb. Nogle racers specialklubber gor ogsa brug af en Racespecifik Avls Strategi
(RAS), hvori der er samlet al information om relevante helbredsproblemer i racen, let tilgaengelig i
en pdf-fil pa raceklubbens hjemmeside, som fx Norske Dachshundklubbers Forbund (NDF) (50).

Endnu en fordel ved test for avl, er muligheden for at bruge en misteenkt anleegsbeaerer i avl. Der
kan veere flere fordele ved og arsager til at bruge en anlagsbzrer i avl, blandt andet for at bibeholde
DNA-diversiteten i racen. Uden test, kunne man forestille sig, at en samvittighedsfuld/bekymret
opdreetter ville tage sin hund ud af avl, efter den har faet Ol-afkom og eventuelt frarade avl fra det
resterende raske afkom. Pa den méade kan en avlslinje ende brat og DNA-diversitet i racen mindskes
pa sigt. Derimod ville man kunne beholde hunden i avl ved brug af DNA-test hos bade hunden og
kommende avispartner. Med en klassisk autosomal recessiv arvegang og en god valideret DNA-test,
er der ingen risiko for Ol-hvalpe, ndr man parrer en anlegsbarer med en avlspartner, der er testet
fri. Se Tabel 3 nedenfor, for en opsummering af incitamenter til at indfere avlsrestriktion med

DNA-test for avl.
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Tabel 3

Incitamenter til O DNA -test for avl
Lidelsen er smertefuld

Deadeligt udfald hos afficerede hvalpe

Hej anlegsbzrerfrekvens i racen

OI giver oget antal dedfedte hvalpe
Praevalens falder ikkke uden brug af test
Mulighed for at bruge misteenkt baerer i avl
DNA -testen er valideret

Se tekst for uddybelse af incitamenterne.

DNA-diversitet og konsekvensen af indfersel af test for avl

En vigtig overvejelse og konsekvens ved DN A-test er, at det kan mindske DNA-diversiteten i
racen, hvis man ved avl fravaelger anleegsbarere. En sddan fravaelgelse sker ofte i praksis, trods
muligheden for at parre en anlegsbarer (T/C) med en homozygot rask (T/T). Hvis alle gravhunde-
opdrettere i deres fremtidige avl, fraveelger de 10,53-18% anlagsbzrere i racen, kan det fa
katastrofale folger for genpuljen. I folgende afsnit diskuteres losninger til at komme en mindsket
DNA-diversitet i forkebet.

Onsker man som opdrztter at eliminere mutationsallelen for Ol i sit opdrat, uden at mindske
DNA-diversiteten i racen som helhed, kan man med fordel teste hele sit kuld inden udvealgelse af
den/de hvalpe, man ensker at beholde eller viderebringe til kommende avl. Vil man beholde en
taeve fra sit kuld efter en barer/fri-parring, kan man fx lade alle sine tevehvalpe blive testet inden
de flytter hjemmefra. Der skal selvfolgelig stadig tages hajde for andre helbredsmassige faktorer,
samt eksterior, temperament osv.

Med en lukket stambog, som er standarden ved DKK, er der en begranset genpulje i en race og jo
flere regler, restriktioner og anbefalinger, man avler efter, jo hurtigere reduceres DNA-diversiteten.
Indavlskoefficienten (COI) er allerede meget hoj hos gravhunde og mange andre hunderacer (51) og
uden muligheden for at tilfoje nyt DNA til racen, skal opdreettere veere meget omhyggelige for
bevare diversiteten i den eksisterende genpulje.

Gravhunde har p4 www.hundeweb.dk (52), aviskrav om en ryg-status (K0-K5) og ingen
kryptorkisme. Derudover er der anbefaling om K2 eller bedre status pa ryg, og at mindst én
foraelder er genetisk fri for CRD-PRA. Med hensyn til parringer varianter i mellem, er der forbud

mod parring mellem pelsvarianterne, men ingen restriktioner mellem storrelsesvarianterne. Ud fra
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et genetisk og sundhedsmassigt synspunkt, kunne man overveje at dbne op for parring
pelsvarianterne i mellem og i det folgende perspektiveres til nabolandene Norge og Sverige.

For at undga en ny fanotype i racen (kombination af homozygot langhars plus en eller to ruhérs-
alleler, med pels-fanotype lig en Skye Terrier), kan man starte med at abne op kun for parring
mellem korthars- og ruharsvarianten. Dette har de gjort i Norge, men under forudsatning, at den
kortharede foralder, er testet fri for langhars-allel (50). I Norge m& man dog, i modsatning til
Danmark, kun parre hver storrelsesvariant med nermeste storrelse — dvs. miniature og standard
gravhund ma ikke s&ttes sammen, men dvargstorrelsen ma frit parres med de to andre storrelser. |
Sverige berer deres RAS generelt praeg af et hojt enske om DNA-diversitet, og de har dermed fri
parring mellem alle pels- og storrelsesvarianter (53). Dette dog ikke uden problemer, hvis man avler
efter racestandarden — problemer der dog kan leses ved hjalp af genotypning af pelstypen for avl.

I hver pelsvariant findes pelsfarver, der ved kombination, kan skabe farver, som ifolge
racestandarden ikke er godkendte. Det er diskvalificerende fejl, hvis en rad-pelset eller brindle
gravhund har brunt pigment pa nase og tredepuder (54). Brunt pigment findes dog naturligt i racen
og er godkendt i den tofarvede pelsfarve (brun med tan-markeringer), i vildsvinefarven, samt i
merle. Derudover godkendes vildsvinefarven (racestandardens betegnelse for agouti/vildtfarve)
udelukkende hos de ruharede gravhunde. Andre ueonskede farvekombinationer inkluderer tofarvede
med brindle i aftegningerne, vildsvinefarve med brindle eller merle, samt brindle med merle. Ud fra
et genetisk synspunkt, skaber racestandarden pa denne méde en unaturlig og (DNA-maessig)
unedvendig barriere for fri krydsning mellem bade forskellige pelsfarver, samt de forskellige
pelsvarianter. For at undga ikke-godkendte farver som folge af en kompleks kombination af
dominante og recessive farvealleler pa forskellige loci, kan opdrattere fole sig nedsaget til kun at
avle i rene linjer, dikteret af racestandardens pabud. Disse linjer vil typisk kun besta af 1-3 farver,
der er kompatible, og som man har erfaring med, ikke kan skabe de uenskede farver. Resultatet er,
at racestandardens farveregler forarsager opdelinger internt i racen, som mindsker DNA-
diversiteten drastisk og dermed fremskyndes en forhgjet indaviskoefficient.

Hos andre racer, kan indavlskoefficienten, hvis den bliver faretruende hej, mindskes ved hjalp af
outcrossing projekter (kontrolleret krydsning med andre racer). Outcrossing har bade fordele og
ulemper, men hos gravhunde er man sé heldig, at alle varianterne ligner hinanden og til sammen har
en starre genpulje, og derfor kan der med fordel ”outcrosses™ internt i racen, varianterne i mellem,
uden de klassiske outcrossing-ulemper. Hvis DGK og DKK er interesseret i de helbredsmassige

fordele ved hejere DNA-diversitet, og vil forebygge et dyk i den forkerte retning som folge af
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endnu en avlsrestriktion (OI), vil det vaere en god idé at kigge pa ovenstdende muligheder omkring
parring mellem pelsvarianterne. Et loft af forbuddet mod de ikke-godkendte farver, ville dog kraeve
en indsats hos racens hjemland; Tyskland.

Alle de ikke-godkendte farver, er fri for farve-relaterede lidelser, i modsaetning til merle (dobbelt

merle problematikken). Dette er dog af hensyn til pladsmangel ikke inkluderet i denne diskussion.

Konklusion

Mutationsallelen i genet SERPINH 1, der forarsager Ol i ruharede gravhunde, har eksisteret i flere
artier i racen. Mutationen er en missense mutation pa kromosom 21, i codon 977, hvor nukleotiden
T bliver til C, der forer til substitution af leucin til prolin i aminosyre nr. 326 i proteinet.

Denne @ndring i aminosyren forringer kvaliteten og mangden af SERPINHI’s protein HSP47.
Dette protein er essentielt for dannelsen af normale kollagen type 1 i den ru endoplasmatiske
retikulum og dets vej gennem Golgi-apparatet, ud til den ekstracellulaere matrix. Det muterede
HSP47 fejlfolder kollagenets trippel helix struktur og danner mulighed for binding af de forkerte
krydsbindingsmolekyler. Dette sveekker bindingerne internt mellem kollagen, og da knogler
hovedsageligt er bygget op af kollagen, bliver konsekvensen ekstremt svage knogler.

Udover skrgbelige knogler, ses ogsa en reekke andre symptomer hos hvalpe fodt med mutationen.
Nedsat storrelse/tilvakst, smerteudbrud, blélig sclera, dentinogenesis imperfecta (glasteender), samt
evt. hypermobile led og skave lemmer. Et ukendt antal hvalpe er dog dedfedte eller dor kort efter
fodsel, og nar sjeldent at f4 diagnosen. Dette skaber et morketal, der er en af de afgerende arsager
til, at lidelsen har féet lov at husere i racen uden tiltag indtil nu.

De hvalpe, der overlever, far ofte diagnosen péa baggrund af en eller flere frakturer, som de
kommer til dyrleege med. Der findes ingen optimal behandling af de syge hvalpe, og kutymen er
derfor aflivning. For at undga at fa syge/dede hvalpe, har DGK ensket et estimat af Ols udbredelse i
Danmark, samt en validering af DNA-testen, med henblik pé evt. at indfere avlsrestriktioner.

DNA-testen er valideret via DNA fra to syge hvalpe og deres mor, som henholdsvist viste sig at
have genotyperne C/C, C/C og T/C. Derudover er 76 andre ikke-nart beslegtede ruharede
gravhunde blevet genotypet, hvoraf 8 anlagsbarere blev fundet. Dette giver en
anlegsbarerfrekvens pa 10,53%, som dog vurderes at vaere et underestimat, grundet metoden for
indsamling af prever. Ol findes altsd i vid udstraekning i racen, og da det er en smertefuld lidelse
med dedelig udgang, uden mulighed for behandling, anbefales det at indfore avlsrestriktioner, hvor

der DN A-testes inden avl. OI har en autosomal recessiv arvegang, og dermed kan anlagsbarere
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bruges i avl, i kombination med en homozygot fri. Grundet den hgje andel af anleegsbaerere i racen,
er det vigtigt ikke bevidst at fravaelge anlegsbaerere i avl, da der p4 denne made dannes en
flaskehals-effekt, hvor racens genpulje mindskes. Ved fornuftig brug af DNA-testen, kan det dog
helt undgés at lave syge Ol-hvalpe.

Perspektivering

Vidensdeling pa tveers af landegrzenser

Selvom béde Norge og Sverige har omfattende RA S-dokumenter, er der ingenting at finde om Ol
(50,53). Der sker dog jevnligt udveksling af avlsmateriale mellem de europziske lande, isar i
Skandinavien, og det ma derfor formodes, at Ol ogsa findes i Norge og Sverige.

Derfor vil det vaere aktuelt at lave undersegelser for Ol hos gravhunde i disse lande, med
efterfolgende indforsel af avisrestriktioner ud fra resultater af undersogelserne. Da det i begge lande
er tilladt at parre ruharede med andre pelsvarianter, kan Ol have spredt sig til disse og dette skal der
tages hgjde for i kommende underseagelser. Der er ligeledes risiko for, at mutationen findes i lav
grad i de danske korthérede og langhérede varianter.

Herfra lyder en opfordring til at DGK kontakter de norske og svenske gravhundeklubber, og deler
viden om OI. Tysklands undersggelse fandt sted i 2012 (og DNA-testen udviklet i 2009), og med en
hojpraevalent, smertefuld og dodelig lidelse, kunne et effektivt og godt samarbejde, samt organiseret

vidensdeling mellem de europaeiske gravhundeklubber, vere onskeligt.
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Bilag
Bilag 1

Tysk avlsanbefaling fra oktober 2016

Checkliste fiir den Zucht-Ei inesTeckel
mit DTK-oder FCI-Ahnentafel im Deutschen Teckelklub:

b Zuchtzulassender Formmwert. erworben auf einer Zuchtschau 1m Alter von
mindestens 9 Monaten (bzw. eingemessen als Kaninchenteckel/ Zwergteckel
mit 15 Monaten). mundestens | sehr gut™; Formwert _gut™ mit jagdlichen
Leistungszeichen

P Mindestalter:15 Monate

P Hochstalter ber Hindinnen: Vollendung des 8. Lebensjahres

P DNA-Analyse

P Abstammungsnachweis

P Sp oder jagdliche Prifung oder Wa. T. oder BHP

P Bei Tigerteckeln muss der Partner durch emen Gen-Test nachweisen, dass er
das Merle-Gen NICHT trigt (ZEB 2 3.4)

P Giiltiger Impfschutz gegen SHLP-T
P Inzest bei Partnerwahl ausschlieBen

P Hiindinnen: Zuchtpausen von zehn Monaten bezogen auf den verherigen
Waurftag beachten

P Freiwilliger Gen-Test auf Osteogenesis imperfecta (Glasknochenkrankheit) fiir
die Haarart Rauhhaar empfohlen!

Genaue Regelungen sind den Zucht-und Eintragungsbestimmungen zu entnehmen

NTEK Stand 10/2016



Bilag 2

Tysk avlsrestriktion fra 01.072019

Suchtzulassung: OI-Untersuchung fiir Rauhhaarteckel

Beschlussfassung des geschaftsflihrenden Vorstands:
Die in der ZEB unter Punkt 2.3. aufgefuihrten Zuchtzulassungsbedingungen werden ab dem 01.07.2019 fur Rauhaarteckel -aller GroBen-
dahingehend erweitert, dass vor einer Anpaarung ein Zuchtpartner auf Ol (Osteogenesis Imperfecta) getestet sein muss. Ist dieser Ol-Trager,

so darf die Anpaarung nur mit einem Ol-freien Zuchtpartner erfolgen. Dies betrifft auch die Hunde, die bereits zur Zucht eingesetzt worden
sind.

Basis dieser Entscheidung ist die Stichprobe von 500 untersuchten Teckeln, wovon die OI-Trager-Quote im Bereich der RH-Nt= 19,25%, RH-
Zw=17,71% und RH-Kt=4% zu einer auf die Haarart bezogene Gesamtquote von 18,51% flihrt. Vermutlich sind diese Zahlen nicht flr die
Gesamtpopulation der RH-Teckel reprasentativ. Um in dieser Frage jedoch Sicherheit zu erhalten, wurde die vorbeschriebenen
Untersuchungspflicht beschlossen. Die Zlichter werden zukunftig jahrlich zur Situation informiert, gleichzeitig wird der geschaftsflihrende
Vorstand seine Beschlusslage regelmaBig Uberprufen.

Das Zahlenmaterial weist keine Tragerschaften bei Kurzhaar- und Langhaarteckeln aus, weshalb sich die MaBnahme auf die Rassen der
Rauhaarteckel bezieht.

Der DTK nimmt damit seiner aus dem Tierschutzgesetz herzuleitenden Fursorgepflicht wahr.
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Bilag 3

Den tyske gravhundeklubs avlsanbefalinger og avilskrav

Legende (Stand 24.01.2022)
Pflichtuntersuchung vor Zuchteinsatz, Ol und CDN/MYO05 muss ein Zuchtpartner trigerfrei X
Ausdriicklich empfohlen durch Zuchtverband (x)

Pflichtuntersuchung u.a. f. Importhunde sowie Anpaarungen ein/zweif. Hunde mit "gefleckten”
(Tigerteckel) und gestromte Teckel x*

gilt ebenfalls fiir Umsetzungen aus ZB Kleinteckel
*%

DNA-Untersuchungen in der Teckelzucht

DNA-Identitdtsprofil Ol (Osteogenesis Imperfecta) crd/PRA (cone-rod dystrophy) Merle cord 1*
Abstammungsnachweis frilhe Form der prog. Retinaatrop.

Rauhaar Normalteckel X ¥ {x) x* x)**
Rauhaar Zwergteckel X i (x) iE (x)**
Rauhaar Kaninchenteckel X X (x) x* (x)**
Kurzhaar Normalteckel X x¥

Kurzhaar Zwergtecke! X g

Kurzhaar Kaninchenteckel X K*

Langhaar Normalteckel X x* e
Langhaar Zwergteckel X x* (x)**
Langhaar Kaninchenteckel X 1 (x)**

* pingeschr. aussagef. des Tests ist zu beachten

Bilag 4

Oversigt over Ol DNA prover m genotype, sleegtsskab og fodselsar

Oversigt: Ol DNA prover
Lab nr. Geno Fodselsar/Kommentar

DDG237

DDG170
DGK114
DGK113
DGK20 T/T 2001
DDG67 T/T 2000
DGK18 T/C 2008
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DDG71 T/T 2000

DDG68  T/T 2000
DDG303 T/T 2016
DDG26 T/C 2003
DGK78 T/T 2003
DDGI118 T/T 2007
DGK69  T/T 2012
DGK240 T/T 2017
DDG25 T/C 2004
DDGS T/T 2003
DDG91 T/T 2006
DGK3

DGK2

DDG87

DGKI13 T/T 2003
DDG364

DDG363

DGK288 T/T 2020
DGK149 T/T 2015
DGKI133 T/T 2013
DGKI115 T/T 2011
DGKI132 T/T 2007
DGKS83 T/T 2013
DGK274

DGK276 T/T

DGK290 T/T 2020
DDG490 T/T 2019
DDG515 T/T 2020
DDG463 T/T 2019
DDG304

DDG306

DDG311

DDG464 T/T 2019
DDG397 T/T 2018
DGKS81 T/T 2014
DGK84 T/T 2012
DGK80 T/T 2014
DDG465 T/T 2019
DDG479 T/T 2019
DGKI10 T/T 2007
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DGK9
DGKS
DGKS5
DGK159
DGK168
DDG289
DDG393
DDG387
DGK101
DDG187
DDG134
DGK225
DGK300
DGK246
DDG475
DGK245
DDG495
DDG494
DGK188
DDG45
DGK184
DDG288
DDG324
DGK41
DGK106
DGK105
DGK154
DGK167
DGK152
DDG280
DDG12
DDGI13
DGK287
DDG456
DDG441
DGK173
DGK181
DGK286
DGK196
DDGI1
DDG120
DGK25

T/C
T/T
T/T
T/T
T/T

T/T
T/T
T/T
T/T
T/C
T/T
T/T
T/T
T/T

T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T

T/T
T/T
T/C
T/T

T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/C
T/C

2013
2013
2015
2015

2013
2004
2002
2013
2020
2014
2019
2013

2012
2005
2009
2016
2017
2007

2014
2008
2011
2015

2018
2019
2019
2013
2014
2017
2012
1999
2005
2004
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"Ol-familien" fra 2000

Ol 1 T/C 1997. Mor til aflivede hvalpe

Ol 2 c/C 2000. Aflivet hvalp

OL 3 C/C 2000. Aflivet hvalp

Ol 4 T/C 2000. Rask kuldsester til de to aflivede hvalpe

Ikke genotypet

Bilag 5

DNA ekstraktion af EDTA blod via saltfeeldning

2 dags DNA ekstraktion fra EDTA-blood

Dag 1.

1. Der arbejdes i stinkskab og benyt handsker. Overfor al blod til et meerket 50 mL ror og
husk at skrive meengden af blod pa hvert ror. Ved sma mangder blod, skylles rorene med
tritonlysebufferen! Tilsaet tritonlysebuffer til blodet efter skemaet herunder:

10 ml blod = 40 ml Tritonlysebuffer

5 ml blod =20 ml Tritonlysebuffer
2,5 ml blod = 10 ml Tritonlysebuffer
1,25 ml blod = 5 ml Tritonlysebuffer

2. Ryst proverne kraftigt og stil I keleskab I 30 min. Ryst proverne 2-3 gange undervejs.
Teend centrifugen i lab B206 pa 4°C og tryk fasttemp.

3. Centrifuger preverne 15 min ved 2500 rpm, 4°C. (Husk at centrifugen skal vaere i balance!).
4. Der arbejdes i stinkskab og benyt handsker. Fjern supernantanten, ved at helde den fra i
et langt treek, sa pellet ikke skvulpes lost (brug et barerglas til opsamling). Hvis muligt

duppes det sidste supernantant af pa et stykke rent papir eller roret pa hovedet hvis muligt
(Pas pa hvis pellet sidder lost).
5. Tilset den maengde 0,9% NaCl som passer til dit startvolumen blod:
10 ml blod =2 ml 0,9 % NaCl
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A S

10.

11.

12.

13.

5mlblod =1ml0,9% NaCl
2,5 ml blod =0,5 ml 0,9% NacCl
1,25 ml blod = 0,25 ml 0,9% NaCl

Vortex til pellet er sa godt som oplest.

Centrifuger proverne 10 min ved 2500 rpm, 4°C.

Forbered pronaseblandingen til dit antal prever du har + 1 ekstra, mens der centrifugeres.
Fjern supernantanten forsigtigt, ved at halde det i vasken og stil reret pa hovedet pa et rent
stykke papir, hvis pellet sidder godt fast.

Tilszt den mangde kernelysebuffer som passer til dit startvolumen blod:
10 ml blod =3 ml

5 ml blod =1,5ml
2,5ml blod =0,75 ml
1,25 ml blod = 0,375 ml

Tilsaet den mangde Pronase blanding som passer til dit startvolumen blod.
10 ml blod =1,1 ml

Smlblod =0,55ml
2,5ml blod =0,275 ml
1,25 ml blod = 0,1375 ml

Skru laget stramt p4, ryst sa pellet er lasnet og stil proverne til at "shake" ved stuetemperatur
natten over, i Lab. B212

Dag 2.
Taend centrifugen og set den i gang med nedkeling til 4°C i Lab. B206.

Tjek at pellet er helt oplest og vaesken dermed er homogen. Hvis ikke vaesken er homogen,
tilszet en ny omgang kernelysebuffer og pronaseblanding (samme mangde som dag 1) og
lad dem ryste et par timer mere. (Kan ogsa roterer i varmeskab i Lab. B209 ved 50°C 1-2
timer )

Tilset den mengde mattet NaCl (6M) som passer til dit startvolumen blod.
10 ml blod =1,0ml

S5mlblod =0,5ml
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2,5 ml blod =0,25 ml
1,25 ml blod = 0,125 ml

. Vortex mix proverne for fuld kreeft i 15 sekunder (Indtil de er helt skummende).

. Centrifuger preverne i 15 min ved 2500 rpm, 4°C. (Husk at centrifugen skal vare i

balance!).

Imens forberedes nye 50 ml rer med ID, der laves "fiskestenger" (Glas pasteur smeltes s&
der dannes en lille kugle for enden), 1,5 ml rer med skruelag (og ID) med 50-150 ul 1xTE-
buffer.

. Overfor supernantanten til det rene 50 ml ror. Hvis vaesken er meget tyk/slimet, klippes
enden af P1000 spidsen af.

. Der arbejdes i stinkskab og benyt handsker. Lav 1 preve af gangen!! Tilset | volumen
Isopropanol til preven og mix til veesken er homogen og der dannes en udfzldning
(DNA'et). Brug en "fiskestang" til at fange DNA'et (sorg for at det ikke kommer for langt
op, da det sa er svart at fa af igen). Lad Isopropanolen fordampe inden overforelsen til 1,5
ml reret. Hold gje med at DNA'et slipper pasteuren!! (Der skal "rulles kraftigt. Hvis ikke du
kan se at det er kommet af, knzk spidsen af pastueren ned i 1,5 ml roret. Affald opsamles i
affaldsdunk C2.

. Hvis DNA-pellet er stort, tilset da mere 1XTE buffer.

. Praverne stilles til at roterer eller pa rysteblok ved 16°C natten i B203

. Mal OD pa nanodrop. Hvis DNA'et ikke er oplest, tilseet mere 1xTE-buffer og stil dem
tilbage og roterer. HUSK at skrive ID og koncentration pa reret inden opbevaring i
fryser!

Pronase mix
1 prove = 10 ml blood!
1 prove :
896 pl Nucleasefree H20
50 pl pronase (20 mg/ml)
150 pl 20 % SDS (Tilsaettes i stinkskab!)
4 ul0,5MNaEDTA, pH 8,0
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Bilag 6

TagMan protokol
TaqMan Gravhund

Husk at teende apparatet (lampen) i B206 i god tid (Det tager ca. 20 min for lampen er
klar)

Mastermix, laves pa is (Husk stinkskab nar du arbejder med TagMan mastermixen!):
Der laves Mastermix til hver preve, 1 blindpreve og 1 ekstra prove.

Mastermix (20-25ng) x1 X
TaqMan (Giftig!) (x20) 1,0 pl

TagMan Universal mix(x2) 10,0 pl

H>O 7,0 ul

18 pl mastermix + 2 pl DNA (20-25ng/pl).

Set reaktionerne op i de hvide plader.

1 2 3 4 5 6 7
A
B
C
D
E
F
G
H
Mx3000p opsetning:

Program: MxPro
o Ved opstart veelg "Allele Discrimination/ SNP's Real-Time"
o Patemplaten marker de anvendte bronde, velg derefter ” Unknown” under “well

2

lype
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o Under "Collect fluorescence data" (menuen i hgjre side) marker "VIC" (- forst)
"FAM" |

o Navngiv brende: Tryk pa , marker én brond af gangen tryk derefter pa "well
information”(@verst til venstre) , skriv prevens navn i feltet og tryk “close”, gentag
for alle proverne pé pladen. Tryk derefter pa ”Return to setup screen”

o Thermal Profile (averst venstre side) skal se siledes ud (vaelg eventuelt ”custom” i
menuen til venstre, hvis der ikke kan rettes i programmet):

Segment 1, 1 cycle: 50° i 2 min

Segment 2, 1 cycle: 95°¢ i 10 min

Segment 3, 45 cycles: 92°c i 20 sek.; 60°c i 1 min.

For at tilfoje et trin til profilen skal man hgjre klikke pa musen og vaelge ”add segment”.
For at redigere en indstilling, skal man klikke pa enheden, der skal a&ndres.
For at slette et trin, skal musen placeres séledes, at der kommer en dobbeltpil, klikke s&

stregen bliver rod, og derefter trykke "Delete”.

o  Korslen startes forst nar lampen ( ‘= ) lyser gron. Klik pa ”Start run” (nederst i
hajre hjerne) for at starte kerslen.

o Gem kerslen — veelg evt. ”Lamp off at the end”.

o Efter endt kersel gé ind pa ”Results” (overst venstre)

o Vea&lg “Dual color scatter plots” — Under “Display the values” veelg ”Fluorescence”

o Hyvis ikke alle 4 bokse kan ses, velg “Show all genotypes”

o Vealg Rename alleles. Ex. (Allel A = GG, Allel B=TT Allel AB =GT) (NB! Tjek at

resultatet stemmer overens med kontrollerne, da man kan satte kasserne

¥ Rename Allele/Genotypes E] | Rename Alleles/Genotypes I
allele A I‘GG—‘ Fezet Genotypes I
allele B: lTTi Show All Gerotypes I
Both: FET—
ITI Cancel I

o Velg tekstrapport i menuen i hgjre side.
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o Velg well, well name og Genotype.

o Tjek kontroller stemmer overens (wellname/genotypes)

o Gem tekstrapport: ”File” — “Export text report” —"Excel”

Bilag 7
OI Genotype protokol
Osteogenesis imperfecta hos gravhunde (OI):
PCR:
Kontrolprover: DGK196: Rask Ol 3:syg
DDG120: Berer

Mastermix: 1.5 mM x1 X tjek:
MeCl,
Buffer Qiagen 4,0 uL uL
dNTP (4 mM) 2,0 pL uL
Primer VLDLR_ F(10 pmol/uL) 1,4 pL uL
Primer VLDLR_R (10 1,4 pL pL
pmol/pL)
Taq polymerase Qiagen 0,2 puL puL
Vand 27,0 uL ulL

36 pL. mastermix + 4 pl. DNA (25 ng/ pnL)

e 95°Cil5min

PCR Apparat: T100

e 37cycler: (95°Ci30sek.—64°Ci30sek.—72°Ci | min)

e 72°Cil0min
e 8 °C forever

Elektroforese:

e Fremstil en 2 % agarosegel
e Marker: 100 bp ladder

PCR-
program

e 6 uL PCR-produkt tilsettes 2 pL loading buffer og s®ttes pa gelen, gel keres ved 110V i ca. 25min

PCR-oprensning pa de lilla plader:
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e Juster provernes volumen til 100 pL (tilset 70 pL nucleasefrit vand).
e Overfor de 100uL til den lilla pcr-oprensningsplade. (Husk at sette PCR-pladetape over de endnu
ubrugte huller. Denne tape bliver pa til man skal bruge nye bronde)

Sug 5-10 min pa vaacum — til vaesken er vek.
Tilsaet 30 pL vand, st tape over alle huller og ryst i 5 min ved 1200 RPM.
e Vasken overfores til ren PCR-plade.

Restriktionsenzym skeering:
e Skearing med restriktionsenzymet HPY991 pé oprenset PCR-produkt

Restriktionsmix: 1x X
Nuklease frit vand 7,5 uL

Buffer (Cut smart) 10x 2 uL

HPY991 0,5 uL

10 pL restriktionsmix +10 pL oprenset PCR-produkt

e Restriktionen settes op i 1,5 mL safe-lock microcentrifugerer
e Inkuberes i 1 timer ved 37 °C
e Blindpreven medtages ikke

Elektroforese:

e Fremstil en 2 % agarosegel

e Tilsat 4 pL loading buffer til praven.

e Marker: 100 bp ladder

e Gelen keres ved 100 V til der er god adskillelse mellem bandene ogsa markeren

i

ooxase o
Rask. aarer ™ bd
QL.

L
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Bilag 8

Gelelektroforese resultater

Der har veret tekniske problemer med gel-kameraet, sa der ses varierende kvalitet og billedetyper,
men resultaterne har vaeret tydelige at aflese (ellers er de blevet kort om). Alle skarings-geler er

akkompagneret med et billede af en gel fra kontrol af PCR.
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Gel 1, genotype samt kontrol

47



Gel 2, genotype samt kontrol

21-04-202 135218

120 Aunn
Ep. Time: 044
Apzdum 8
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Gel 3, genotype samt kontrol

O3 DGK196 DDG120 DDG288 DDG1 DDG12 DDG515 DDG67

DGK25 DGK8 DDG170 DDG68 DDG25 DDG13

T e ey ]
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Gel 4, genotype samt kontrol

DGK2 DGK18 DGK159 DGK154 DGK20 DGK81 DGK3 DGK69 DDG187 DDG289 DDG118 DDG311

b
Wl
N\

DDG237 DGK196 DDG120 0I_3 DDG324 DDG280 DDG237 DGK181 DDG71 DDG8 DDG494 DDG490
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Gel 5, genotype samt kontrol
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Gel 6, genotype samt kontrol
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Bilag 9

Antal nedvendige prover

Estimat for antal prover for at finde én anlkegsh ®rer med 95%0 slkerhed
Antal ruhfrede graviunde 1 den danske population

Regnet ud fra enlevealder pi germemsnitliz 13 &

ogmed data fra arlize regigtrerinser hos DEE de sidste 13 ar.

Arstdl Regigreninger

2021 27

2020 319

2019 327

2018 284

2017 336

1016 379

20135 422

2014 438

2013 402

1012 430

2011 366

2010 309

2009 668
Population 3334 hlmnde
Populationens antal aleler 10708 alleler

D = antallet af C alleler i populafioren

D = dlelfrelvensen * N

D= 1071 C alleler

Her bruges allelfrelovensen fra Scdwitz pa 0.1 (den er 0,03 i mine resultater)

n e gikprovesterrelse. P osettes til 0,93 for en ensket 93% sikkerhed

n=(1-(1-PY(1 D) *N-(-1)2)
n= 23 alleler
Svarende til 14 hunde




