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1. ABSTRACT

Canine dilated cardiomyopathy (DCM) is a disease with high morbidity and
mortality and with a high prevalence in certain breeds. Predominatly large breeds
are affected, such as Great danes, Newfoundlands, Deerhounds and Dobermanns.
One exception is Cocker spaniels, where both American and English Cocker
spaniels are affected in a quite high frequency.

Cardiomyopathy is characterised as a disease that affects the myocardium and
gives an impaired heart function. To diagnose DCM following criteria have to be
observed:

1. Dilation of the left ventricle.
2. Reduced systolic heart function.
3. Increased sphericity of the left ventricle.

To be certain of the diagnosis, alternative reasons for the symptoms such as lung-
and heart diseases with other etiologies have to be excluded

Two different types of DCM have been found upon histological examination. One
type where the myocytes are thinner than normal and have a wavy appearance —
attenuated wavy fibers. There has also been observed a space between the
myocytes which indicates edematous fluid.

The alternative histological findings are infiltrates of fatty- and connective tissue.

Since this is a disease of great suffering both for the dog and for its owner it
would be of great interest to find the altered genes that gives an increased risk to
develop this disease.

Our study was done in a family of Newfoundlands where certain individuals were
diagnosed with DCM of the wavy fibers type. Blood samples from dogs
representing a few generations were available to us. We started our study with a
candidate gene approach, and the gene of our choice was desmin, since it has been
documented to be the cause of DCM in certain studies of human families. The
histological appearance also indicated that a protein in the cytoskeleton is
involved in the disease.

The desmin gene was analysed in a few individuals by Polymerase Chain
Reaction (PCR) and nucleotide sequencing of exon 8 in the desmin gene. When
analysing our results we found a Single Nucleotide Polymorphism (SNP). The
SNP was evaluated for genetic association to DCM. However, the SNP did not
cause any change in amino acids and neither of the alleles showed association
with DCM.

The identified SNP can be used in future association mapping studies in a larger
Newfoundland population to conclusively exclude desmin as a disease gene for
DCM.



2. INLEDNING

Dilaterad cardiomyopati (DCM) ér en sjukdom med hog morbiditet och mortalitet
hos hund. Sjukdomen har hog prevalens inom vissa raser. Foretrddelsevis drabbas
storvixta raser sasom Grand danois, Newfoundlandshund, Hjorthund och
Dobermann. Undantaget dr Cockerspaniel, dar bade Amerikansk och Engelsk
cockerspaniel dr drabbade i forhallandevis hog frekvens, trots att dessa raser kan
betraktas som relativt smavixta. (Dukes Mc Ewan, J ef al.2003.) Vad giller
konsfordelning bland de sjuka individerna har en viss dvervikt av handjur
observerats vid en fallstudie pa flera raser. ( Tidholm, A., Jonsson, L., 1997,
Tidholm, A. et al. 1997.) Denna skillnad kunde dock inte observeras vid en studie
som inriktat sig enbart pa Newfoundlandshundar. (Tidholm, A.; Jonsson, L.
1996.)

Cardiomyopati karaktiriseras som en grupp av sjukdomar som drabbar
myocardiet och som ger en forsamrad hjéartverksamhet. For diagnosen DCM krévs
foljande kliniska diagnoskriterier:

1. Dilatation av vinster kammare.
2. Reducerad funktion under systole.
3. Okad sfiricitet hos vinster kammare.

Innan siker diagnos stills maste alternativa orsaker till symptomen uteslutas,
exempelvis annan hjirt- eller lungsjukdom. Sjélva insjuknandet sker ofta till synes
akut med bl.a. hosta, andningsbesvir, anorexi, ascites och trotthet. Dock foregas
detta av en lang preklinisk fas da sjukdomen normalt ej sikert kan diagnostiseras.
(Dukes Mc Ewan, J et al. 2003 ; Tidholm, A. 2000.) Prognosen for overlevnadstid
efter diagnos skiljer sig mellan olika raser dir t.ex. Portugisisk vattenhund, som
drabbas av en juvenil form av DCM, har den kortaste dverlevnadstiden efter
diagnos med endast 1-5 dagar, medan t.ex. Newfoundlandshund har en
overlevnadstid pa fem manader efter diagnos. (Stabej, P et al. 2006.) Den faktor
som har storst inverkan pa dverlevnadstiden efter diagnos ar alder vid
insjuknandet. Dir finns ett klart samband mellan lag alder vid insjuknandet och
kort 6verlevnadstid. (Tidholm, A. et al. 1997; Tidholm, A. 2000.)

Kammartakykardi samt VPD (ventrikulédr prematur depolarisering) diagnosticeras
i hog frekvens hos Dobermann och i viss man Boxer. Den vanligaste typen av
hjartarrytmi hos dvriga raser dr formaksflimmer. (Tidholm, A., Jonsson, L. 1997,
Tidholm, A. 2000.) Dessa olikheter i fenotyp och etiologi mellan de olika raserna
tyder pa att det ror sig om olika genetisk bakgrund hos olika raser. (Stabej, P et al.
2006.)

Histologiskt har tva olika varianter av DCM definierats. Dels en variant dér
myocyterna dr tunnare dn normalt samt har ett vagigt utseende (s.k. attenuated
wavy fibers). Det finns ocksa en spalt mellan dem som tyder pa 6demvitska.
Denna fenotyp har observerats hos ett trettiotal raser ddribland
Newfoundlandshund och Engelsk cockerspaniel (Tidholm, A. et al. 1998;
Tidholm, A. 2000.) Denna histopatologiska fordndring kan ses innan nagra andra
kliniska tecken eller EKG-forandringar som tyder pa sjukdom infunnit sig.
(Tidholm, A. et al. 2000.) Alternativt kan fett- och bindvév vara inspriangt mellan
myocyterna. Dessa &r da i sin tur isdrspriangda och vakuoliserade. Detta



histopatologiska utseende forekommer oftast hos Dobermann och Boxer, men
dessa raser kan dven drabbas av den andra varianten av DCM. (Tidholm, A.
2000.)

Tidigare studier av DCM har indikerat att sjukdomen har en genetisk
predisposition. Sjukdomen drabbar preferentiellt vissa familjer inom de aktuella
raserna. Detta indikerar starkt att det finns en genetisk bakgrund till sjukdomen.
Liknande situation foreligger hos minniska dér ca 30 % av patienterna med
diagnostiserad DCM har en familjér historik med DCM. Hos vissa hundraser samt
hos ménniska misstinks en autosomal dominant nedédrvning samt att manga loci
ar inblandade. ( Dukes-McEwan.J et. al., 2003;Tidholm.A, 2000; Bilinska, Z et al.
2003.) X-bunden nedérvning for DCM har foreslagits hos Grand danois medan
hos Portugisisk vattenhund har en autosomal recessiv neddrvning rapporterats.
(Meurs, K et al., 2001; Dambach et al., 1999.) Hos den senare rasen har laga
plasmanivaer av taurin foreslagits kunna paverka sjukdomsforloppet negativt.
(Alroy, J et al. 2000.). X- bunden neddrvning for DCM har rapporterats hos ett
fatal familjer hos ménniska. (Bilinska, Z et al. 2003.) Den hoga DCM-incidensen i
specifika hundraser samt likheten i sjukdomsfenotyp hos alla individer inom en
specifik hundras indikerar starkt att det &r samma sjukdomsmutation som
foreligger hos alla DCM-positiva individer. Enligt denna hypotes intréiffade den
sjukdomsframkallande mutationen pa en kromosom for ett oként antal
generationer sedan och har dérefter okat i frekvens inom rasen som en f6ljd av
den for rasen valda avelsstrategin. Inom genetiken anges detta férlopp som
identisk genom neddrvning (Identity by descent).

Eftersom DCM ir en sjukdom som orsakar stort lidande for savil individen som
djurdgaren vore det véirdefullt om de genforindringar som ger dkad risk for denna
sjukdom identifierades. Identifiering av sjukdomsgener kan anvindas for att
utveckla genetiska tester som kan anvéndas pa potentiella avelsdjur med
malsittningen att eliminera sjukdomen fran rasen. Identifiering av sjukdomsgen
kan dessutom leda till identifiering av den specifika mutationen som orsakar
sjukdom. Detta kan anvindas for att 6ka kunskapen om hjértats funktion och
forstaelsen av sjukdomsforlopp som nyttjas till utvecklandet av terapeutiska
metoder for behandling av affekterade hundar. Dessutom ér det en sjukdom som
kan debutera nér som helst i livet vilket innebér en 6kad risk for spridning av
sjukdomsgener, da bérare ofta kan ha hunnit anvindas i aveln innan de sjidlva
blivit sjuka, t.ex. Newfoundlandshundar har en medeldebutélder pa fem ar.
(Tidholm, A. 2000.) ( Stabej, P et al. 2006.)

Var studie har inriktat sig pa en familj av Newfoundlandshundar dir vissa
individer har haft kliniskt dokumenterade problem med DCM. Vi har haft tillgang
till blodprover ett par generationer bakat. Detta familjematerial ingar i en storre
fall-kontroll population som ir vil ldmpad for studier som syftar till att soka
forutsittningslost i hela arvsmassan for genetiska varianter som finns hos alla
sjuka individer (s.k. Genome-wide association mapping). Da var tid till projektet
varit mycket begrinsad har vi valt att screena materialet med avseende pa en
kandidatgen. Detta innebér att en gen som sannolikt kan vara muterad viljs ut for
genetisk analys. Valet av kandidatgen beror pa om motsvarande gen visat sig vara
sjukdomsgen hos en annan art, t.ex. ménniska, eller om funktionen &r kénd for
genen. Nir det giller DCM av typen med attenuated wavy fibers finns det all



anledning, med tanke pa den histopatologiska bilden och de kliniska symptomen,
att misstdnka brister i cytoskelettet som orsak till sjukdomen. (Dukes — McEwan,
J et al. 2003.)

Litteraturstudier gjordes avseende samma sjukdom hos ménniska dér ett flertal
olika sjukdomsframkallande gener har identifierats, bl.a. en missense mutation
hos cardiac f-myosin och en deletion hos cardiac troponin T (Kamisago,M et al.
2000.) och en X-ldnkad mutation hos dystrofingenen. (Bowles, N et al. 2000.)
Andra studier har pekat ut desmin eller desminrelaterade proteiner ( t.ex alpha-B-
crystallin och synemin) som intressanta vid DCM. (Paulin, D et al. 2004. ) Efter
denna litteraturstudie utvaldes tva intressanta kandidatgener: desmin (Li, D. ef al.
1999.) och cardiac-actin. (Sinagra, G. et al. 2001.) Dessa tva gener har hos
minniska i olika familjer orsakat den typ av DCM som dverensstimmer bést med
den som drabbar Newfoundlandshundar. Det som gjorde dem ytterligare
intressanta var att Dobermann undersokts genetiskt med avseende pa just dessa
tva kandidatgener och da kunnat exkludera dessa gener i den rasen. (Stabej. P, et
al. 2004) Anledningen till att det &r intressant dr att Dobermann, som tidigare
ndmnts, oftast drabbas av en annan typ av DCM, med ett annat histopatologiskt
utseende, 4n Newfoundlandshundar. (Tidholm,A. 2000.) Primért utvirderade vi
desmin som kandidatgen.

Desmin &r ett muskelspecifikt protein och en viktig del av intermedidrfilamenten i
hjirt- , skelett- och glattmuskulatur. Genen som kodar for desmin har nio exoner
och atta introner. Hos didggdjur finns det mer desmin i hjartmuskelceller (2 % av
totala proteinméingden) &n i skelettmuskelceller (0.35%). Desmin finns framforallt
1 den perifera delen av Z-diskarna. Proteinet antas ha en viktig funktion for
muskelvdvnadens kontraktionsformaga. Desmin forekommer ocksa relativt rikligt
1 Purkinjefibrer. Det har visats att mdss som manipulerats genetiskt att sakna
desmingenen (sk. knock-out mice) utvecklar DCM, skelettmyopatier och defekter
1 glatt muskulatur. Hos ménniska utvecklas hjirtsjukdom ibland fore
skelettmyopatier. Vissa desminrelaterade myopatier beror pa s.k. missense
mutationer (mutationer som leder till aminosyrautbyten) och deletioner i
desmingenen. Andra desminrelaterade myopatier dér sjdlva desmingenen inte &r
muterad kan bero pa mutationer i de gener som kodar for de proteiner som
interagerar med desmin, t.ex. alpha-B-crystallin, synemin, syncoilin eller plectin.
(Paulin, D. & Li, Z. 2004.)
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Figur 1. De olika strukturproteinernas interaktion med varandra och med
muskelcellerna. (Paulin, D. et al 2004.)

Mutationer i desmingenens exon 8 har identifierats hos humana DCM-patienter.
(Li, D. et. al, 1999) Vi har dérfor screenat vart utvalda material med avseende pa
exon 8 i desmingenen hos hund.

3. MATERIAL OCH METODER

3.1 Bioinformatik

Forsta steget i vart arbete var att identifiera en homolog sekvens i hundens
arvsmassa (genom) till den humana desmingenen som ligger pa kromosom 2q35.
Den humana desminsekvensen himtades med hjélp av NCBI, Entrez
(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcg ). Hela den humana desmingenen
analyserades for att bl.a. kunna identifiera de sekvenser som tidigare anvints for
PCR-amplifiering (Li, D. et. al 1999). Analysen gav ocksa storleken i baspar (bp)
pa exoner och introner. Efter detta sokte vi i hunddatabasen med den humana
genens exon 8§ som sond, efter motsvarande sekvens i hundgenomet.
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/dog/).




I detta experiment anvénde vi programmet BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) som nyttjas for att bioinformatiskt identifiera likartade
nukeotidsekvenser i tillgdngliga databaser. Vi sokte med den humana
desmingenen efter motsvarande gen i hundens arvsmassa. Principen for en
BLAST-s6kning dr att man soker igenom hunddatabasen med den ortologa, i detta
fall, humana gensekvens man ir intresserad av. Vid BLAST sokning kan graden
av avvikelser som ir acceptabla definieras.
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/CfaBlast.html)

Sekvenslikheten mellan den humana desminsekvensen och hundens
desminsekvens var relativt god (82 %). Med utgangspunkt fran denna
hundsekvens utvaldes PCR-primers med programmet Primer 3 (se nedan) for
sekvenser i intronerna som flankerar exon 8 hos hund. Anledningen till detta var
att vi ville amplifiera hela exon 8 for att erhalla komplett nukleotidsekvens for
hundens desmin exon 8. Dock finns det alltid en risk att rasspecifik genetisk
variation foreligger. Hundgenomsekvensen som ér tillgidnglig i hunddatabasen &r
fran Boxer, och den maste overensstimma tillrackligt val med
Newfoundlandshund for att vara primers skall fungera vid PCR-amplifiering.
Teoretiskt dr risken for detta 1ag, men forhojd p.g.a. att de PCR-primers vi
syntetiserat ligger i desmingenens introner vilka dr generellt mindre vil
konserverade jamfort med exoner.

Primers designades med dataprogrammet Primer 3 (frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) Sekvensen av utvalda PCR-primers dr som foljer:

1 TTGATGGTACATTGTGGTGGATTAGGTTCTAAGTCTTGCTGAAGAAGTAATAGGCTCATC
>>>

61 TTGTGGGGATAGGAGTCTTCTGGGCTCTACCCCACGGGACCAGTGGCCAGACTTGGTCAG
SS>>SS>>>>>>>>>>

121 GCTIGAGTGIGTIGGATGGATCCGTTACAGAAACAAGCCCGGAGCAAAGGGGTTCTGAGGIC

Ak Kk kA Ak hkhkkhkkhkhkhhkhkhkhkhrkrrAhhkkhkkhkhkhkkhkhhkrxx

181 CATACCAAGAAGACGGTGATGATCAAGACCATCGAGACCCGGGATGGGGAGGTGAGCCAC

Ak kA A A Ak hkhhkhhhkhhk kA A hk bk hkhkhhkhhhkhkhkhkrrhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkrrkxkkkkk*%

241 CTGCCTGGTTCCCTITACCCTTGTGGGGGTTGTGACGCTGTCAGCCAGGTGCCTTCCACCA
<L LLLLLLLLLLL L LKL

* Kk Kk kXK target
>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

Figur2. Primer DesExSF och DesEx8R och den sekvens vi vill amplifiera.

De namngavs till DesEx8F (forward primer) och DesEx8R (reverse primer).
Target (malsekvens) dr detsamma som den sekvens vi ville ha amplifierad. For att
fa idealiska primers, som fungerar vil i PCR-processen valde programmet en
lingre sekvens.



Viktiga parametrar vid val av primers dr % GC innehall, det dr viktigt att inte ha
for hogt innehall av baserna GC eftersom det forsvarar PCR-processen vid
denatureringssteget dir de bada DNA-stringarna ska separeras. GC binder med
tre vitebindningar och basparet AT bara med tva. Hundens desmin exon 8 har ett
GC innehall pa 55 %. Det ér ocksa lampligt att “forward”- och “reverse”’-primern
har balanserade smiltpunkter, detta for att det léttare ska kunna ga att designa ett
optimalt PCR-protokoll. Hiar hade bada primers samma sméltpunkt, 59.4°C ( Ideal
smiltpunkt 60°C).

3.2 DNA extraktion

For att rena genomiskt DNA fran helblod har vi gjort en fenol/kloroform
extraktion, enligt foljande: Till blodprovet tillsétts Laird’s buffert (100 mM Tris
HCI pH 8.5, 5SmM EDTA, 0.2 % SDS, 200 mM NacCl, 100ug Proteinase K / ml)(
Laird, P ef al.1991) och enzymet Proteinas K for att lysera cellerna. Cell-lysatet
inkuberas sedan over natt i 37°C eller under tva timmar i 55°C. Nir cellerna &dr
lyserade blir blandningen viskds p.g.a. att genomiskt DNA har frilagts. Efter detta
tillsdtts fenol/kloroform for att extrahera bort proteiner och lipider fran cellkdrnan.
Direfter centrifugeras provet och den 6vre H,O-fasen som bor innehalla DNA
Overfors till ett nytt eppendorfror. Direfter tillsétts kloroform for att ta bort
eventuella fenolrester. Detta dr viktigt da fenolrester inhiberar DNA-polymeraset
(vid PCR). Sedan foljer ytterligare en centrifugering och dverforing av den dvre
fasen till ett nytt ror. Dérefter fills genomiskt DNA genom att tillsétta 1/10
volym 3 M NaAc och 2.5 volymer isopropanol. Efter att detta dr gjort sa
precipiteras DNAt genom en etanolutfillning med 95 % etanol. Slutligen tvéttas
salt bort med 70 % etanol. Nir det precipiterade DNAt ir tvittat borttages etanol
och provet torkas i rumstemperatur. Slutligen 16ses DNAt i destillerat vatten med
hjdlp av forsiktig pipettering.

DNA-koncentrationen bestims genom absorbansmétning vid 260 nm.
Forhallandet mellan DNA och ev. kontaminerande proteiner méts genom att
bestimma ratio (OD 260/280nm) pa DNA-preparatet. DNA-koncentrationen
justeras vid behov for att erhalla en 1amplig koncentration for PCR (ca.50
ng/mikroliter). (Ausubel, F.M. et al. 2001.)

3.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR ir en metod som producerar en stor mdngd DNA for experimentellt syfte.
For att gora detta tillsdtts DNA till en 16sning som innehaller tva syntetiska
oligonukleotider (s.k. primers), komplementira till respektive DNA-string,
designad for just den regionen som skall mangfaldigas (amplifieras). For att utfora
denna enzymatiska reaktion i ett cykliskt slutet system med upprepade
temperaturhdjningar vid varje denatureringssteg krivs ett termostabilt DNA-
polymeras samt enskilda nukleotider som inkorporeras i de nya DNA-
molekylerna. Den 16sning som anvinds benimnes PCR-mastermix och innehaller
foljande komponenter som krivs for PCR:
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e Vatten, for spadning.
e Buffert, for att erhalla korrekt pH i 16sningen.

¢ Deoxynukleotider (ANTP), innehaller bade energi och de nukleotider som
anvinds for syntes av DNA.

® MgCl,, DNA-polymeraset behtver Mg2" som en cofaktor for den enzymatiska
funktionen.

® Primers.

e AmpliTaq, ett virmestabilt DNA-polymeras som anvinder deoxynukleotider
vid syntes av nya DNA-molekyler. Den ursprungliga DNA-molekylen anvénds
som mall (templat) for syntesen. Att polymeraset dr virmestabilt dr en
forutsittning for att reaktionen skall fungera trots de stora temperaturskiftningar
som anvinds i ett PCR-protokoll.

e Templat-DNA, de ursprungliga DNA-molekylerna som har isolerats fran
biologiskt material t.ex. blod. Detta dr det DNA som kommer att amplifieras
genom PCR-reaktionen.

For optimal PCR krévs utformning av ett protokoll som innehaller olika steg av
denaturering (temperaturstegringar) och primer till templat hybridisering
(annealing) (temperatursidnkningar) och DNA-syntes s.k.”Extension”
(temperaturokning). Ett exempel pa ett protokoll kan vara som foljer:

1. Denaturering vid 94° i 10 minuter for att gora genom-DNA-templatet
tillgéngligt f6r och att aktivera enzymet AmpliTagq.

2. 94° i 45 sekunder. Denaturering av DNA dir vitebindningarna mellan de tva
DNA-stringarna bryts.

3. 59° 1 45 sekunder for annealing. Medan preparatet svalnar av binds
(hybridiserar) primers till komplementira regioner pa de bada separerade DNA-
stringarna. DNA-polymeraset anvinder primers som startpunkter vid DNA-
syntesen. Vanligen ligger tiden for annealing mellan 30-45 sekunder i en PCR-
reaktion.

4. Syntes av DNA vid 72° i 1 min 45 s. Tiden i detta steg beror pa lingden i bp pa
fragmentet som skall amplifieras. En tumregel &r 1minut + (2.5
sekunder/100baser) = n. Har sker syntes av DNA. Polymeraset arbetar sig ned
lings DNA-stringen och inkorporerar en komplementér nukleotid for varje
nukelotid pa det ursprungliga DNAt. Detta innebér att méangden amplifierade
DNA-molekyler kommer att fordubblas for varje PCR-cykel, d.v.s. varje DNA-
molekyl ger upphov till tva nya. Nar 16sningen upphettas pa nytt kommer dven
den nya DNA-stringen att smilta och primrarna kan pa nytt binda till ritt stélle
och sa borjar processen om igen. Amplifieringen blir pa detta sitt exponentiell.

Steg 2-4 upprepas i ett forutbestamt antal cykler, vanligtvis nagonstans mellan 30-
40 stycken och for varje cykel fordubblas méngden DNA.

5. 72° 1 6 minuter.

11



I vart fall sag PCR-protokollet for DesEx8 ut som foljer:

94°C 1 10 minuter

94°C 1 45 sekunder
59°C 1 45 sekunder
72°C i1 min 10s

35 cykler

72°C i 6 minuter

Fordelar med PCR ir att det dr en relativt enkel metod med en hog kénslighet och
specificitet. Den dr ocksa forhallandevis snabb och med PCR kan ett litet, vil
definierat DNA-fragment amplifieras fran genomiskt DNA.

Problem som kan uppsta dr bl.a. kontamination av DNA-templatet vilket i sin tur
kan leda till felaktig PCR-produkt. Problem kan @ven uppsta om primers ar
feldesignade och binder till varandra eller har intern komplementaritet, vilket
leder till en utebliven produkt. Ytterligare en komplikation dr om primers ej &r
unika (specifika) for endast en del av genomet. Det &r déarfor viktigt med
noggrannhet vid designen av primers. Specificiteten vid PCR paverkas av DNA-
sekvensen hos de utvalda primrarna, annealing temperaturen samt MgCl,
koncentrationen. (Ausubel, F.M. et al. 2001.)

3.4 Agarosgelelektrofores

Nér DNAt har amplifierats skall produkten visualiseras for att utviardera om
reaktionen varit framgangsrik och specifik. Detta kan goras med flera metoder dar
agarosgelelektrofores dr en enkel och effektiv metod. En delmingd av erhallen
PCR-produkt av varje prov appliceras i en brunn pa en agarosgel. I vart fall en 1
% agarosgel bestaende av 1 g Seakem agaros och 50 ml elektroforesbuffert
(1xTBE pH 8, 89mM Tris/ 89mM borate/ 2 mM EDTA). Gelen ldggs sedan i ett
trag med TBE i en elektroforesapparat. Nar detta dr gjort appliceras ett elektriskt
filt med en ldmplig spénning (vi anvinde ca 80 V) for att separera DNA-
fragmenten med avseende pa storlek.

Eftersom alla DNA-molekyler dr negativt laddade kommer de att rora sig mot den
positivt laddade anoden. De olika langa DNA-fragmenten ror sig med olika
hastighet i gelen, ddarigenom kan storleken pa de erhallna DNA-fragmenten
pavisas. Principen for agarosgelelektrofores ir att korta DNA-fragment vandrar
snabbare i ett elektriskt filt ddr alla molekyler har identisk laddning. Storleken pa
fragmenten jimfors med varandra och relativt en storleksmarkor som referens
med DNA av kinda storlekar (en s.k. stege) som har applicerats separat i en av
brunnarna pa gelen. For att kunna se fragmenten maste gelen firgas i ett bad
innehallande etidiumbromid (EtBr) som interkalerar till DNA. Efter att detta r
gjort tvittas 6verskottet av EtBr bort och gelen belyses med UV-ljus som
visualiserar EtBr infargat DNA. Gelen fotograferas i UV-ljus, pa sa sitt far man
en bild av fragmenten som dr mojlig att jaimfora och relatera till den forvintade
storleken av det amplifierade fragmentet.
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Figur3. Agarosgel med sju av vdra prover, lingst till vinster och till hoger ses en sk.
stege och den andra brunnen fran hoger var blank (tom) for att kunna detektera en ev.
kontamination.

(Egen bild)

3.5 Gel-extraktion

Nir DNA-fragment av ritt storlek har konstaterats kan fragmenten extraheras for

vidare nukleotidsekvensbestamning.

Vid gelextraktionen av de amplifierade PCR-fragmenten anvinde vi oss av ett

kommersiellt kit som heter QIAquick Gel Extraction Kit Protocol. Metoden for

gelextraktion dr utformad pa foljande sitt:

1. Skér ut DNA-fragmentet ur agarosgelen med en ren och vass skalpell.
Mingden agarosgel minimeras for optimal extraktion av DNA-fragmentet.

2. Vig gelen. Tillsitt 3 volymer Buffer QG till 1 volym gel. (Detta géller om
gelen dr under 2 %).

3. Inkuberai50° Ci 10 minuter, eller tills gelen &r helt 16st. For att hjilpa till att
I6sa gelen bor man vortexa roret med 2-3 minuters mellanrum under
inkubationstiden. Under tiden forbereds vacuumsugen som tillhor kitet och de
medfoljande QIAquick kolonnerna (sdrskilda ror som appliceras pa
vacuumsugen).

4. Nir gelen har 16sts upp fullstéindigt har 16sningen erhallit en gul farg. Detta
indikerar ett pH pa < 7.5 vilket dr nodvéndigt for att QIAquick membranen
skall fungera effektivt.

5. Tillsdtt en volym av isopropanol som motsvarar en gel volym till provet och
blanda.

6. For att binda DNA, pipettera provet pa QIAquick kolonnen och applicera
vacuum. Nir provet har passerat igenom kolonnen bryts vacuumet.

7. Tillsdtt 0.5 ml BufferQG till QIAquick kolonnen och applicera vacuum. Detta
steg kommer att ta bort alla rester av agarosgelen. Detta steg dr endast
nodvindigt om DNAt skall anvindas till direkt sekvensering, in vitro
transkription eller microinjektion.
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8. For att tvitta tillsédtt 0.75ml Buffer PE till QIAquick kolonnen och applicera
vacuum. Nar provet skall anvéndas till direkt sekvensering skall det sta i 2-5
minuter innan vacuum appliceras.

9. Flytta 6ver QIAquick kolonnen till ett rent 1.5 ml microcentrifugror eller till
det medfoljande 2ml roret. Centrifugera i 1 minut med 13 000 rpm. Denna
centrifugering dr nodvindig for att fa bort kvarvarande etanol (Buffer PE).

10. Placera QIAquick kolonnen i ett rent 1.5 ml microcentrifugror.

11. For att 16sa ut DNA tillsitt S0ul Buffer EB eller H,O till mitten av membranet
och centrifugera kolonnen i Iminut vid 13 000 rpm. (Ausubel et al.2001.)

Du har nu ditt extraherade DNA 1 ditt provror, fiardigt for sekvensering!

3.6 Sekvensering

Sekvenseringen gjordes med hjdlp av DYEnamic™ ET terminator kit
(MegaBACE).

For att fa fram en sekvens med hjilp av detta kit, kombineras DNA-templatet och
dina sekvensprimers med en reaktiv premix. Nir detta gjorts sekvenseras
preparatet i en virmecyklisk inkubator mellan 50°C-95°C i ett schema enligt
foljande:

95° C 120 sekunder
50° C1 15 sekunder
60° C1i 1 minut

Sedan kors detta i 20-30 cykler (vanligtvis tar detta cirka en timme).

Efter detta precipiteras reaktionsprodukterna med salt och etanol eller renas
genom en gelfiltrering for att ta bort icke inkorporerade fargmirkta produkter.
Reaktionsprodukterna 16ses i en formamid laddad buffert och separeras och
detekteras sedan med hjidlp av MegaBACE 1000 sekvenseringsinstrument. Data
analyseras sedan med hjélp av Sequence Analyzer.

3.7 Urval av prover

Vi har i vart arbete anvint oss av en familj med Newfoundlandshundar, dir DCM
kliniskt har dokumenterats hos vissa individer vid en studie gjord av Anna
Tidholm. Anledningen till att vi valt detta material dr att det &@r ett omfattande
material med manga individer som &r noggrant genomganget med bade klinisk
undersokning, ultraljud samt auskultation. I det fall hunden har avlidit har vi dven
haft tillgang till histopatologiska analyser som kunnat sidga vilka individer som
med 100 % sikerhet var friska och vilka som med 100 % sékerhet var sjuka. Har
anvinder man sig av forekomsten av s.k. attenuated wavy fibers som
diagnoskriterium. Vi har for var studie valt ut ett fatal limpliga individer dér bl.a.
tre sikert affekterade och tva séikert friska individer har ingatt.
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4. RESULTAT OCH DISKUSSION

For studien preparerades genomiskt DNA av hog kvalitet, extraherat fran helblod
fran de utvalda individerna. Den sekvens vi fick fram dverensstimde till 100 %
med motsvarande sekvens i hunddatabasen, d.v.s. i denna del av genomet finns
ingen rasspecifik variation mellan Newfoundlandshund och Boxer.

Fyndet som gjordes var en anvéindbar genetisk markor i form av en Single
Nucleotide Polymorphism, en sa kallad SNP, vid desmin exon 8 kodon 431. Vid
analys av desmin exon 8 fran dessa Newfoundlanshundar visade det sig att denna
polymorfism var lokaliserad till den tredje positionen i kodon 431 som kodar for
prolin, vilken kan variera och motsvarar en tyst SNP, d.v.s. den leder inte till
nagot aminosyrautbyte. Det dr vanligt att just den tredje positionen i ett kodon
varierar for samma aminosyra da den genetiska koden dr degenererad.
Aminosyran prolin kodas av féljande fyra kodon dér den tredje positionen kan
vara A, G, Celler T (CCA, CCG, CCC och CCT)

Tabell 1. Genotyper vid identifierad SNP samt respektive fenotyper

Heterozygot vs

Individ Genotyp homozygot Fenotyp

NF5 G/A Het Affekterad (80-90 %)
NF7 G/A Het Frisk*

NF10 G/A Het Frisk*

NF12 G/A Het Affekterad (95 %)
NF18 G/G Hom Frisk (100 %)
NF19 G/G Hom Frisk (100 %)
NF20 G/G Hom Frisk*

NF21 G/G Hom Frisk*

NF22 G/G Hom Frisk*

NF23 G/A Het Affekterad (100 %)
NF24 G/G Hom Frisk*

NF25 A/A Hom Affekterad (100 %)

Alla G/G homozygoter &r sannolikt friska. NF18-19 dr 100% friska, NF20-22 och
NF24 &r sannolikt friska.

Ingen G/G homozygot &r sikert affekterad.
NF5, 7, 12, 23 &r heterozygota G/A. NF25 ar A/A homozygot.

* Dessa individer har dnnu inte visat nagra tecken pa sjukdom, men kan inte ses som
sikert friska forrdn man undersokt dem histopatologiskt. Alternativt om de visat
tydliga kliniska tecken pé sjukdom.

Baserat pa tillgiingliga resultat kan ej slutgiltigt konkluderas om desmingenen dr
en sjukdomsgen for DCM. De tillgéngliga resultaten indikerar att desmin inte dr
en sjukdomsgen for DCM. Studien baseras dock i nulidget pa for fa individer for
att erhalla statistiskt signifikanta och sikra resultat. De studier som utforts dr dock
virdefulla da de etablerat en metod som kan appliceras pa ett storre
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populationsmaterial. Identifieringen av en ny SNP kommer i detta projekt att ha
avgorande betydelse for utvirderingen av desmin som sjukdomsgen.

Fortsatta studier 4r av stort intresse och det forbereds just nu en genome-wide
association mapping, dir fler individer ur detta familjematerial ska inga. En
genome-wide association mapping innebér att man forutsittningslost soker
igenom hela genomet efter associationer mellan genotyp och fenotyp. Vid en
sjukdom som DCM med autosomalt dominant nedérvning krévs cirka 50
affekterade och 50 friska individer for att erhalla statistiskt sidkra resultat. Den
kandidatgenapproach vi utférde inom ramen for detta examensarbete kunde dock
utvirdera om genetisk association mellan desmin och DCM foreligger eller ej.
Detta kan sedan konkluderas med ett storre antal individer.

I dagsldget har man hittat s.k. microsatelliter lokaliserade kring desmingenen,
vilket innebiar mojlighet att titta pa fler alleler (en SNP bestar oftast bara av tva
alleler).

DCM hos Newfoundlanshundar har autosomal dominant nedirvning. (Andersson,
G. personligt meddelande, 2006.)

Att finna den/de gener som é&r sjukdomsframkallande i fallet med DCM vore av
stort intresse da det dr svart att annars forhindra spridning av den
sjukdomsframkallande genen, med tanke pa den relativt hoga debutaldern (fem ar
medeldebutalder hos Newfoundlandshund). Det dr ocksa en plagsam sjukdom for
djuret och for djurdgaren som forlorar sin hund i for tidig alder.

Det vore dven intressant ur den humanmedicinska aspekten da hund utgor en bra
komparativ modell. Detta p.g.a. lang tradition att dokumentera ursprung med hjilp
av stamtavlor vilket underlittar en genetisk analys. Man har ocksa kortare
generationsintervall hos hund jaimfort med ménniska vilket ger mojlighet till
snabbare resultat. Inom hundavel anvénder man sig relativt ofta av s.k. linjeavel
(d.v.s. man avlar pa individer som &r nira besldktade med varandra) vilket kan ha
bidragit till att vissa sjukdomsgener okat i frekvens hos vissa familjer. Detta i sin
tur kan leda till att det kan vara ldttare att hitta tillrickligt manga fall och
kontroller som ger statistiskt signifikanta resultat.

Det har gjorts forsok att preparera fram genomiskt DNA av hog kvalitet ur
paraffinfixerad vidvnad och resultaten verkar lovande! Om denna mojlighet Sppnar
sig sa finns det stora miangder med material bevarat som vore intressant att titta pa
i framtiden, da inte bara gillande hjirtsjukdom utan dven andra sjukdomar med
misstidnkt genetisk bakgrund. Utvecklingen pa omradet gar i en rasande takt och
det finns all anledning att séga att molekylirgenetiken dr framtiden och att genom
den kanske vi kan fa 1osningen pa nagra av medicinens gator, bade pa human- och
veterindrsidan!
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