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SAMMANFATTNING

Inguinalbrick hos hist dr en sjukdom som ses hos bdde fol och vuxna histar. Sjukdomen ses
framst hos hingstar. Symptomen framtrader vanligen som akut kolik pga att tarmslingor glider
ner i inguinalkanalen (den 6ppning som sammanbinder bukhalan med scrotum) och snors at.
Sjukdomen kriver i vuxen alder kirurgiska atgérder. Hur vanlig sjukdomen &r hos héstar &r svart
att uppskatta da de flesta hingstar kastreras 1 tidig dlder. Det finns dock beldgg for att sjukdomen
forekommer 1 hogre frekvens inom vissa raser, saisom arabiskt fullblod, tennessee walking
horse, american saddlebred och varmblodstravare (Blikslager, 2010).

Huruvida inguinalbrick &r arftligt hos hist &r ej ként. Forskning pd andra djurslag, sasom gris
och mus, har visat pa en signifikant koppling mellan specifika gener och sjukdomen. Syftet
med detta examensarbete &r att via en kandidatgenstudie analysera om risken for att utveckla
inguinalbrick hos hist dr associerad till genvarianter i fyra olika kandidatgener. I denna studie
har vi fokuserat pa svenska varmblodshingstar da en tendens till 6kade problem hos denna ras
har rapporterats under den senaste tiden.

I studien ingick 207 histar varav 9 drabbade individer. Genetiska markorer lokaliserades och
analyserades inom fyra kandidatgener, COL2341, HOXA10, NPTX] och ZFPM?2. Dessa
kandidatgener valdes ut da de i kandidatgenstudier pa gris visat en signifikant koppling till
inguinalbrick. En signifikant genetisk association detekterades i denna studie hos HOXA 0.

SUMMARY

Inguinal hernia is a disease seen in both foals and adult horses. The disease is most commonly
seen in stallions. The symptoms are often acute colic when loops of intestines slip down into
the inguinal canal and become strangulated. The treatment of the disease for adult horses is in
general surgical. How common the disease is in horses is hard to estimate because the stallions
are often castrated at early age. However, there are evidence that the disease occurs at higher
rates in certain breeds such as Arabian Horse, Tennessee Walking Horse, American Saddlebred
and Standardbred (Blikslager, 2010).

Whether inguinal hernia is genetically inherited in horses is not known. Research in other
animal species, such as pig and mice, has shown significant association between specific genes
and the disease. The purpose of this study is to investigate genetic association of inguinal hernia
with candidate genes in horses. In this study we have focused on the Swedish Warmblood breed
because lately a tendency for increased frequency in this breed has been observed.

The study included 207 horses, of where 9 were affected by inguinal hernia. The samples were
genotyped for markers in four candidate genes, COL2341, HOXA10, NPTXI and ZFPM2. A
significant genetic association was detected in this study to the HOXA10 gene.
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INLEDNING

Inguinalbrack definieras av att delar av nagot bukorgan, vanligen jejunum eller ileum, forflyttar
sig fran bukhélan ner i inguinalkanalen. I de fall d& dessa delar passerar den externa
inguinalringen och ner i scrotum bendmns de som pungbrack (Stashak, 1993). I foljande artikel
anvénds termen inguinalbrack for att beskriva bada dessa tillstand.

Inguinalbridck kan ses hos bada konen men uppkommer fridmst hos unghéstar och vuxna
hingstar. Sjukdomen ger vanligtvis koliksymptom av varierande grad och behandlas hos vuxna
individer i1 de allra flesta fall genom kirurgi (Stashak, 1993). Den kirurgiska behandlingen av
sjukdomen har god prognos och behandlade hingstar kan fortsétta anvédndas i avel (Blikslager,
2010). Det har dock setts en okad frekvens av inguinalbrack hos vissa raser, ex Tennessee
Walking horse och varmblodstravare d& dessa raser enligt studier har en vidare inguinalkanal
(Blikslager, 2010).

En tendens att inguinalbrack &r ett dkande problem hos svenska varmblod, (SWB) har
rapporterats. Det har péd hést dven diskuterats huruvida sjukdomen &r arftlig eller traumatiskt
orsakad. Dock har det setts en 6kad sjukdomsfrekvens hos vissa hdstraser, samt att det finns
beldgg for drftlighet hos andra djurslag. Hos ex gris finns det en tydlig érftlighet av sjukdomen.
Detta gor att misstankarna om en é&rftlig inverkan hos hast stirks. Enligt djurskyddslagen
(SJVFS 2009:28) ér det inte tillatet att avla pa individer som har en defekt med stor sannolikhet
for neddrvning. Sa lange det inte finns ndgot vetenskapligt beldgg for drftlighet ar det svart att
stoppa avel med individer drabbade av inguinalbrack. Vardefulla avelshingstar ges i nuldget
ofta dispens for fortsatt anvdndning trots att de drabbats av sjukdomen.

Syftet med denna studie &r att utvdrdera om det foreligger en genetisk bakgrund till
inguinalbrack hos hést. Detta genom att undersdka associationen mellan kandidatgener och
inguinalbrack.



LITTERATURSTUDIE

Nir testiklarna vandrar ner fran bukhélan genom bukvéggen ner till scrotum (pungen) formas
en permanent kanal som sammanbinder bukhalan och scrotum, denna bendmns inguinal-
kanalen. Kanalen krymper i vidd efter testiklarnas nedvandring men &r fortsatt en svag punkt i
bukvéiggen. Om bukorgan, vanligen tarmslingor passerar ner i kanalen bildas ett inguinalbrack,
1 de fall da bukorgan vandrar ner sa pass langt att blodtillférseln stryps av uppkommer
betydande skador i drabbad tarmdel (Sjaastad et al., 2003).

Det ar svart att undersoka prevalensen av inguinalbrack hos hdst dd sjukdomen framst
forekommer hos hingstar och de vanligen kastreras 1 tidig alder. I en artikel av Sembrat (1975)
pavisades att vissa hidstraser s& som t ex varmblodstravare har hogre risk att drabbas av
inguinalbrick. Hogre forekomst av inguinalbrick har dven observerats hos vissa ntkreatur och
hundraser (Hayes, 1974). Skillnader i prevalens mellan olika raser indikerar att det finns en
arftlig komponent bakom utvecklandet av sjukdomen. Det finns dock inga studier gjorda som
pavisar en sadan arftlighet hos hist.

Det har daremot faststillt att risken att utveckla inguinalbrack dr arftligt hos gris (Vogt &
Ellersieck, 1990), manniska (Jones et al., 1998) och mus (Lewis et al., 2012).

Grindflek et al. (2006) utférde helgenomscanning pé grisar och fann flertalet QTL (Quantitative
Trait Loci) med stark signifikant koppling till inguinalbréck. Inom dessa QTL l&g bland annat
kandidatgenerna Insulin-Like 3 (/NSL3), Mullerian inhibiting substance (MIS) och Calcitonin
gene related peptide (CGRP). I en studie av Zimmermann (1999) visades att /NSL3 har en
betydande roll i utvecklingen av det ligament (gubernaculum) som forflyttar testiklarna fran
bukhélan ner till scrotum hos handjur. Daremot vid utveckling av det honliga konet sker inget
uttryck av INSL3. 1 studien av Zimmermann (1999) slog man ut /NSL3 hos hanmdss varav
samtliga individer utvecklade bilateral kryptorkism (en dkomma d& testikeln under sin
utveckling inte fullfoljer sin vandring ner till scrotum utan blir kvar antingen i bukhélan eller i
inguinalkanalen). I en studie (Koskimies et al., 2002) visades att mdss av honkén som
exponerades av /NSL3 under fosterstadiet utvecklade ett gubernaculum likt det hanliga konet,
samt att dggstockarna vandrade ner och placerade sig ventralt i bukhalan. Studien visade att
dessa honor utvecklade brack i vuxen dlder samt att de bildade ett tunnare bukmuskellager,
framforallt i inguinalomradet.

Du et al. (2009) har utfort en kandidatgenstudie for inguinalbrdck hos gris. Blodprover
insamlades fran 1467 grisar och genomiskt DNA preparerades och genotypades med SNPs. I
studien sags en signifikant koppling mellan inguinalbrack och foljande kandidatgener, ELFS,
KIF184, COL23A41 och NPTX].

I en studie av Zhao et al. (2009) undersoktes 14 kandidatgener och deras inverkan i
utvecklingen av pungbridck hos gris. 1534 grisar ingick i1 studien och slutsatsen var att
kandidatgenerna HOXA10, ZFPM?2 och MMP?2 hade en signifikant koppling till utvecklingen
av inguinalbrack hos gris.



Utvalda kandidatgener for denna studie

HOXA10, Homeobox A10 ér en proteinkodande gen som kodar for transkriptionsfaktorer som
deltar i regleringen av den embryonala utvecklingen. HOXA10 har en bevisad koppling till
utvecklingen av kryptorkism hos moss (Rijli et al., 1995).

COL23A41, Collagen, type XXIII, alpha 1 dr en proteinkodande gen som &r involverad i
kollagenmetabolismen och bildar icke-fibrilldra kollagener (Banyard et al., 2003). Genen
uttrycks framst i huden (Koch et al., 2006) och proteinet &r involverad i bildningen av
extracelluldart matrix (Banyard et al., 2003). Rubbningar 1 bildningen av extracellulart matrix
och kollagen har setts kopplat till inguinalbrack (Henriksen et al., 2016).

NPTXI, Neuronal Pentraxin-1 dr en proteinkodande gen som endast uttrycks i nervsystemet
(Goodman et al., 1996). NPTX1 har en betydande roll under ldkningsprocessen efter nervskador
(Scarlato et al., 2002). Genen har bevisats ha en koppling till Alzheimers sjukdom och det
foreslas att NPTX1 kan anvéndas for att uppticka nedsatt funktion i synapserna under ett tidigt
stadie av sjukdomen (Ma et al,, 2018). I en studie pa rattor (Yasuhara et al., 2008) har det d4ven
visats att uttrycket av NPTX1 paverkas av individens Ostrogennivaer.

ZFPM?2, Zinc Finger Protein, FOG family member 2 dr en proteinkodande gen. Detta zinc
finger protein dr en transkriptions-faktor som deltar i regleringen av GATA-proteinernas
aktivitet. GATA-proteinerna har en betydande roll i reglering av hematopoesen och
cardiogenesen hos diggdjur (Holmes et al, 1999). ZFPM?2 deltar dven i regleringen av
gonadernas utveckling (Bashamboo ef al., 2014). En koppling har setts mellan denna gen och
diafragmabrack hos ménniska (Brady ef al., 2014). I en studie (Bashamboo et al., 2014) sags
en koppling mellan mutationer i ZFPM?2 och utvecklingen av testiklarna hos minniska samt en
koppling till sjukdomen 46XY DSD (Disorders of Sex Development).

Single nucleotide polymorphisms, SNPs

DNA sekvensen hos individer inom samma art har en vésentlig variation dock dr denna
variation begridnsad inom specifika raser s& som SWB. Hos ménniska skiljer vi oss endast 1 0,1
procent av sekvensen, varav variationerna till stor del bestar av skillnader i enstaka nukleotider
i en specifik position. T ex kan en individ ha basparet A medan en annan har G pad samma
position i sin genetiska sekvens, i de flesta fall 4r bada varianterna relativt vanliga inom arten.
Det ér dessa skillnader mellan individer som kallas single nucleotide polymorphism, forkortat
SNPs. Betydelsen av dessa variationer kan vara allt ifrdn tysta SNPs, som inte har nigon
paverkan pa fenotypen, till SNPs som kan orsaka eller predisponera sjukdom (Griffiths et al.,
2008).

Mikrosatelliter

I genomet finns omréden dér korta, enkla DNA sekvenser upprepar sig flertalet ganger, det som
hir skiljer sig mellan olika individer &r antalet gdnger sekvensen upprepas. Dessa upprepningar
kallas VNTRs (variable number tandem repeats). Mikrosatellit markorer bygger pa
upprepningar av mycket korta sekvenser mellan en till sex nukleotider, vanligast é&r
dinukleotider (ex. 5'-C-A-C-A-3" osv) (Griffiths et al., 2008).
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Mikrosatelliter vs SNPs

Mikrosatelliters polymorfism kan uppstd pa flertalet sitt, ex genom replication slippage,
unequal crossing over, mutationer som forldnger eller avbryter upprepningen, medan SNPs
endast uppstdr av punktmutationer. Detta gor att variationer inom mikrosatelliter uppstar mer
frekvent 4n hos SNPs (Gilson et al., 2007).

Fordelar med mikrosatelliter dr att de har en stor genetisk variation, de har flertalet alleler vilket
ger mycket information per mikrosatellit (Gilson ef al, 2007). De ar dven enkla och relativt
billiga att analysera (Ball et al., 2010).

SNPs ér bialleliska och ger nastintill alltid endast 2 alleler i resultaten. De har mao inte lika stor
genetisk variation och resultaten ger férre alleler &n mikrosatelliterna. Det gar dock snabbare
att hantera resultaten da plattformar for SNPs genotypning &r néstintill helt automatiserade. For
mikrosatelitter &r hanteringen endast delvis automatiserad vilket gor att det krdver mer
arbetskraft och diarmed tar ldngre tid. Det innebdr dven en storre risk for méanskliga fel vid
analys av resultaten (Slate ef al., 2008).

Att en SNPs ger ut mindre information &n en mikrosatellit kan kompenseras genom att genotypa
ett storre antal SNPs (Daniel et al, 2004) ex med hjidlp av SNP-chip (Lam ef al,, 2010). Ett
SNP-chip ér en liten platta av glas eller silikon varpa utvalda DNA sekvenser fésts, pa detta vis
kan tusentals SNPs genotypas pa samma géng (Lam et al., 2010).

MATERIAL OCH METODER
Population

I studien anvdndes hér och blodprover fran 207 histar (samtliga var SWB) tillgdngliga hos
Husdjursgenetiska laboratoriet vid institutionen for husdjursgenetik (HGEN), SLU 1 Uppsala.
Anvindningen av prover har gjorts i samrdd med SWB-foreningen. Bland tillgéngliga prover
fanns 9 drabbade hingstar.

For att kunna se en eventuell neddrvning och utféra en familjebaserad genetisk analys valdes
kontroller ut i egenskap av avkommor till de sjuka hingstarna eller om detta ej var mojligt efter
den sjuka individens far. I forsta hand valdes hingstar, i andra hand ston samt valacker. Ett fatal
kontroller valdes ut 1 egenskap av avkommor till ett specifikt sto, detta sto har inkluderats i
studien eftersom hon har tva hingst-avkommor som utvecklat inguinalbrdck. Som kontroller
kordes totalt 197 individer.

Val av kandidatgener

For att finna hogintressanta kandidatgener for pungbrack hos hist gjordes en litteratursokning
av funna associerade gener till sjukdomen pa andra djurslag. Genom vetenskapliga studier (Du
et al., 2009; Zhao et al., 2009) som analyserat kandidatgener hos framst gris valdes de
kandidatgener med hogst signifikant koppling till inguinalbrack ut. Bioinformatisk analys
utfordes med hjélp av Ensambl Genome Browser, darigenom lokaliserades motsvarigheten till



de utvalda kandidatgenerna i hdstens genom. Redan kdnda markorer, SNPs och mikrosatelliter,
for de utvalda kandidatgenerna hos hist soktes fram i Ensembl Genome Browser. Framst valdes
de kandidatgener dér kdnda mikrosatelliter fanns. I andra hand valdes de kandidatgener som
inneholl flera SNPs. Hos kandidatgener utvalda for att analyseras via SNPs valdes de omradden
déar SNPs 14g tétast i kromosomposition ut for sekvensering.

Preparering av DNA

DNA fran harprover preparerades fram genom att héarrotter klipptes ner 1 100ul Chelex 100
Resin (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) och 7ul proteinas K (Merck KGaA,
Darmstadt, Tyskland). Denna blandning inkuberades sedan 1 56°C i1 60 min och efter det 1 95°C
1 10 min for inaktivering av proteinas K. DNA isolerades fran blodprover genom en DNA
preparations robot, QIA symphony (Qiagen, Hilden, Tyskland) enligt stardardprotokoll for
DNA extraktion fran blodprov.

PCR-amplifikation

Primerdesign for forward och reverse primers utfordes for varje sekvens, och forward-primern
fick en M13-tail. Mikrosatelliterna amplifierades och reaktionsprodukterna separerades via
agarosgelelektrofores. PCR analysen utfordes 1 separata brunnar, vardera om totalt 10ul
Fordelning av olika substanser 1 brunnarna redovisas i Tabell 1.

Tabell 1: Innehdll i mix for PCR-amplifikation av mikrosatelliter

ZFPM2ms2 NPTX1msl1 ZFPMI1Imsl NPTX1ms2

ul/prov ul/prov ul/prov
10X PCR buffer 1 1 1 1
MgClz 25mM 2 2,25 2 2
dNTPs (25mM) 0,1 0,1 0,1 0,1
F primer 10pM 0,1 0,1 0,1 0,1
R primer 10uM 0,5 0,5 0,5 0,5
M13 linker 0,5 0,5 0,5 0,5
AT gold 0,1 0,1 0,1 0,1
ddH>O 4,7 4,45 4,7 4,7
DNA (4ng/pl) 1 1 1 1

Samtliga mikrosatelliter kordes i cykler enligt foljande: 95°C 1 5 min, 20 cykler 1 95°C 1 Imin,
60°C-0,5°C/cykel i 1 min, 72°C 1 30 sek, foljt av 35 cykler i 95°C i 1 min, 55°C i 1 min, 72°C
130 sek och slutligen 72°C 1 30 min.

Sekvensering

Primerdesign for forward och reverse primers utfordes for varje kandidatgen for att amplifiera
regioner med kdnda SNPs. Vardera primer designades med en M13-tail enligt standardprotokoll
for BigDye Cycle Sequencing (Life Technologies Corporation, 2011). Anvénda
primersekvenser ses 1 bilaga 1.



Statistisk analys

P-viérde har i denna studie beaktats som signifikant vid <0.05. Alla berdkningar har skett enskilt
for varje kandidatgen. Berdkningar har gjorts inom varje sléktgrupp samt for det totala antalet
sjuka gentemot det totala antalet kontroller.

Inom mikrosatelliterna och sekvenserna berdknades skillnaden 1 allelfrekvens mellan sjuka och
kontroller via 2x2table of Cross-Categorized Frequency Data Version 2 mha websidan
Vasserstats.net (Lowry). Signifikansen testades med Fisher Exact test (two-strained) pa
Vasserstats.net. Hos SNPs har utdver detta dven de funna genotyperna jamforts mot det totala
antalet via 2x2 table. I studien har inga berdkningar utforts pa haplotyper pga att det i resultaten
ej gick att sédrskilja de heterozygota individerna. Berdkningar gjordes dédrav pa alla de funna
homozygota genotyperna enskilt medan alla heterozygota genotyper fick ingé i en gemensam

grupp.

RESULTAT
Markorer

Efter att de mest signifikanta kandidatgenerna valts ut frén litteraturstudien soktes motsvarande
gener upp 1 héstens genom. I Tabell 2 visas vilka kandidatgener som valts ut och deras
kromosomposition i histgenomet.

Tabell 2: Utvalda kandidatgener som lokaliserats hos hdst

Gen Gennamn Gris Hést ECA Kromosomposition
SSC  ECA

HOXA10  Homeobox A10 18 4 58.200.292-58.203.996

ZFPM?2 Zincfinger protein FOG 4 9 50.352.668-50.669.918

family member 2

MMP2 Matrix metallopeptidase 6 3 7.657.421-7.679.523
2
COL2341  Collagen, type XXIII, 2 14 4.319.016-4.343.909
alpha 1
ELF5 E74-like factor 5 2 12 1.267.583-1.298.167
KIF184 Kinesin family member 2 7 94.354.515-94.437.670
NPTXI 184 12 11 2.557.810-2.562.864
INSL3 Neuronal pentraxin 1 2 21 2.646.466-2.647.154
Insulin like 3

I sokandet efter kinda markorer tittade vi efter mikrosatelliter i varje kandidatgen, detta gav tva
mikrosatelliter i NPTX/ genen och tvd 1 ZFPM2 genen, dd inga satta namn fanns pa
mikrosatelliterna doptes dessa till NPTXIms1, NPTXms2, ZFPM2ms1 och ZFPM2ms2. Hos de
kandidatgener dér inga mikrosatelliter hittades valdes SNPs ut. De kandidatgener dér vi fann
flera SNPs 1 ett nirliggande omrade s& dessa kunde ldsas via en sekvensering var HOXA 10 och



COL23A. Inom HOXA10 fann vi tva intressanta omraden, ddrav bendmns de i denna studie
som HOXA10 I och HOXA10 2. De markorer som analyserats i studien visas i Tabell 3.

Tabell 3: Lista av analyserade markorer

Gen Markérnamn Markortyp Genregion Kromosomposition
HOXA10 1 1569575838 G/T Upstream 4:58.205.446
rs69575840 C/A Upstream 4:58.205.495
rs69575838 A/G Upstream 4:58.205.496
HOXAIO 2 1s69575844 A/G Upstream 4:58.207.132
rs69575846 C/T Upstream 4:58.207.243
rs69575848 C/T Upstream 4:58.207.390
COL2341 rs68969633  A/G Downstream 14:4.347.364
rs68969634 A/G Downstream  14:4.347.401
rs68969635 T/C Downstream  14:4.347.647
NPTXI NPTXImsl  Mikrosat. Intron 11:2.563.179
NPTXIms2  Mikrosat. TIntron 11:2.564.505
ZFPM2msl  Mikrosat. Intron 9:50.541.533
ZFPM?2 ZFPM2ms2  Mikrosat. Intron 9:50.669.227

Vid analys av utvalda markorer erholls resultat frdn samtliga SNPs och fran mikrosatelliterna
NPTX1msl samt ZFPM2ms2. Svaga resultat dér avldsningen av allel inte kunde tydligt utldsas
plockades bort ur studien. Antalet anvidndbara provresultat som erholls efter analyserna ses i
Tabell 4.

Tabell 4: Antal individer med resultat for varje kandidatgen

Gen Sjuka * Kontroller
HOXAI10 1 9 195
HOXAI0 2 9+ (1) 189 +(2)
CoL2341 9 178 + (3)
NPTXImsl 8+ (1) 168 + (3)
ZFPM2ms2 9+ (1) 180 + (3)

*Siffrorna inom parentes dr de individer vars resultat har rekonstruerats mha deras avkommors
resultat, da vi i studien inte haft tillgang till dessa individers DNA.

SNPs

Ingen berdkning var mdjlig for HOXAI0 I da ingen variation sdgs 1 ndgon av dess SNPs,
HOXA10 1 var 1 denna studie monomorf.

Vid berdkningar pd alleller samt genotyper hos COL23A41 hittades inga signifikanta samband
varken inom familjegrupperna eller hos totalantalet sjuka mot kontroller. P-virden for varje
allel (totalantalet sjuka mot kontroller) visas 1 tabell 5 och P-virden for varje funnen genotyp
(totalantalet sjuka mot kontroller) visas 1 Tabell 6.
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Hos HOXA10 2 fanns inget signifikant samband vi berdkning av enskilda alleler. Vid
berdkning av funna genotyper hos HOXA10 2 sags en signifikant koppling (P-vérde: 0,0182)
mellan att vara homozygot AC och utvecklingen av inguinalbrick. Har sdgs ett odds ratio pa
5,055 och risk ratio pé 4,318. Samtliga P-vérden ses i Tabell 5 och 6.

Tabell 5: P-virden for alla sekvenserade kandidatgener

Gen Markdr Allel Sjuka Friska ~ P-vérde
COL2341 1568969633 A 16 305 0,752
G 2 55 0,752
1s68969634 A 16 305 0,752
G 2 55 0,752
14:4.347.454 A 1 33 1
G 17 327 1
rs68969635 T 16 305 0,752
C 2 55 0,752
HOXAI0 2 1s69575844 A 7 73 0,0899
G 13 309 0,0899
1s69575846 C 9 134 0,472
T 11 248 0,472

Tabell 6: P-virden for alla sekvenserade genotyper

Gen Haplotyp Sjuka  Friska P-virde

COL23A41 AAGT 14 266 0,792
GGAC 0 4 1
GGGC 0 4 1
Heterozygot 4 86 1

HOXA10 2 AC 4 18 0,0182
GC 0 14 0,633
GT 6 170 0,250
Heterozygot 10 180 0,822

Mikrosatelliter
NPTX1ms1

I familjegrupperna fanns ingen koppling som visade signifikans. P-virden for alleler hos
gruppen totalantalet sjuka mot kontroller ses 1 tabell 7.



Tabell 7: P-vdrden for alla funna alleler hos NPTX1msl

Gen Markor Allel Sjuka Friska P-vérde
NPTX1 NPTXImsl H 2 30 0,644

I 2 29 0,638

J 0 4 1

K 0 5 1

M 9 182 1

P 3 87 0,584

Q 0 1 1

R 0 4 1

Berdkning av totalantalet homozygota (2 sjuka, 72 kontroller) gentemot totalantalet
heterozygota (6 sjuka, 99 kontroller) gav P-virde 0,472.

ZFPM2ms2

Ingen koppling med signifikans funnen varken i familjegrupper eller vid jimforelse hos totalt
antal sjuka mot totalt antal kontroller. P-vdrden for totala antalet sjuka och kontroller ses i tabell
8.

Tabell 8: P-vdrden for alla funna alleler hos ZFPM2ms?2

Gen Markor Allel Sjuka Friska P-vérde
ZFPM2 ZFPM2ms2 M 6 83 0,585
N 3 49 1
0 3 28 0,389
P 1 74 0,142
R 0 32 0,242
S 3 69 0,759
T 4 31 0,0960

Berdkning av totalantalet homozygota (0 sjuka, 44 kontroller) gentemot totalantalet
heterozygota (10 sjuka, 139 kontroller) gav P-virde 0,120.

DISKUSSION

Da érftlighet for risken att utveckla inguinalbrdck &r funnen inom andra djurslag, samt att
tidigare studier visat pd skillnader i prevalensen mellan olika hastraser, r det troligt att det finns
genetiska riskfaktorer for inguinalbrdck dven hos hast. Skulle studier visa pé att sa dr fallet bor
hingstar som har denna sjukdom ej fortsatt anvindas i avel. Idag har vi flera exempel pé
avelshingstar som drabbats av pungbrick och efter operativ behandling fortsatt anvinds i avel
efter att ha fatt godként undantag for vidare avel.



I denna studie fann vi en signifikant koppling (P-virde 0,0182) hos HOXA10 2 for den
homozygota genotypen AC vid utveckling av inguinalbrack hos hést. Med ett OR pé 4,3 och
RR pd 5,0 visar detta pd att individer med genotypen AC har hogre risk att utveckla
inguinalbrdck gentemot andra individer. Vid berdkningar pa alleler hos HOXA10 2 markor
rs69575844 sags ett P-virde pa 0,0899 (OR och RR pa ca 2,0 for allel A). Detta P-vérde &r
enligt de kriterier som anvénts i denna studie ej signifikant men det d&r mycket mojligt att ett
signifikant samband skulle ses hiar om fler individer hade ingatt i studien. Dessa resultat visar
pa att genen HOXAIO 2 bor rdknas som hogintressant 1 vidare forskning angaende
inguinalbrack och dess eventuella genetiska bakgrund hos hést.

Vi fann i studien d4ven en ny SNP inom COL23A41 som inte finns rapporterad sedan tidigare,
placerad pa kromosomposition 14:4.347.454.

I denna studie har vi valt ut kandidatgener baserat pa samband som faststéllts hos andra djurslag,
dé inga studier har utforts hos hdst. Vi har endast undersokt resultat frdn markorer i fyra olika
kandidatgener, COL23A41, HOXA10, NPTXI och ZFPM?2. Av fyra mikrosatelliter (NPTXIms,
NPTXIms2, ZFPM2msl och ZFPM2ms2) gavs endast resultat frdn tvd, NPTXImsl och
ZFPM2ms2. Av de tre sekvenserade kandidatgenerna, COL2341, HOXAI10 1 och HOXAI0 2,
sdgs endast variation inom tvd (COL2341 och HOXA10 2). Detta gav ett litet material for
resultatberdkning. Endast nio drabbade histar ingick. Detta &r ett mycket litet material for att
hitta en genetisk orsak till inguinalbrack dé denna d&komma sa som de flesta sjukdomar mycket
troligt styrs av samverkan mellan flera olika gener.

I denna studie anvénde vi befintliga har och blodprover i biobanken hos HGEN och i det
materialet fanns endast ett fital individer med bekriftade sjukdomsfall. Dock fanns ingen
tidsmissig mdjlighet att samla in nya prover for att fa med flera sjuka individer 1 studien. I val
av kontroller utgick vi ifrdn vid HGEN inregistrerade data, s som kon och stamtavla. Vi maste
dédrav rikna med en felmarginal for att hanliga individer kan vara kastrerade utan att det
rapporterats in och uppdaterats. Vi vet heller inte helt sékert att ingen av kontrollerna drabbats
av sjukdomen utan var vetskap. Vid denna sjukdom, s& som hos de flesta andra, finns
mojligheten att individer som ingatt i kontrollgruppen kommer att utveckla sjukdomen inom
sin livstid. Dessa felmarginaler kan ge en betydande péverkan pa slutresultatet. Dock har vi
minimerat denna felkélla genom att analysera en stor mangd kontroller gentemot antalet sjuka
individer, dirav bor en dold affekterad individ i kontrollgruppen inte paverka signifikansnivan
ndmnvirt da det dr en mycket liten andel av totala antalet kontroller.

Resultathanteringen, framst for mikrosatelliter, sker till stor del manuellt varav en mdojlig
felkélla via méinskliga felbedomningar maste inrdknas.

For vidare utredning 1 &mnet kravs en betydligt storre studie som innefattar fler individer med
stringent klinisk utvirdering att vara sjuk respektive frisk. En kontrollerad studie som syftar till
att utvirdera neddrvningsmonstret for inguinalbrack hos hést ar viktigt for att optimalt kunna
definiera en forutsdttningslds genetisk associationsstudie med en panel av genetiska markorer
spridda over hela genomet.
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KONKLUSION

I denna studie har vi funnit ett signifikant genetiskt samband med HOXA 10 vid utvecklingen
av inguinalbrack hos hidst. Dock ar detta en liten pilotstudie som behdver konfirmeras och i
nulédget inte kan varken bekréfta eller utesluta en genetisk bakgrund till sjukdomen. Da hingstar
fortsatt idag ges dispens for fortsatt avel efter att ha drabbats av sjukdomen och kirurgiskt
atgdrdats bor detta fortsatt anses som ett hogt prioriterat omrade for vidare forskning.
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Bilaga 1.

Primer sekvenser for amplification av microsatelliter

Markér Kromo- Forward primer* Reverse primer Referens
som
NPTX1ml 11 [TGTAAAACGACGGCCAGT] GCACACAGGCAGCTAACAAA Wade et
TGCAGAAGTAGGTGAGAGGAC al. (2009)
NPTX1ms2 11 [TGTAAAACGACGGCCAGT] GGGTATGATCCGTCTCAGCA  Wade et
GTGACACTGAGACCTGACCA al. (2009)
ZFPM2msl 9 [TGTAAAACGACGGCCAGT] GTGTTGCTTCCCTAACTGCA  Wade et
GGCAGTGGTGATGGCATCTA al. (2009)
ZFPM2ms2 9 [TGTAAAACGACGGCCAGT] TAATAGCCCTCCCCTCTCCC ~ Wade et
TCACTACACAGGACGGTATGT al. (2009)
*Forward primer med M13 (-21) universal sekvens inom klamrar.
Primersekvenser for SNPs
Gen Markdr Forward primer*' Reverse primer*? Referens
(kromosom)
COL23A 1568969633, [TGTAAAACGACGGCCAGT] [CAGGAAACAGCTATGACC] Wade et
) 1$68969634, GCAGGACCAGGGATATCACA GGCAGTGCAGAGAAGTCAAGJl. (2009)
1568969635
HOXAI10 1 1569575838, [TGTAAAACGACGGCCAGT] [CAGGAAACAGCTATGACC] Wade et
(18) 1869575838  GCCTCATACACGTCTCAGGA GCCCAAGTGCTGACAAATCA al. (2009)
1569575838
HOXAI10 2 1569575844, [TGTAAAACGACGGCCAGT] [CAGGAAACAGCTATGACC] Wade et
(18) 1369575846, GTGTAAGCGTGTGTGGGAAC AAATGGCAAGAGGGAGAGC al. (2009)
1569575848

* Forward primer med M13 (-21) universal sekvens inom klamrar.

*Reverse primer med M13 (-29) universal sekvens inom klamrar.
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