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SAMMANFATTNING

Pyruvatkinasbrist dr en av de vanligaste arftliga hemolytiska anemierna som orsakas av
enzymbrist. Sjukdomen har observerats hos manniskor over hela varlden och hos flertalet raser
av hund och katt. Orsaken till sjukdomen &r mutationer i genen PKLR, vilket paverkar enzymet
pyruvatkinas som ingar i glykolysen och &r bland annat livsviktig for de réda blodkropparnas
energiforsorjning. 1 den héar litteraturstudien beskrivs den genetiska bakgrunden till
pyruvatkinasbrist, den Kliniska bilden samt likheter och skillnader i dessa mellan de tre
djurslagen katt, hund och manniska.

Hos méanniska har dver 250 mutationer i genen PKLR hittats. Vissa mutationer har patraffats
mer frekvent i sarskilda geografiska omraden, bland annat: 1529G—>A i norra och centrala
Europa samt USA, 1456C->T i s0dra Europa och 1436G—>A i Indien. Hos hund har daremot
bara fem rasspecifika mutationer hittats: en frameshift-mutation hos basenji, en
nonsensmutation hos labrador retriever, tva olika missense-mutationer hos mops respektive
beagle, samt en insertionsmutation hos west highland white terrier och cairnterrier. For felin
pyruvatkinasbrist har endast en missense-mutation identifierats som orsak, och mutationen har
hittats hos ett tiotal kattraser.

Pyruvatkinasbrist kan vara svart att diagnostisera da symptomen ofta ar diffusa och darmed
svara att upptacka. Sjukdomen kan vid forsta anblick yttra sig i form av bleka slemhinnor,
trotthet och motionsintolerans. Vid klinisk undersokning ses avvikande blodvarden,
jarndverskott och hepatosplenomegali. Katter och mé&nniskor uppvisar ofta ikterus, ett symptom
som sallan ses hos hund. Likasa ar gallsten en komplikation som frekvent drabbar ménniskor
och katter med pyruvatkinasbrist, men det har an sa lange aldrig rapporterats hos hund. Hos
hundar och manniskor har man sett hjartforstoring till féljd av den kroniska anemin som
sjukdomen innebéar. Unikt for hund &r att de &ven utvecklar en progressiv osteoskleros och
myelofibros.

Hos ménniska har vissa typer av mutationer associerats till en allvarligare klinisk bild av
sjukdomen. Denna association &r dverensstammande med vad som setts hos hund, dar basenji
och labrador retriever identifierats med en frameshift-mutation respektive en nonsens-mutation.
Dessa hundraser har uppvisat allvarligare symptom i jamforelse med évriga raser med andra
typer av mutationer. Vad galler katt kvarstar dock fragetecken, da en variation i sjukdomens
allvarlighetsgrad kan ses trots samma mutation. Flera av de drabbade kattraserna har visats vara
relaterade till abessinier, men huruvida mutationen forst uppkommit i abessinier eller i den
ursprungliga slumpavlade kattpopulationen kan diskuteras.

Slutsatsen ar att det forekommer en variation i genetisk bakgrund och klinisk bild hos individer
med pyruvatkinasbrist. Mer forskning kravs for att identifiera ytterligare mutationer som
troligen annu ar oupptackta, framfor allt inom hund- och kattpopulationen. Pa sa satt kan nya
DNA-tester utvecklas, drabbade individer kan diagnostiseras och genom selektiv avel kan
sjukdomens frekvens minskas.



SUMMARY

Pyruvate kinase deficiency is one of the most common hereditary hemolytic anemias caused by
an enzyme deficiency. The disease has been observed in humans all over the world and in
multiple breeds of dog and cat. The cause of this disease are mutations in the gene PKLR. These
mutations affect the enzyme pyruvate kinase, which is involved in glycolysis and is essential in
the energy supply of the red blood cells. In this thesis, the genetic background and clinical
manifestation of pyruvate kinase deficiency will be described. Similarities and differences in
this area between cats, dogs and humans will also be discussed.

In humans, more than 250 different mutations in PKLR associated with pyruvate kinase
deficiency have been found. This thesis is focusing on three mutations associated to specific
geographical areas: 1529G—>A in northern and central Europe and in the US, 1456C->T in
southern Europe and 1436G—>A in India. In dogs, five breed-specific mutations have been
found: a frameshift mutation in Basenji, a nonsense mutation in Labrador Retriever, two
different missense mutations in Pug and Beagle, respectively, and an insertion mutation in West
Highland White Terrier and Cairn Terrier. Only one missense mutation has been identified to
cause feline pyruvate kinase deficiency and it has been found in multiple cat breeds.

There are difficulties in diagnosing individuals with pyruvate kinase deficiency because of
diffuse clinical symptoms. The first observable signs are often pale mucous membranes, fatigue
and exercise intolerance. Clinical examination can reveal abnormal blood counts, iron overload
and hepatosplenomegaly. Cats and humans often exhibit icterus, a symptom which is rarely
seen in dogs. Another complication that frequently occur in humans and cats affected by
pyruvate kinase deficiency is gallstones, and so far, this has not been reported in dogs. Humans
and dogs on the other hand, have both shown cardiomegaly as a result of chronic anemia. A
unique feature only seen in pyruvate kinase deficient dogs is the development of osteosclerosis
and myelofibrosis.

In humans, certain mutations have been associated to severe clinical manifestation. An
association between mutation and severity of disease has also been observed in dogs. The
Basenji and the Labrador retriever are carriers of a frameshift mutation and a nonsense
mutation, respectively, and more severely affected by the disease compared to other breeds.
When it comes to cats, questions remain since a variation in the severity of disease can be seen,
despite it being the same mutation. Several of the affected cat breeds are related to the
Abyssinian, but whether the mutation first occurred in the Abyssinian or in the original random-
bred cat population can be debated.

In conclusion, there is a variation in genetics and clinical manifestation in individuals affected
by pyruvate kinase deficiency. More research is needed in order to identify additional
mutations, particularly within the dog and cat population, since many are probably still
undiscovered. This way, new DNA tests can be developed, affected individuals can be
diagnosed and through selective breeding, the frequency of the disease can be controlled.



INLEDNING

Pyruvatkinasbrist &r en av de vanligaste orsakerna till &rftlig hemolytisk anemi relaterad till
enzymbrist (Ferrier, 2017). Sjukdomen har beskrivits hos manniskor, hundar och katter i manga
olika delar av vérlden och nya bakomliggande mutationer till sjukdomen upptécks standigt hos
manniska, men bara en har hittills konstaterats hos katt (Giger, 2010). Hos alla djurslag
forekommer det dven en stor variation i symptom och allvarlighetsgrad hos de drabbade, vilket
ibland gor det svart att upptacka sjukdomen och somliga som &r affekterade av
pyruvatkinasbrist blir inte diagnostiserade forran senare i livet (Giger, 2010).

Pyruvatkinas (PK) ingar som enzym i glykolysen och katalyserar den irreversibla reaktionen da
fosfoenolpyruvat omvandlas till pyruvat. Resultatet av reaktionen blir att ATP bildas. Vid PK-
brist kan inte glykolysen fungera normalt, vilket leder till nedsatt produktion av ATP. Mogna
erytrocyter, vilka saknar mitokondrier, ar helt beroende av glykolysen for utvinning av ATP.
ATP &r nodvandigt for att erytrocyterna ska behalla sin form och funktion, utan det forkortas
cellernas livslangd och en hemolytisk anemi utvecklas (Ferrier, 2017).

Syftet med den hér litteraturstudien ar att beskriva den genetiska bakgrunden och kliniska
bilden av PK-brist hos katt, hund och manniska baserat pa publicerade studier, for att sedan
diskutera likheter och skillnader inom och mellan djurslagen. Fragestallningar som ska besvaras
ar: Vad ar den genetiska bakgrunden till PK-brist hos katt, hund och ménniska? Vilken &r den
kliniska bilden hos respektive djurslag? Finns det likheter och/eller skillnader i symptom inom
och mellan djurslagen? Kan eventuella skillnader i symptom ha en genetisk orsak? Genom att
besvara dessa fragor ska en mer samlad och 6vergripande bild av sjukdomen och dess genetik
ges.

MATERIAL OCH METODER

Litteratursdkning har gjorts i databaserna Web of Science, PubMed, Google Scholar och Primo.
Sokord som anvéndes var pyruvate kinase, pk, deficiency, cat, feline, gene, genetic, mutation,
dog och canine i ett flertal olika kombinationer. Begrénsning till ”other animals” pa PubMed
gjordes i avseende att fa artiklar inriktade pa andra djur &n manniska. Fler vetenskapliga artiklar
hittades i referenslistor. Likasa har facklitteratur inom biokemi och veterindrmedicin anvants.

LITTERATUROVERSIKT
Genetisk bakgrund

Pyruvatkinas har fyra isoformer, sa kallade isozymer, vilka ar vévnadsspecifika och
transkriberas fran tva olika gener: PKM och PKLR (Giger, 2010). PKM kodar for M1-
respektive M2-isozym, de sa kallade muskel-isoformerna. Dessa skapas genom alternativ
splicing av RNA (Noguchi et al., 1986). PKLR kodar for isozymerna som framst produceras i
lever (L-PK) och i roda blodkroppar (R-PK) (Giger, 2010). PKLR bestar av 12 exoner och 11
introner, dar det forsta och andra exonet kodar specifikt for R- respektive L-typen. Vilket
isozym som bildas fran PKLR avgors genom att olika promotorer aktiveras (Noguchi et al.,
1987).

R-PK som enzym bestar av 574 aminosyror och dr en homotetramer, saledes ar det uppbyggt
av fyra identiska subenheter. Varje subenhet &r indelad i fyra doméner: N, A, B och C. Domén



A stracker sig fran aminosyra 85 till 159 samt aminosyra 263 till 431. Den har domanen ar hogt
konserverad jamfort med doman B och C som &r mer foranderliga. Den aktiva ytan, dar
fosfoenolpyruvat som substrat binder in, ar beldgen i en klyfta mellan doméan A och domén B.
Interaktioner mellan och inom de olika subenheterna har stor betydelse for enzymets funktion
(van Wijk et al., 2009).

PK-brist nedérvs autosomalt recessivt och kliniska symptom kan darfér ses hos individer som
ar homozygota for en orsakande mutation i PKLR (Zanella et al., 2007). Heterozygoter visar
generellt inte nagra tecken pa sjukdom. Bland méanniskor med klinisk PK-brist &r de flesta
kombinerat heterozygota, vilket innebar att de bar pa tva olika orsakande mutationer (van Wijk
et al., 2009).

Mutation hos katt

Hos katt har endast en orsakande mutation i PKLR hittats men hos ett flertal raser (Grahn et al.,
2012). Mutationen ar en punktmutation vid position 304 i intron 5, dar guanin byts ut till adenin
vilket leder till en felaktig splicing. Féljden blir en deletion av 13 baspar vid 3"-anden pa exon
5. Det resulterar i ett forkortat protein dar hela 57 % av det slutliga proteinet forloras (Grahn et
al., 2012). | studien av Grahn et al. (2012) utfordes in silico translation av genprodukten. Det
visade pa en forskjutning av lasramen, vilket orsakade en felaktig translation av de forsta tjugo
aminosyrorna i exon 6 och gav darefter ett for tidigt stoppkodon vid position 248. Det ar dock
annu inte klarlagt hur mutationen pa intron 5 ger upphov till den felaktiga splicingen (Grahn et
al., 2012). PK-brist hos katt dokumenterades forst hos rasen abessinier och somali, vilket &r en
langharig variant av abessinier. Sjukdomen har sedan dess dven beskrivits hos korthariga
huskatter (Giger, 2010). I studien av Grahn et al. (2012) hittades den orsakande mutationen for
PK-brist hos ytterligare raser, bland andra bengal, egyptisk mau och singapura. Hos dessa tre
raser har inkorsning av abessinier skett for rasernas utveckling. | samma studie pavisades
dessutom mutationen hos norsk skogkatt, sibirisk katt och maine coon som har sitt geografiska
ursprung fran vilda kattpopulationer i Skandinavien, Ryssland respektive USA (Grahn et al.,
2012). Bland dessa raser ar det inte ként att abessinier eller annan affekterad ras har korsats in,
men eftersom mutationen hittades dven hos dessa ar det troligt att katter som burit pa den
muterade allelen ndgon gang har avlats in. Det kan vara avelskatter eller katter med vilt
ursprung i syfte att expandera rasen eller frambringa en énskad fenotyp (Grahn et al., 2012).

Mutationer hos hund

PK-brist har rapporterats hos flera olika hundraser, déribland basenji, beagle, west highland
white terrier (WHWT) och cairnterrier (Giger, 2010). Basenji var den forsta hundrasen déar PK-
brist upptécktes och hos vilken sjukdomen har varit vanligast forekommande. Hos basenji har
en mutation identifierats som inneb&r en deletion av ett baspar i exon 5 i PKLR. Konsekvensen
blir en forskjutning av lasramen, sa kallad frameshift-mutation och att ett mycket forkortat
protein bildas (Giger, 2010).

| en studie av Gultekin et al. (2012) identifierades mutationer hos flera hundar av olika ras som
alla led av kronisk regenerativ anemi och som visade sig vara orsakat av PK-brist. En av de
raser som deltog i studien var labrador retriever. Dar identifierades en punktmutation i exon 7
I PKLR, nérmare bestdmt cytosin som hade bytts ut till tymin vid position 799. Konsekvensen



av ett sadant utbyte blir en nonsensmutation dar glutamin &ndras till ett stoppkodon, vilket
resulterar i att ett forkortat protein bildas. De tva affekterade labradorerna som deltog i studien
var bada homozygota for mutationen (Gultekin et al., 2012).

En mutation for PK-brist hittades dven hos en mops, som visade sig vara homozygot for en
annan punktmutation i exon 7. Hos mops hade tymin bytts ut till cytosin pa plats 848, vilket
innebdr en missense-mutation dar aminosyran valin andras till alanin i proteinsekvensen. For
att undersoka hur utbytet av aminosyran paverkar proteinets funktion, anvandes ett program
kallat Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT). Enligt SIFT-analys tolereras endast
aminosyrorna valin och isoleucin vid mutationens position. Mutationen orsakar en
aminosyraandring bara nagra fa aminosyror bort fran enzymets aktiva yta, platsen dar enzymets
substrat binder in. Dessutom befinner sig mutationen i en region som &r hogt konserverad
mellan flera daggdjursarter (Gultekin et al., 2012).

Aven beagle undersoktes for orsakande mutationer bakom PK-brist. Likasa dar hittades en
punktmutation i exon 8 i PKLR (Gultekin et al., 2012). Utbytet i det har fallet var guanin till
adenin vid position 994, vilket far foljden att glycin andras till serin i proteinet. Baserat pa SIFT-
analys tolereras bara glycin pa platsen for den aktuella aminosyra-andringen, vilken dessutom
ar belégen i en vélkonserverad region. Av den anledningen &r det troligt att mutationen ger
upphov till ett ofunktionellt enzym (Gultekin et al., 2012).

| en tidigare studie av Skelly et al. (1999) identifierades en mutation associerad till PK-brist
hos WHWT. Mutationen som hittades var en insertion av sex baspar vid 3"-d4nden av exon 10 i
PKLR. Insertion av sex baspar resulterar i att ytterligare tva aminosyror bildas, treonin och
lysin. Detta ger ingen forskjutning av lasramen, men har troligtvis effekt pa enzymets aktivitet
(Skelly et al., 1999). Samma mutation har &ven hittats hos hundar av rasen cairnterrier, vilket
kan forklaras med att de tva hundraserna ar narbesléaktade (Gultekin et al., 2012).

Mutationer hos manniska

Ar 2016 hade omkring 260 olika mutationer i PKLR rapporterats hos manniska (Canu et al.,
2016). De vanligaste typerna av mutationer i humana PKLR &r i fallande ordning:
punktmutation, deletion eller insertion samt mutation i intron eller promoter (vilket kan paverka
splicing). Punktmutationer ar 6verlagset vanligast och utgjorde ar 2016 72 % av de identifierade
mutationerna (Canu et al., 2016).

En del av mutationerna som patraffats har en tydlig koppling till geografiska omraden dar de
forekommer mer frekvent (Zanella & Bianchi, 2000). En av dessa mutationer som pavisats vid
PK-brist &r 1529G->A, vilken &r vanligast forekommande i USA samt norra och centrala
Europa. Mutationen ar en punktmutation dar kvavebasen guanin pa position 1529 i genens exon
11, byts ut mot adenin. Utbytet leder till att aminosyran glutamin ersatter arginin pa dess plats
i proteinet. Konsekvensen blir ett instabilt enzym (Lenzner et al., 1997), da aminosyrautbytet
sker pa en plats i C-doméanen som &r viktig for interaktionen mellan subenheterna (Zanella et
al., 1997). Vid analys av 29 patienter fran Centraleuropa, alla drabbade av hemolytisk anemi
pa grund av PK-brist, sags mutationen i nastan hélften av alla alleler som analyserades. Av de
som bar pa mutationen var nio patienter homozygota och sex personer var kombinerat
heterozygota (Lenzner et al., 1997). | en annan studie fran USA, pavisades mutationen hos



omkring 28 % av patienterna som var drabbade av PK-brist. | studien ingick 20 patienter, men
aven 102 fall som tidigare rapporterats i litteraturen togs med i berédkningen. Det har visat sig
att de flesta homozygoter med 1529G->A uppvisar en svar anemi (Beutler & Gelbart, 2000).
Mutationen har nyligen identifierats i homozygot tillstand hos en flicka med allvarliga kliniska
symptom i Brasilien (Svidnicki et al., 2018). Likasa har mutationen hittats i homozygot form i
en familj, dar fyra av fem syskon behdvde genomga bade splenektomi (borttagande av mjéalte)
och kolecystektomi (borttagning av gallstenar) (Zanella et al., 1997).

En annan mutation som hittats hos patienter med PK-brist ar 1456C—>T, som framst
forekommer bland populationen i sodra Europa. Mutationen har pavisats vara vanligast
forekommande vid studier som gjorts i bade Portugal (Manco et al., 1999) och Italien (Zanella
et al., 1997). Mutationen 1456C—>T innebdr att cytosin byts ut mot tymin i exon 11 i PKLR.
Det resulterar i att aminosyran tryptofan translateras istéllet for arginin, vid position 486 i
proteinet (Zanella et al., 1997). Utbytet till tryptofan verkar ha en liten paverkan pa enzymets
molekylara egenskaper, da tryptofans sidokedja passar in pa platsen utan att orsaka nagon
strukturell storning. Den enda paverkan som har setts ar sankt katalytisk effekt (Valentini et al.,
2002), som kan bero pa lagre affinitet for enzymets substrat fosfoenolpyruvat (Zanella et al.,
1997). Mutationen hittas for det mesta i kombinerat heterozygot tillstand. Hos patienter som &r
homozygota for mutationen ses generellt milda kliniska symptom, vilket skulle kunna férklaras
av de fa molekyldra forandringarna som mutationen ger upphov till (Valentini et al., 2002).
Samma mutation har i en tidigare studie visat sig vara vanligast férekommande &ven i Spanien
(Zarza et al., 1998), men i en nyare undersékning hamnar mutationen pa andra plats avseende
frekvens bland spanska patienter med PK-brist (Montllor et al., 2017).

Tva studier fran Indien visar att den vanligast forekommande PK-mutationen bland den indiska
populationen dr 1436G—>A. Mutationen innebdr ett utbyte av guanin till adenin och
konsekvensen blir att aminosyran arginin ersétts av histidin pa dess plats i proteinet (Warang et
al., 2013). Det har utbytet sker i ndrheten av bindningsstallet for enzymets substrat, och foljden
blir att histidins sidokedja pekar in i fickan dar substratet ska binda in. Sidokedjan &r hydrofob
och tar dessutom upp mycket plats vid bindningsstéllet, vilket resulterar i en pataglig férsamring
av enzymets katalytiska effekt (Kedar et al., 2009). Detta kan forklara den allvarliga kliniska
bilden som kan ses hos vissa patienter vilka & homozygota fér mutationen. Mutationen
1436G>A har bland annat identifierats hos ett nioarigt barn som tagit emot tjugo
blodtransfusioner, innan patienten genomgick splenektomi (Warang et al., 2013). Det
foreligger dock en otydlighet i litteraturen om mutationen &r belégen vid ett splicing-stélle eller
enbart ar en missense-mutation i exon 10, da Warang et al. (2013) och Kedar et al. (2009)
havdar bada delarna.

Klinisk bild
Kliniska symptom hos katt

Katter uppvisar generellt intermittenta symptom och en intermittent anemi vid PK-brist, vilket
ibland inte marks av forran katten ar av hogre alder (Giger, 2010). I en studie av Kohn & Fumi
(2008) samlades information om sjukdomsforloppet hos 25 katter med PK-brist. Forskarna
rapporterar att hos ungefar hélften av de deltagande katterna (11/25) hade djurdgarna inte
uppméarksammat nagra tecken pa sjukdom. Katterna var da i alder mellan ungefar nio manader



till nastan atta ar. Hos den andra halvan av deltagande katter (14/25) hade kliniska symptom
uppkommit redan da katterna varit ett par manader till uppemot fem ar gamla. De kliniska
symptom som kunde ses var letargi, diarré, bleka slemhinnor, inappetens, dalig palskvalitet,
viktminskning, ikterus samt pica. Ett fatal djurdgare som deltog i studien kunde &ven se en
koppling mellan stressfyllda situationer och uppkomsten av kliniska symptom hos Katten.
Exempel pa faktorer som skulle kunna utlésa hemolys ar infektion samt pafrestande situationer
sasom farlossning eller utstallning (Kohn & Fumi, 2008). Vid biokemisk analys av plasma sags
aven att flera av katterna hade varierande grad av retikulocytos, hyperbilirubinemi och
hyperglobulinemi. En del katter uppvisade dven mild grad av tkad aktivitet hos leverenzymer.
Mild till mattlig splenomegali har &@ven beskrivits hos katter med PK-brist (Kohn & Fumi,
2008).

Komplikationer som kan uppkomma hos katter med PK-brist &r hemosideros,
bilirubinkoletiasis (gallstenar av bilirubin) och extrahepatisk bilidr obstruktion (van Geffen et
al., 2008). I en fallrapport av van Geffen et al. (2008) beskrivs hur en somalikatt, med bekraftad
PK-brist, hade aterkommande anorexi, letargi, krakningar och ikterus. Vid
ultraljudsundersokning kunde gallstenar och extrahepatisk gallgangsobstruktion pavisas.
Gallstenarna bestod till 100 % av bilirubin. Likasa kunde splenomegali ses, da mjalten var
mycket forstorad. Vid histopatologisk undersokning av lever och mjélte kunde man &ven
konstatera hemosideros (van Geffen et al., 2008). Ytterligare en fallrapport beskriver fynd av
extrahepatisk biliar obstruktion till f6ljd av bilirubin-gallstenar hos en somalikatt med PK-brist
(Harvey et al., 2007).

Kliniska symptom hos hund

Hos WHWT pa Irland och i Storbritannien har foljande kliniska fynd beskrivits i en fallrapport:
bleka slemhinnor, blasljud samt palperbar hepatomegali och splenomegali (Juvet et al., 2013).
De tre hundarna som ingick i fallrapporten var pigga och livliga. De uppvisade till en bérjan
ytterst f& symptom sasom bleka slemhinnor eller milda tecken pd motionsintolerans. Vid
blodutstryk kunde ¢kad erytropoes ses samt polykromasi, anisocytos och karnférande
erytrocyter. Aven mild hogersidig hjartforstoring kunde ses hos hundarna, vilket antogs vara
till foljd av den kroniska anemin. Bildning av gallstenar har inte rapporterats som komplikation
hos hundar med PK-brist (Juvet et al., 2013).

I en annan studie dar hundar av olika ras undersoktes, kunde liknande symptom som hos
WHWT ses (Gultekin et al., 2012). Tre hundar av raserna labrador retriever, mops och beagle
uppvisade alla svar anemi, blekhet, motionsintolerans och perioder av allvarlig svaghet. Vid
klinisk undersokning kunde &ven hyperbilirubinuri och mild hyperbilirubinemi ses, men ingen
av hundarna hade ikterus. Blodanalys fran labradoren visade hyperferritinemi och hog
jarnkoncentration i serum (Gultekin et al., 2012). En annan labrador i samma studie hade
tilltagande kliniska symptom med dalig prognos, vilket ledde till att hunden avlivades vid tva
ars alder. Vid obduktion kunde bland annat diffus ikterus och jarnackumulering ses.
Jarnackumuleringen sags i form av hemosideros och hemokromatos, det vill séga med negativ
paverkan pa leverns funktion (Gultekin et al., 2012).

Ett Kliniskt fynd som ar unikt for hundar drabbade av PK-brist ar progressiv osteoskleros och
myelofibros. | en fallstudie pa en beagle med diagnostiserad PK-brist, sags fibrés vavnad och



organiserat trabekuldrt ben i marghalan vid histopatologisk undersokning av femur (Giger et
al., 1991). Aven hos en 19 méanader gammal WHWT-valp, som pa grund av PK-brist lidit av
svimningar i perioder samt konstant bleka slemhinnor, upptécktes 6kad bentéthet vid rontgen
vilket &r en indikation pa osteoskleros. Det &r annu oklart varfér hundar med PK-brist utvecklar
en progressiv myelofibros och osteoskleros, och dessa kliniska fynd har inte patraffats hos
varken Katt eller ménniska (Hlavac et al., 2012).

Kliniska symptom hos ménniska

| en undersokning av Grace et al. fran 2018 intervjuades 21 vuxna manniskor med diagnosen
PK-brist. Fragorna som stélldes handlade om vilka symptom personerna upplevde och hur
sjukdomen paverkade deras vardag. De vanligaste symptomen som beskrevs var: gula gon och
gul hud (gulsot), trétthet, utmattning, minskad uthallighet, andfaddhet, blek hud, yrsel, svaghet,
koncentrationssvarigheter samt vark i ben och/eller leder. Personerna som deltog i studien
namnde aven att sjukdomen hade negativ inverkan pa deras dagliga liv, da de behévde vila
oftare, hade svart att trana eller delta i sporter samt att de blev mer mottagliga fér sjukdomar
(Grace et al., 2018).

I en annan studie av Zanella & Bianchi (2000) dar den kliniska bilden hos 52 patienter
noterades, beskrevs anemi, gulsot i varierande grad samt lindrig till mattlig splenomegali hos
ungefar tva tredjedelar av patienterna. Ett annat vanligt kliniskt tecken som kunde ses var
neonatal hyperbilirubinemi (Zanella & Bianchi, 2000). Ett sallsynt symptom som har
rapporterats vid PK-brist &r hydrops fetalis, vilket innebar 6dem i flera av fostrets kroppsdelar
och ses i kombination med anemi (Hamdan, 2017). Komplikationer till PK-brist som
forekommer relativt ofta hos manniskor, ar gallsten och jarnoverskott (Zanella & Bianchi,
2000). Gallsten till foljd av PK-brist kan forekomma dven hos patienter i ung alder. Hos en
drabbad patient hittades gallstenar da personen endast var fyra ar gammal (Manco et al., 1999).
Jarnoverskott drabbar framfor allt personer som regelbundet far blodtransfusioner (Giger,
2010), men det har &ven rapporterats hos mer an halften av alla patienter med PK-brist som inte
har mottagit nagon transfusion. Hos personer som &r svart drabbade av PK-brist kan &ven viss
myokardiell hypertrofi ses, som ett resultat av 6kad hjartminutvolym och kroppens forsok att
kompensera for anemin (Zanella & Bianchi, 2000).

DISKUSSION

Den genetiska bakgrunden till PK-brist skiljer sig mellan de olika djurslagen, men gemensamt
ar mutationer i PKLR. Den vanligaste typen av mutation hos samtliga djurslag ar
punktmutation. Mutationerna som hittats hos de olika djurslagen &r spridda dver nastan hela
genen och lokaliserade i olika exon. Hos katt har endast en punktmutation konstaterats i intron
5 och den forekommer i ett tiotal olika kattraser. Mutationen i intron 5 resulterar i felaktig
splicing och deletion av baspar i exon 5 i PKLR. Slutprodukten blir ett kraftigt forkortat protein
(Grahn et al., 2012). Hos hund har ingen liknande mutation identifierats, men daremot har fem
olika rasspecifika mutationer hittats hittills. Mutationen som hittats hos rasen basenji ar beldgen
i exon 5 och &r en frameshift-mutation, dar konsekvensen blir ett forkortat protein (Giger,
2010). Hos bade WHWT och cairnterrier, som ar tva narbeslaktade raser, har en
insertionsmutation identifierats (Gultekin et al., 2012). Mutationen ar beldgen i exon 10 i PKLR
och ger translation av ytterligare tva aminosyror (Skelly et al., 1999). Hos mops och beagle har



forskare identifierat tva olika missense-mutationer i exon 7, respektive exon 8. Mutationen leder
i bada fallen till &ndring av en aminosyra i proteinsekvensen. Hos labrador retriever har en
nonsens-mutation hittats, ocksa belagen i exon 7, vilket leder till att ett forkortat protein bildas
(Gultekin et al., 2012).

Betydligt fler mutationer har hittats som orsak till PK-brist hos ménniskor, ndrmare 260 olika
mutationer i PKLR. I den hér litteraturstudien tas tre missense-mutationer upp, vilka har visats
forekomma mer frekvent i vissa geografiska omraden. I norra och centrala Europa samt i USA
ar mutationen 1529G—>A vanligast forekommande (Lenzner et al., 1997). | sodra Europa
forekommer mutationen 1456C—>T oftare (Zanella et al., 1997; Manco et al., 1999), medan i
Indien hittas mutationen 1436G—>A mer frekvent (Kedar et al., 2009; Warang et al., 2013).
Bade mutation 1529G—> A och 1456C—>T ar beldgna i exon 11 i PKLR (Lenzner et al., 1997;
Zanella et al., 1997). Mutationen 1436G—> A ér istéllet lokaliserad i genens exon 10 (Kedar et
al., 2009). Det har visar pa att det forekommer skillnader i genetiken bakom PK-brist, men att
hos katt, hund och manniska kan flera mutationer ses som leder till ett forkortat protein. Det
kan kopplas till sjukdomens uppkomst, da ett forkortat protein innebar avvikelser i enzymets
funktion.

Vad galler den Kliniska bilden har bade likheter och skillnader beskrivits i litteraturen. De
generella symptom som kan ses hos samtliga djurslag &r bleka slemhinnor och/eller blek hud,
trotthet/letargi och motionsintolerans (Kohn & Fumi, 2008; Gultekin et al., 2012; Grace et al.,
2018). Hos samtliga djurslag har aven jarnoverskott, i form av hemosideros, beskrivits i olika
undersokningar (van Geffen et al., 2008; Gultekin et al., 2012). Att detta dven kan ses hos
patienter som inte genomgatt transfusion hanger ihop med att en ihardig hemolytisk anemi kan
resultera i Gverdriven jarnabsorption fran tarmen (Owen & Harvey, 2012). Gallsten har
beskrivits som en komplikation till PK-brist hos bade katter och manniskor (Zanella & Bianchi,
2000; van Geffen et al., 2008), men &r inget som setts hos hundar med PK-brist. Aven ikterus
ar ett vanligt forekommande symptom vid PK-brist och ses frekvent hos katter och manniskor
med sjukdomen (Kohn & Fumi, 2008; Grace et al., 2018). Symptomet har &ven forekommit
hos enstaka hundar (Gultekin et al., 2012), men det verkar vara mer sallsynt jamfort med hos
katt och manniska. Bland hundar och manniskor har &ven viss grad av hjartforstoring setts,
vilket tros vara till foljd av den kroniska anemin da hjartat tvingas arbeta hardare for att forse
kroppen med blod (Zanella & Bianchi, 2000; Juvet et al., 2013). Hjartférstoring har inte
beskrivits hos katt, vilket skulle kunna kopplas till att katter med PK-brist ofta uppvisar en
intermittent anemi. Att anemin &r intermittent och inte standigt ihallande, som hos hund och
manniska, kan innebara att kroppen inte utsatts for lika stor pafrestning och darmed inte behover
arbeta lika hart for att kompensera fér anemin.

For hund har de unika fynden osteoskleros och myelofibros beskrivits i ett flertal studier. Hund
ar det enda djurslag som utvecklar en progressiv osteoskleros vid PK-brist och det har setts hos
néstan alla drabbade hundar. Orsaken till hundars utvecklande av osteoskleros och myelofibros
ar okand (Hlavac et al., 2012), men om det kan vara relaterat till en stord erytropoes pa grund
av PK-brist &r nagot som bor studeras vidare. Skelly et al. (1999) rapporterar att mutationer
som hittats hos manniska ar lokaliserade i narliggande omraden till de mutationer som hittats
hos basenji och WHWT, men trots det har osteoskleros inte setts hos manniskor med PK-brist.
I en studie beskriver dock personer med sjukdomen att de lider av ben- och ledvark (Grace et



al., 2018). Om det &r relaterat till PK-brist eller har en annan bakomliggande orsak &r inte
klarlagt, men det vore intressant att utreda med tanke pa de fynd som gjorts hos hundar med
PK-brist.

Hos ménniska har man sett att vissa mutationer &r associerade med en allvarligare klinisk bild
av sjukdomen. 1 en studie dar detta undersoktes, visade det sig att patienter med milda kliniska
symptom oftare var kombinerat heterozygota for tva missense-mutationer. Allvarliga symptom
var istéllet associerade med mutationer som innebdr stoppkodon i den forsta delen av genen
som kodar for proteinet, frameshift-mutation eller mutationer som paverkar splicing. Likasa har
mutationen 1529G—>A i homozygot tillstand visat sig ge en allvarlig klinisk bild (Zanella &
Bianchi, 2000). Det har dverensstammer med den humana mutationen 1436G—>A i Indien som
sags vara beldagen vid ett splicing-stalle, dd homozygoter for mutationen har uppvisat svara
kliniska symptom (Kedar et al., 2009).

Forskare har dven sett att den hemolytiska anemin hos hundraserna basenji och labrador
retriever verkar vara av allvarligare grad jamfort med vad som ses hos beagle och WHWT. | en
studie av Gultekin et al. (2012) blev labradorerna inte aldre an fem ar gamla pa grund av
progressiva symptom trots understddjande behandling, medan WHWT och beagles i andra
studier har setts leva i manga ar trots svar anemi (Gultekin et al., 2012; Juvet et al., 2013). Att
det har kan forklaras av genetik & mycket mojligt. Hos labrador retriever identifierades en
nonsens-mutation vilket ger upphov till ett stoppkodon, och hos basenji har en frameshift-
mutation hittats. Bada raserna har alltsa mutationer som hos méanniska har forknippats med en
allvarlig klinisk bild. I jamforelse &r de mutationer som identifierats hos beagle och WHWT en
missense-mutation respektive insertionsmutation (utan forskjutning av lasramen). Dessa
mutationer paverkar formodligen inte det slutliga enzymet i lika stor utstrackning avseende
struktur och funktion. Mutationen som hittats hos katt innebar en felaktig splicing och darmed
ett forkortat protein (Grahn et al., 2012), hur det da kan finns en sa stor variation i sjukdomens
kliniska uttryck hos olika katter ar ndgot som bor undersokas mer. Om man tittar pa mutationen
i sig bor den enligt studier pa manniska ge en allvarlig klinisk bild, da den paverkar splicing
och kan leda till forandrat proteinuttryck. Att kliniska symptom &r svara att upptécka hos katt
kan forklaras med kattens naturliga beteende att délja smarta och svaghet. Det &r dven mojligt
att det finns en genetisk forklaring da manga fragor angaende PK-brist hos katt annu ar
obesvarade. Till exempel finns det &n sa lange ingen forklaring till det faktum att sjukdomen
yttrar sig intermittent hos katt men &r mer kronisk hos hund och ménniska. Det har &ven
diskuterats om det kravs yttre faktorer for att utlésa symptom hos katt. En del djurdgare i en
studie sag ett samband mellan exponering for stressiga situationer och uppkomst av kliniska
symptom hos deras katter (Kohn & Fumi, 2008). Variation i sjukdomens kliniska uttryck kan
aven bero pa individuella skillnader, till exempel formagan att kompensera for anemin.

Grahn et al. (2012) diskuterar sambandet mellan att ssmma mutation har hittats hos manga olika
kattraser, och att majoriteten av de drabbade raserna har utvecklats fran eller har inkorsning av
abessinier. Kattraser i varlden har framst selekterats fram utifran utseende, sasom farg,
palsmonster och typ av péls. Da majoriteten av alla kattraser har utvecklats de senaste 50-75
aren samt har ursprung i en slumpmassigt avlad kattpopulation (Kurushima et al., 2013), finns
en mojlighet att denna arftliga sjukdom funnits redan i den ursprungliga populationen. Vid
selektion for abessiniers fenotypiska egenskaper kan den muterade allelen slumpmaéssigt 6kat i
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frekvens, vilket gor att sjukdomen framst hittas hos katter relaterade till abessinier. Dock
behdver det inte innebara att alla raser dar man hittat mutationen &r relaterade till abessinier,
utan att de kan ha utvecklats ur samma ursprungspopulation. Mutationen i PKLR kan ha
uppkommit av en slump i ursprungspopulationen, innan selektion for olika raser paborjades.
Nagot som Grahn et al. (2012) namner &r att i borjan av rasutvecklingen hos katt fanns inga
diagnostiska tester tillgangliga. Sjukdomens orsakande mutation var heller inte identifierad,
vilket kan ha lett till oavsiktlig spridning av mutationen vid utveckling av kattraser. Det skulle
kunna forklara varfor mutationen daven hittas i maine coon, norsk skogkatt och sibirisk katt.
Grahn et al. (2012) framfor teorin om att man av slumpen anvéant katter som burit pa den
muterade genen, nar malet varit att expandera dessa raser eller astadkomma ett specifikt
exteriort drag. Da abessinier dr den kattras som testats for PK-brist under langst tid, har
uppfodare kunnat applicera vetskapen om mutationen till sin avel och medvetet selekterat for
att inte avla vidare pa individer som ar barare av mutationen. Inom andra kattraser har
mutationen kvarstatt dar det inte varit lika aktuellt att selektera bort den affekterade allelen vid
avel (Grahn et al., 2012).

Eftersom sjukdomen uppvisar en bred variation i sitt uttryck forsvaras den symptom-baserade
diagnostiseringen. Det skulle kunna innebdra att individer med PK-brist blir feldiagnostiserade
eller forblir odiagnostiserade, sarskilt om DNA-test for den specifika orsakande mutationen inte
finns tillgangligt. Ett problem med de utvecklade DNA-testerna for PK-brist &r att de endast
hittar den utvalda mutation man letar efter, det vill sdga de mutationer som har identifierats
inom djurslaget eller rasen. Individer med samma sjukdom, men med en oidentifierad mutation
blir da inte diagnostiserade savitt inte hela genen sekvenseras. Fler studier for att hitta
ytterligare mutationer och utveckla fler DNA-tester ar darfor nodvandigt enligt egen asikt. Detta
dels for att kunna stélla diagnos hos individer med PK-brist och dels for att kunna upptécka
barare av orsakande mutationer. Individer som &r bérare av mutationer i PKLR bor tas hdnsyn
till vid avel inom hund- och kattpopulationer. Det &r dven viktigt med kunskap om rasspecifika
mutationer for att forenkla screening och diagnostisering, nagot som poangterats av Gultekin et
al. (2012) vad galler hund.

De slutsatser som kan dras ar att genetiken bakom sjukdomen skiljer sig mellan djurslag och
aven inom djurslag i tva av fallen, fastan samma gen verkar vara drabbad. Da 6ver 250
mutationer i PKLR har hittats hos manniska och dven ett flertal hos hund, verkar det suspekt att
endast en mutation skulle férekomma hos katt. Jag anser att sannolikheten &r stor att fler PK-
mutationer hos bade katt och hund annu &r oupptackta. Det finns aven en variation i klinisk bild
bade mellan och inom djurslagen, vilket gér diagnostiseringen mer komplicerad. Symptomens
allvarlighetsgrad kan i vissa fall associeras till den genetiska bakgrunden och typen av mutation
som orsakat sjukdomen. Manga fragor ar dock annu obesvarade och mer forskning behovs for
att vidareutveckla kunskapen om ytterligare orsakande mutationer, darigenom kan nya DNA-
tester tas fram och diagnostisering kan forbattras samt underlattas. Forhoppningen ar att fler
drabbade individer inom alla djurslag kan fa hjalp, och att kunskapen kan anvandas till att
genom selektiv avel minska sjukdomens frekvens pa djursidan.
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