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Sammanfattning

P-glykoprotein &r ett effluxprotein som uttrycks pa olika luminala ytor i flera organ, bland annat
tarmvaggen, njurtubuli, i leverns gallgdngar samt i blodhjarnbarridren. Proteinet kodas av genen
ABCB1 hos hund. En mutation i genen som orsakar en 4-baspars deletion finns hos olika
vallhundsraser, déribland collie, och ger ett icke-funktionellt P-glykoprotein. Detta kan orsaka
allvarliga lakemedelsbiverkningar, dar det mest kdnda exemplet &r ivermektin som ger neurologiska
symptom hos collies med mutationen, s& som kramper, blindhet och koma. Syftet med denna studie
var att undersoka forekomsten av mutationen, som brukar kallas MDR1 eller ABCB1-1A, hos collies
i Sverige da detta inte undersokts tidigare. Ytterligare en aspekt som undersoktes var om det fanns
nagon skillnad i forekomst av mutationen mellan langharig collie och kortharig collie.

DNA samlades in genom kindsvabbprov hos de 125 hundar som deltog, varav 80 langhéariga collies
och 45 korthériga collies. Mutationen analyserades genom en PCR. Sammanlagt var det 48 %
heterozygota hundar, 20,8 % av vildtyp och 31,2 % homozygota fér ABCB1-1A. Av de langhériga
hundarna var 50 % heterozygota, 25 % av vildtyp och 25 % homozygota for ABCB1-1A, medan hos
de korthariga hundarna var 44,4 % heterozygota, 13,3 % av vildtyp och 42,2 % homozygota for
ABCB1-1A. Skillnaden mellan harlagen visades statistiskt signifikant genom ett chitva-test.
Resultatet for de langhariga hundarna stamde éverens med tidigare studier i andra delar av varlden,
medan resultatet for de korthariga hundarna var unikt da ingen tidigare studerat forekomsten hos
enbart de korthariga hundarna i denna omfattning.

ABCB1-1A nedéarvs autosomalt recessivt, vilket innebéar att prevalensen kan minskas genom att
genomfora olika avelsatgarder. Kortharig collie, dar forekomsten var hogst, &r en relativt numerart
liten ras och sdledes kan det finnas andra faktorer som dven behover beaktas vid avelsurvalet. Att
rekommendera genotypning innan avel kan dock vara ett satt for uppfodare och potentiella
valpkdpare att géra medvetna val.

Nyckelord: P-glykoprotein, ABCB1, ABCB1-1A, MDRL, collie



Abstract

P-glycoprotein is an effluxprotein that is expressed on different luminal surfaces in the body, such
as the gut walls, renal tubuli, the canaliculi in the liver and the blood-brain-barrier. The protein is
coded by the gene called ABCBL in dogs. A mutation in the gene that causes a 4-base pair deletion
exists in herding breeds, amongst others the collie, that causes a non-functional P-glycoprotein. This
can cause serious pharmaceutical side effects, where the most known example is ivermectin which
causes neurological symptoms in collies with the mutation, such as spasms, blindness, and coma.
The purpose of this study was to determine the occurance of the mutation, which is commonly called
MDR1 or ABCB1-1A, in collies in Sweden because it has previously not been studied. Another
aspect that was studied were differences in occurance of the mutation between the rough collie and
the smooth collie.

DNA were collected by a buccal swab from the 125 dogs that participated, of which 80 were rough
collies and 45 were smooth collies. The mutation was analysed through a PCR. There were 48 %
heterozygous dogs in total, 20,8 % wildtype and 31,2 % homozygous for ABCB1-1A. Out of the
rough collies there were 50 % heterozygous, 25 % wildtype and 25 % homozygous for ABCB1-1A,
while there were 44,4 % heterozygous, 13,3 % wildtype and 42,2 % homozygous for ABCB1-1A
among the smooth collies. The difference between the coats were proved statistically significant
through a chi-squared-test. The results of the rough collie was in line with previous studies
performed in other parts of the world, while the results of the smooth collie were unique in the sense
that the occurance among the smooth collies has not previously been studied in this extent.

ABCBI1-1A is an autosomal recessive disease, which means the prevalence of the mutation can be
reduced by different breeding measures. The smooth collie, which had the highest prevalence, is a
relatively uncommon breed in Sweden and there could be other factors that breeders need to consider
before determining which dogs to breed. Recommending genotyping before breeding could be an
option so that breeders and potential buyers can make knowledgeable choices.

Keywords: P-glycoprotein, ABCB1, ABCB1-1A, MDR1, collie
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1. Introduktion

Under 1980-talet upptéacktes det att bade kortharig och langharig collie kunde fa
neurologiska biverkningar da de medicineras med ivermectin (Paul et al. 1987). Ar
2001 upptacktes genmutationen som var orsaken bakom denna kanslighet (Mealey
et al. 2001). Da mutationen orsakade kanslighet och biverkningar mot flera olika
ldkemedel kallades den Multidrug Resistance (MDR1). Numera kallas den dock
ABCBL1-1A, och &r en 4 baspars-deletion i genen ABCB1 (Mealey et al. 2023).
Denna deletion orsakar ett icke-funktionellt P-glykoprotein, som &r ett viktigt
transportprotein i ett flertal olika organsystem. Sedan upptéckten av genmutationen
har det rekommenderats att genotypa collies fore medicinering med P-glyko-
protein-substrat (Beckers et al. 2022).

Flera olika studier har genomforts i olika delar av véarlden dar prevalensen av
ABCBL1-1A har undersokts hos collie. Syftet med denna studie var att undersoka
forekomsten av mutationen i den svenska populationen av collies. Studien amnade
aven undersoka om det fanns nagon skillnad i férekomst av mutationen mellan
langharig collie och kortharig collie i Sverige. Det ar viktigt att veta férekomsten
av mutationen, framfor allt for hundar som ar homozygota for ABCB1-1A, da
medicinering med P-glykoprotein-substrat kan leda till allvarliga biverkningar och
dod (Dekel et al. 2017). Ett vanligt exempel pa detta & medicinering med
ivermectin mot réavskabb. Den rekommenderade dosen &r 300-600 ug/kg, men for
en homozygot hund kommer akut neurotoxicitet upptrada vid doser >100 ug/kg
(Beckers et al. 2022). Om veterinédrer ar medvetna om mutationen hos patienten
kan risken for biverkningar minskas och chansen for en lyckad behandling dka
(Martinez et al. 2008).



2. Litteraturoversikt

2.1 P-glykoprotein och ABCB1-genen

P-glykoprotein (P-gp) ar ett effluxprotein och membrantransportprotein som
forekommer i flera olika vavnader (Mealey et al. 2023). Det uttrycks pa luminala
ytor sa som endotel i kapillarer i hjarnan, tarmvaggar, gallgangar, och njurtubuli.
Proteinet har en skyddande funktion da det forhindrar xenobiotika fran att ta sig
over blodhjarnbarriaren, minskar upptag fran tarmen och 6kar utsondring till gallan
och urinen (Gramer et al. 2011). P-gp har en sarskiljande funktion gentemot andra
transportproteiner da den kan binda till ett mycket stort antal olika substrat (Mealey
et al. 2023). Det har flera déverlappande bindningsplatser dar molekyler av olika
storlek och form kan binda in (se figur 1). Detta mojligg0r att ett stort spektrum av
olika substrat kan transporteras av P-gp.

A B

Figur 1. P-gps molekylarstruktur. A visar framsidan och B visar baksidan. De tva halvorna ar
farglagda i gult respektive blatt. Inom det streckade omradet finns 12 transmembran-domaner.
Nukleotid Bindnings Doméner (NBD) &r markerade. Figur av forfattaren inspirerad av Aller et al.
2009.
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P-gp &r ett av proteinerna i ATP-binding casette (ABC), vilket &r den storsta och
enligt Martinez et al. (2008) den viktigaste superfamiljen néar det kommer till
membrantransportprotein. P-gp anvénder ATP for att driva transport av olika
molekyler 6ver cellmembran. Det &r ett stort protein pa 170 kDa som bestar av tva
halvor dar varje halva innehaller sex transmembran-segment samt en intracellulér
ATP-bindningsplats. Proteinet, som &r uppbyggt av 1280 aminosyror, transporterar
intracelluléra substanser till det extracellulara rummet (Mealey 2004).

P-gp paverkar vavnadskoncentrationen av bade lakemedel samt andra substanser
da det ar ett effluxprotein. Vavnader dar polymorfism av P-gp paverkar sékerheten
och funktionaliteten av olika lakemedel &r exempelvis tarm, njure, lever och hjarna.
| tarmen uttrycks P-gp pa den luminala ytan och kan dar minska upptaget av olika
P-gp-substrat genom att transportera tillbaka dem ut i tarmlumen. Exempel pa detta
ar biotillgangligheten for paclitaxel som har visats vara 11 % hos vildtyps-moss,
medan den &r 35 % hos MDR1-knockout-moss. Det finns liknande skillnader i oral
biotillganglighet hos andra P-gp substrat (Martinez et al. 2008).

I njuren och levern kan P-gp paverka clearance for olika substanser. Ett exempel pa
detta &r samtidig administrering av cimetidin och itraconazol, vilket leder till en
signifikant minskning av renal clearance av cimetidin hos hundar med ABCB1-1A.
| levern uttrycks P-gp pa hepatocyternas canaliculara membran, och proteinets
frdmsta uppgift ar att assistera vid utsondringen av hydrofoba metaboliter till gallan.
Om hunden ar barare av ABCB1-1A ar den oférmdgen att utsondra P-gp-ligander
till gallan (Martinez et al. 2008). Exempel pa detta ar lakemedlet galliprant som har
71 % l&gre clearance till gallan hos hundar som & homozygota for ABCB1-1A
jamfort med vildtyps-hundar (Mealey et al. 2023). Aven systemisk akut inflamma-
tion kan minska den P-gp-medierade utsondringen, till exempel vid reumatoid artrit
(Martinez et al. 2008).

| hjarnan uttrycks P-gp framfor allt pa endotelceller i blod-hjarn-barriaren (BBB),
men dven i olika interstitieceller dér funktionen &nnu ar oklar. P-gp &r det viktigaste
effluxproteinet i BBB for en rad olika substanser, bland annat metadon, verapamil
och kinidin. Det samverkar dven med andra transportproteiner for att férhindra att
substanser sa som ivermectin, doxorubicin och digoxin tar sig in i hjarnan. Den
vanligaste biverkningen som hundar med ABCB1-1A uppvisar ar olika neuro-
logiska biverkningar. Detta orsakas troligen av att lakemedlet tar sig éver BBB da
P-gp inte kan utfora sin normala funktion i denna, men &ven av en storre systemisk
koncentration orsakat av det 6kade upptaget i tarmen och en minskad clearance till
urin och galla. Andra biverkningar kan ocksa uppsta och beror pa vilka receptorer
det specifika ldkemedlet interagerar med. Benmargsdepression och gastro-
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intestinala storningar &r exempel pa biverkningar som finns dokumenterat i
samband med ABCB1-1A (Mealey et al. 2023)

Den gen som orsakar polymorfism av P-glykoprotein hos collies & ABCB1, som
nedérvs autosomalt recessivt (Silvestro et al. 2019; Beckers et al. 2022). Figur 2
visar resultatet av olika kombinationer av fordldrapar. Hos hundar har denna
mutation fatt namnet ABCB1-1A (Mealey et al. 2023). Mutationen &r en frameshift-
mutation som orsakar ett felaktigt stopp-kodon vilket leder till ett icke-funktionellt
forkortat P-gp om hunden ar homozygot. Aven heterozygota hundar uppvisar dkad
kanslighet for de lakemedel som interagerar med P-gp, men far inte lika kraftiga
biverkningar som homozygoter. Exempel pa sadana biverkningar inkluderar
kramper, ataxi, koma, letargi, mydriasis eller blindhet (Beckers et al. 2022).

Foralder 2

- — —

Vildtyp. 100 % vildtvp. 50 % vildtyp 100 % heterozygot
50 % heterozygot

Heterozygot 50 % vildtvp 25 % vildtyp 50 % heterozygot
50 % heterozygot 50 % heterozygot 50 % homozygot
25 % homozygot
Homozygot 100 % heterozygot 50 % heterozygot 100 % homozygot
50 % homozygot

Figur 2. Arvbarheten av ABCB1-1A. Foréldrarna ses i morkblatt och den eventuella avkomman i
ljusblatt.
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Sekvensen for ABCB1-1A dverensstammer till 99,9 % med sekvensen for vildtyps-
hundar (Roulet et al. 2003). Deletionen av de fyra basparen aterfinns pa den fjarde
kodande exonen inom en sekvens av 5 baser, namligen 1**GATAG¥ 8. Huruvida det
ar %G eller G som éaterfinns hos ABCB1-1A ar okédnt pd grund av den
palindroma sekvensen men resultatet blir detsamma. Deletionen orsakar ett
prematurt stoppkodon vid peptid nummer 91 i den féardiga proteinprodukten.
Resultatet &r ett protein bestdende av enbart 91 av de totala 1 281 peptiderna, det
vill sdga 7,1 % av den totala sekvensen. | denna forkortade sekvens finns inga
enzymatiskt aktiva domaner. | Figur 3 visas nukloetidsekvensen for den fjarde
kodande exonen i ABCB1-genen. Deletionens paverkan pa kodningen visas i tabell
1.
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TTTCGCTATTCAAATTGGCTTGATAGGTTGTATATGTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATC
ATCCATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGG GGAAACATGACAGATAGCTTT
GCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAAC CCAGTTATAATTAATGAAA

Figur 3. Nukleotidsekvens av den fjarde kodande exonen i ABCB1-genen. Deletionen som orsakar
ABCB1-1A &r markerad med rod text.

Tabell 1. Resultat av deletionen i ABCB1-genen som orskar polymorfism av P-gp. Deletionen i
ABCBL ar markerad med réd text. Angransande kodon innan och efter deletionen ar inkluderade.

Variant Sekvens
ABCB1 ATG-ACA-GAT-AGC-TTT
ABCB1-1A ATG-ACA-GCT-TTG

2.2 Klinisk betydelse av polymorfismen

Om hunden ar barare av ABCB1-1A finns risk att den reagerar negativt mot flera
olika lakemedel (Mealey et al. 2023). Exempelvis sa kan behandling med
ivermectin orsaka biverkningar vid en tiondel av dosen hos hundar med homozygot
mutation jamfort med hundar som inte ar barare av mutationen. De senaste aren har
fler och fler lakemedel som interagerar med P-gp upptéckts. | tabell 2 presenteras
P-gp substrat med veterinarmedicinsk relevans. Med avseende pa den Okade
komplexitet av de lakemedel som anvénds veterindrmedicinskt och tillampning av
multimodal ldkemedelsanvandning behover veterindrer kunskap om ABCB1-1A
for att kunna ta relevanta beslut kring patienters behandling (Martinez et al. 2008).

13



Tabell 2. P-gp substrat med veterinarmedicinsk relevans (Mealey 2004; Martinez et al. 2008;

Beckers et al. 2022).

Substansgrupp

Lakemedelssubstans

Lakemedel mot tumorer

Opioider
Hjartlakemedel

Steroidhormoner
Immunhammande lakemedel
NSAID

Antimikrobiella lakemedel

Antiparasitéra lakemedel
Antihistaminer
Antiemetika
Antidepressiva lakemedel

Ovriga substanser

Vaxter

Doxorubicin, docetaxel, vincristin, vinblastin,
etoposid, mitoxantron, actinomycin D, tamoxifen,
vinorelbin, paclitexal

Loperamid, morfin, metadon, pentazocin, butorfanol
Digoxin, diltiazem, verapamil, talinolol, amiodaron,
carvedilol, quinidin, nicardipin, mexiletin,
Aldosteron, kortisol, dexametason, metylprednisolon
Cyklosporin, tacrolimus

Grapiprant

Erytromycin, ketoconazol, itraconazol, tetracyklin,
doxycyklin, levofloxacin, sparfloxacin

Ivermectin, milbemycin oxime, doramectin,
moxidectin, emodepsid, selamectin,

Terfenadin, fexofenadin

Ondansetron, maropitant

Fluoxetin, paroxetin, amitriptylin

Domperidon, fenotiaziner sa som acepromazin och
klorpromazin, vecuronium, bromocriptin, apomorfin
Johannesort, grapefrukt

ABCBI1-1A paverkar dven hypotalamus-hypofys-binjureaxeln (HPA-axeln). Den
basala plasmakoncentrationen av kortisol ar signifikant lagre hos collies med
ABCB1-1A. Aven efter administrering av ACTH &r Kortisolkoncentrationen
signifikant lagre. Efter administrering av dexametason ar plasma-ACTH d&ven
signifikant lagre hos hundar med den muterade genen an hos collies av vildtyp.
Detta kan forklara varfor collies upplevs hantera stress saimre an andra raser, samt
svarar samre pa behandling vid vissa sjukdomar (Martinez et al. 2008).
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2.3 FoOrekomst hos collie

Forekomsten av ABCB1-1A hos collies i bade Sverige och évriga Skandinavien har
hittills varit okant da inga studier har genomforts. | andra delar av varlden ar det
dock studerat. | tabell 3 presenteras en sammanfattning av resultatet fran flertalet
studier utforda i olika delar av vérlden for att fa en Gverblick 6ver férekomsten av
mutationen.

Tabell 3. Forekomst av MDR1-mutationen hos collies i olika delar av vérlden. Studier markerade
med ! &r sammanstallda fran Gramer et al. (2011). MDR1 (-/-) ar homozygota fér ABCB1-1A,
medan MDR1 (+/-) ar heterozygota. LH = langharig collie, KH = kortharig collie.

Land och artal Antal collies  Vildtyp MDR1(+/-) MDR1 (-/-)
USA 2008! 1424 226% 42,0% 35,4 %
USA 2004! 161 26,0%  46,0% 28,0 %
USA 2002t 40 225% 425% 35,0 %
Tyskland 2011* 2227 190% 450% 36,0 %
Tyskland 2005! 578 239% 431% 33,0 %
Tyskland 2008! 14 50,0% 50,0 % 0%

UK 2008 42 7,1 % 40,5 % 52,4 %
UK 20041 94 149% 51,1% 34,0 %
Australien 2005* 33 121% 63,6 % 24,3 %
Frankrike 2004* 25 200% 32,0% 48,0 %
Japan 20051 12 250% 33,3% 41,7 %
Belgien, (Beckers et al. 2022) 89 0% 42 % 58 %
Israel, (Dekel et al. 2017) 20 LH 50 % 45 % 5%
Thailand, (Lerdkrai & 21LH 1429% 57,14 % 28,57 %
Phungphosop 2021)

Brasilien, (Monobe et al. 2015) 103 0% 50,5 % 35,9 %
Italien, (Marelli et al. 2020) 190 LH 11% 45 % 44 %
Italien, (Marelli et al. 2020) 6 KH 0% 50 % 50 %

Studierna utforda av Beckers et al. (2022) samt Marielli et al. (2020) anvande
prover specifikt inskickade for genetisk testning av ABCB1-1A, medan studierna
utforda av Dekel et al. (2017), Monobe et al. (2015) samt Lerdkrai & Phungphosop
(2021) samlade in prover genom aktiv provtagning. Beckers et al. (2022) och
Monobe et al. (2015) specificerade inte vilka harlag de collies som ingick i deras
studier hade.
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3. Material och metoder

For att genomfora studien kravdes DNA-material fran collies. DNA samlades in
fran collies bosatta i Sverige oavsett ursprungsland. Bade langhariga och korthariga
collies deltog. Hundarna identifierades som renrasiga collies genom fenotyp samt
registreringsnummer i Svenska Kennelklubben (SKK). Alla hundégare deltog med
skriftligt samtycke (bilaga 1) for djurdgarmedgivande. | Statens jordbruksverks
foreskrifter och allméanna rad om forsoksdjur (SJVFS 2019:9) Saknummer L150, 2
kap 17-18 8§ listas forutsattningar for ett djurforsok ska vara undantaget kravet pa
etisk provning. Da dessa paragrafer uppfylldes kravdes inget etiskt tillstand for
genomforandet av studien.

3.1 Provtagningsteknik

For att samla in DNA fran hundarna utférdes en sa kallad buccal swab. En tops for
cellprovtagning (Cetrobrush, Wing Plast AB, Smalandsstenar, Sverige) roterades
mot insidan av kindslemhinnan. Engangshandskar anvandes vid provtagningen som
byttes mellan varje hund for att undvika kontamination av DNA mellan prover.
Provtagningstopsen placerades sedan omedelbart i ett papperskuvert som marktes
med hundens individuella provtagningskod. Provet forvarades sedan i kuvertet i
rumstemperatur fram tills analysen pa laboratoriet paborjades. For varje provhund
fordes aven ett provtagningsprotokoll for att kunna koppla provet till den indi-
viduella hunden (bilaga 2).

3.2 Insamling av provmaterial

Provmaterial till studien samlades in under september och oktober 2023.
Evenemang arrangerade av Svenska Kennelklubben eller till dem kopplade l&ns-,
special-, eller rasklubbar bestktes for att komma i kontakt med colliedgare. Dessa
evenemang var féljande;

- Nationell utstallning i Gimo 10 september 2023 arrangerat av Uppsala
Lans Kennelklubb.
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- Lydnadstavling pa Vésteras Brukshundklubb 23 september 2023
arrangerat av Collieklubbens lokalomrade Sodra Svealand.

- Vallningsprov i Norrtélje 15 oktober 2023 arrangerat av
Collieklubbens lokalomrade Norra Svealand.

Uppfddare av kortharig och langharig collie i omradet runt Uppsala lan tillfragades
att delta med sina hundar i studien. Deras kontaktuppgifter inhdmtades pa Svenska
Kennelklubbens hemsida samt Svenska Collieklubbens hemsida. Agare av
kortharig och langharig collie bjods aven in till att genomftra provtagningen vid
Universitetsdjursjukhuset vid Sveriges lantbruksuniversitet i Uppsala den 13
oktober 2023.

3.3 Laboratorieanalyser

For att extranera DNA fran provtagningstopsen anvandes “QlAamp DNA
Investigator Kit” enligt instruktion fran QIAGEN (QIAGEN Gmbh, Hilden,
Tyskland). Kortfattat var metoden féljande;

1. Buffert AW1 och buffert AW2 preparerades enligt instruktion.

2. Tops klipptes ner med hjalp av steril sax i 2 ml provrér. 20 pl Proteinase K
och 400 pl buffert ATL tillsattes. Provroren blandades med hjélp av en
vortex i 10 sekunder, och inkuberades sedan i 56 grader och 900 rpm i en
timme i en skakinkubator.

3. Proverna centrifugerades i 8 000 rpm i 1 minut, och sedan tillsattes 400 pl
buffert AL. Efter detta blandades de med hjalp av en vortex i 15 sekunder
foljt av inkubation i ytterligare 10 minuter i 70 grader och 900 rpm i
skakinkubator.

4. Proverna centrifugerades i 8 000 rpm i 1 minut, och efter detta tillsattes
200 pl etanol. Sedan blandades de med hjalp av en vortex de i 15 sekunder
och centrifugerades i 8 000 rpm i 1 min. Sedan 6verfordes 700 ul av
lysatet till MinElute-kolumnen. Kolumnerna centrifugerades efter det i
8 000 rpm i 1 minut innan kolumnen 6verfordes till ett nytt rent
samlingsror.

5. 500 pl av buffert AWL1 tillsattes, foljt av centrifugering i 8 000 rpm i 1
minut. Kolumnen flyttades till ett nytt rent samlingsror.
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6. 700 pl av buffert AW?2 tillsattes. Sedan centrifugerades proverna i 8 000
rpm under 1 minut, och kolumnen flyttades efter det till ett nytt rent
samlingsror.

7. Proverna centrifugerades i 14 000 rpm i 3 minuter, innan kolumnen
flyttades Over till ett 2 ml provror. Med locket 6ppet inkuberades proverna
sedan i 56 grader i 3 minuter.

8. 100 ul av buffert ATE tillsattes och proverna inkuberades sedan i
rumstemperatur i 5 minuter. Efter det centrifugerades de i 14 000 rpm i 1
minut. Provréren med det extraherade DNA:t forvarades i -20 grader.

Efter att DNA framrenats fran provtagningstopsen mattes DNA-koncentrationen i
20 slumpmassigt utvalda prover, samt tva prover fran hundar som redan testats
heterozygota vid annat laboratorium. For detta anviandes ”"Qubit dsSDNA HS Assay
Kit” enligt instruktion fran Invitrogen (Invitrogen, Waltham, USA). Metoden var
foljande;

1. Standard 1 och standard 2 preparerades enligt instruktion.
2. Qubit reagens och Qubit buffer blandades for att skapa arbetslésningen.

3. 10 pl DNA-prov och 190 pl av arbetsldsningen blandades i 3-5 sekunder
med hjalp av en vortex.

4. Provroren inkuberades i rumstemperatur i 2 minuter.

5. Koncentrationerna avlastes med hjalp av Qubit 4 Fluorometer.

En Polymerase Chain Reaction (PCR) utfordes med tva olika primrar for att sedan
kunna utveckla en Tagman-PCR for ABCB1-1A. For detta andamal anvandes
provmaterial fran fem hundar som inte ingick i studien. Den forsta primern var
utvecklad av medarbetare vid Institutionen for husdjursgenetik pa SLU. Den andra
primern utvecklades av Beckers et al. under deras studie i Belgien. De tva primrarna
presenteras i tabell 4. For att utfora PCR anvindes “Invitrogen Platinum SuperFi
PCR Master Mix” enligt instruktion fran tillverkaren (Invitrogen, Waltham, USA).
Temperaturschemat for denna PCR presenteras i figur 4. Foljande utfordes;

1. Allareagenser som forvarades i -20 grader tinades, blandades med en

vortex och centrifugerades kort fore anvandning.

2. Primrarna spaddes fran 100 uM till 10 uM med destillerat vatten.
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3. Vatten, Master Mix, forward primer och reverse primer blandades for att
skapa reaktionsmixen.

4. 49 pl reaktionsmix och 1 pl DNA-prov blandades innan PCR pabdrjades.
For att askadliggora vilken primer som gav tydligast resultat utfordes en

gelelektrofores. Provernas placering i brunnarna pa gelen presenteras i tabell 5.
Stegen vid gelelektroforesen var féljande;

1. 10xTBE spaddes med destillerat vatten till 0,5xTBE.

2. Agaros-gel preparerades till en koncentration av 2,4 % tillsammans med 5
ul gelred.

3. 1 pl loading buffer tillsattes till 10 ul PCR-produkt, och pipetterades sedan
till gelens brunnar.

4. 3 pl stege tillfordes i de avsedda brunnarna i gelen.
5. Gelelektrofores utfordes pa 100 volt i 40 minuter.
Tabell 4. De primer-sekvenser som anvandes vid utformning av Tagman-PCR. ABCBL &r utvecklad

vid HGEN, medan Pub &r primern utvecklad av Beckers et al. Versaler representerar exon medan
gemener ar en del av introner. F = forward, R = reverse.

Namn Sekvens 5°-3
ABCB1F tgtaaaacgacggccagtCATCATCCATGGAGCTGCAC
ABCB1R caggaaacagctatgaccAACCTCTAAGATCAGTGCCACA

Pub-Primer F GATAGGTTGTATATGTTGGTG
Pub-Primer R CTAAGATCAGTGCCACAA
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Steg 1 Steg 2 Steg 3

30 sekunder 10 sekunder

98 grad 98 grader
grader g 5 minuter

15 sekunder
72 grader 72 grader

60 grader

Tills vidare

4 grader

Figur 4. Temperaturschema for PCR da primers testades. Steg 2 upprepades i 35 cykler.

Tabell 5. Brunnarnas innehall under gelelektroforesen.

Brunn Innehall Primer

S1 Stege GeneRuler 1kb Plus 0,1 pg/ul Ingen

S2 Stege GeneRuler 1kb Plus 0,5 pg/ul Ingen

S3 Stege GeneRuler 100 bp Plus 0,1 pg/ul Ingen

S4 Stege FastRuler High Range DNA Ladder Ingen

Al Hund nr 1 Golden retriever ABCB1
A2 Hund nr 2 Golden retriever ABCB1
A3 Hund nr 3 Bedlington terrier ABCB1
Ad Hund nr 4 Border collie ABCB1
A5 Hund nr 5 Labrador retriever ABCB1

B1 Hund nr 1 Golden retriever Pub-Primer
B2 Hund nr 2 Golden retriever Pub-Primer
B3 Hund nr 3 Bedlington terrier Pub-Primer
B4 Hund nr 4 Border collie Pub-Primer
B5 Hund nr 5 Labrador retriever Pub-Primer

Primern utvecklad vid HGEN (kallad ABCB1) valdes och nar Tagman for ABCB1-
1A skapats utférdes PCR av proverna. Det PCR-kit som anvindes var “Tagman
Genotyping Master Mix” (Applied Biosystems, Waltham, USA). Analysen
utférdes enligt tillverkarens instruktion, metoden var foljande;

1. Master Mix, Assay Mix och vatten blandades for att skapa en reaktions-
mix.
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2. 9 pl av reaktionsmix blandades med 1 pl av framrenat DNA-prov innan
PCR utfdrdes. Temperaturschemat som anvandes vid Tagman-PCR
presenteras i figur 5.

10 minuter 15 sekunder

95 grader 95 grader

1 minut

30 sekunder
60 grader 60 grader

30 sekunder
60 grader

Figur 5. Temperaturschema for Tagman-PCR. Steg 3 upprepades i 40 cykler.

Efter Tagman-PCR valdes tva heterozygota, tva vildtyp och tvd homozygota prover
ut och sekvenserades. For detta dndamél anvidndes “BigDye Direct Cycle
Sequencing Kit” enligt instruktion (Applied Biosystems, Waltham, USA). Metoden
var foljande;

1. For den forsta omgangen med PCR blandades Master Mix, Primers Mix
och vatten for att skapa den forsta reaktionsmixen.

2. 1 pl DNA-prov blandades med 9 pl av den forsta reaktionsmixen.
Proverna forsléts med lock och centrifugerades darefter kort.

3. PCR utférdes. Temperaturschema for den forsta omgangen PCR ses i figur
6.

4. For den andra omgangen PCR blandades Master Mix med antingen
Forward Primer eller Reverse Primer for att skapa Forward Mix och
Reverse Mix. 3 ul av antingen Forward Mix eller Reverse Mix tillsattes
proverna.

5. Proverna forslots med lock och centrifugerades kort.
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6. PCR utfordes. Temperaturschema for den andra omgangen PCR ses i figur
6. Efter den andra omgangen PCR centrifugerades proverna kort.

~

Proverna centrifugerades i 100 x g i 1 minut.

©

En premix bestdende av 540 pl SAM-Iésning och 120 pl XTerminator-
I6sning gjordes.

9. 55 pl av premixen tillsattes till varje prov och forslots sedan med lock.

10. Proverna blandades med hjalp av en vortex i 20 minuter pa 2 000 rpm, och
centrifugerades sedan i 2 minuter i 1000 x g.

11. Kapillar elektrofores utfordes.

T N R

5 minuter

30 sekunder

96 grader

94 grader 2 minuter

45 sekunder
45 sekunder 72 grader

68 grader
60 grader

Tills vidare

4 grader

Figur 6. Temperaturschema fér omgang ett och tva av PCR vid sekvenseringen. Steg 2 upprepades
i 35 cykler.

3.4 Statistiska analyser

For att analysera skillnader mellan de langhariga och de korthariga hundarna
utfordes den icke-parametriska metoden chitva-test. Formeln ar foljande;

x2=z(0;_E)2

dar O &r det observerade vérdet och E ar det forvantade vardet. Tre kategorier
anvandes (vildtyp, heterozygot, homozygot) och tva frihetsgrader valdes darfor,
samt en signifikansniva pa 95 %. All data analyserades i Excel (Microsoft,
Washington, USA)
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4. Resultat

4.1 Studiematerial

Totalt samlades det in prover fran 125 hundar. Av dessa var 45 hundar korthariga
collies och 80 hundar langhariga collies. De deltagande hundarna hade en
medianalder pa 1 ar, dar den yngsta hunden var fodd 2023 och den &ldsta 2011.
Majoriteten av de deltagande hundarna var tikar (84 tikar och 41 hanar). En stor del
av hundarna var bosatta i omradet kring Uppsala och Stockholm, men enstaka
hundar fran ovriga Sverige deltog ocksd. Aven importerade hundar samt hundar
som skulle exporteras men som var bosatta i Sverige under studien deltog.

4.2 Laboratorieresultat

4.2.1 DNA-koncentrationer

For att sakerstalla att framreningen av DNA fran topsarna hade lyckats uppmattes
DNA-koncentrationen i 20 slumpmaéssigt utvalda prover, samt 2 prover fran hetero-
zygota hundar. Resultatet fran DNA-méatningen presenteras i tabell 6.

Tabell 6. DNA-koncentrationer efter framrening fran tops. H1 = heterozygot 1, H2 = heterozygot
2.

Prov Koncentration  Prov  Koncentration Prov  Koncentration
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)

1 8,72 9 26,0 17 1,91

2 2,00 10 35,4 18 2,90

3 4,50 11 3,02 19 8,28

4 6,20 12 9,76 20 6,72

5 0,750 13 2,12 H1 9,34

6 0,780 14 2,00 H2 11,0

7 6,84 15 4,42

8 8,78 16 8,30
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4.2.2 PCR och sekvensering

Vid utformning av Tagman utfordes forst en gelelektrofores for att askadliggora
vilken primer som gav tydligast resultat. Resultatet av detta visas i figur 5.

Figur 5. Resultatet av gelelektroforesen. Till brunn A1-A5 anvandes ABCB1-primern utvecklad vid
HGEN, till brunn B1-B5 anvéandes primern utvecklad av Beckers et al. S1-S4 innehaller stegar, T
ar en tom brunn.

Resultatet fran Tagman-PCR presenteras i tabell 7. Sekvenseringen av de sex
proverna (tva vildtyp, tva heterozygota och tvd homozygota) pavisade samma
resultat som Tagman-PCR.

Tabell 7. Forekomsten av ABCB1-1A hos collies i Sverige. Resultat fran Tagman-PCR.

Harlag Vildtyp Heterozygot Homozygot
Langharig 25 % 50 % 25 %
Kortharig 13,3 % 44,4 % 42,2 %
Totalt 20,8 % 48,0 % 31,2 %

4.3 Statistiska analyser

For att analysera om det fanns statistiskt signifikanta skillnader mellan de
langhariga collierna och de korthariga collierna utfordes ett chitva-test. De tre
kategorierna “kortharig vildtyp”, “korthdrig heterozygot” och “’korthérig homo-
zygot” jamfordes mot respektive langharig kategori. Resultatet blev 8,47, och med
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tva frihetsgrader ar resultat over 5,99 med 95 % sdkerhet inte slumpmaéssiga. De
skillnader som sdgs mellan de korthariga hundarna och de langhariga var darmed
statistiskt sékerstallda.
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5. Diskussion

5.1 Forekomst av ABCB1-1A

| studien provtogs 45 korthariga collies och 80 langhariga collies. Enligt SKKs
register finns det 462 korthariga collies i Sverige och 1 940 langhariga collies
(Svenska Kennelklubben 2023). Detta medfor att 9,7 % av den svenska popu-
lationen av korthariga collies deltog, samt 4,1 % av den svenska populationen av
langhariga collies. Det resultat som erholls fran de langhariga collierna stammer vl
Overens med vad tidigare studier har sett i andra delar av vérlden, det vill séga
majoriteten av hundarna &r heterozygota, foljt av en jamn férdelning mellan hundar
av vildtyp och hundar som &r homozygota for ABCB1-1A. Enbart en studie utford
av (Marelli et al. 2020) hittades som delade upp resultatet mellan de langhariga och
de korthariga collierna, och den innehdll enbart sex korthariga collies, se tabell 3.
Da stickprovet var relativt litet kan det paverka resultatet och gora det icke
representativt for populationen i sin helhet. I denna studie ingick 45 korthariga
collies, vilket motsvarar 9,7 % av den svenska populationen av korthariga collies.
Resultatet fran denna studie ar darmed unikt. Trots de fa individerna i Marellis
studie ses liknande resultat som i denna studie, namligen att bara ett fatal hundar ar
av vildtyp, och en relativt jamn fordelning mellan heterozygota och homozygota
hundar. Fler studier av ABCB1-1A hos korthariga collies behovs for att styrka
resultatet att mutationen ar vanligare hos korthariga collies an hos langhariga
collies.

Hos de korthariga collierna férekom ABCB1-1A i hogre utstrackning &n hos de
langhariga, och vildtypen var ovanligare. Orsaken till skillnaden i férekomst mellan
de olika harlagen kan vara flera. De korthariga collierna ar en numerért liten ras
vilket gor att avelsurvalet dven ar mindre. Populéra avelsdjur kan darmed fa stor
spridning av sina gener i populationen. En annan mojlighet &r en skillnad i
djurdgarnas medvetenhet kring mutationen. Under studiens gang diskuterades
ABCB1-1A med djurdgare och flertalet som var agare till kortharig collie var
tveksamma till att delta i studien da de var dvertygade om att mutationen inte
forekom hos det korthdriga harlaget. Agare till ldnghariga collies var i storre
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utstrackning medvetna om mutationen och denna kunskap kan eventuellt leda till
ett medvetet avelsurval som i sin tur minskar prevalensen av mutationen i
populationen. En del dgare av langharig collie valde att utesluta sin hund ur avel
enbart baserat pa om den uppvisat ldakemedelsbiverkningar, utan att testa for
ABCBL1-1A. Detta kan vara en bidragande faktor till varfor forekomsten ar lagre
hos de langhariga collierna an hos de korthariga collierna. Det kan dock dven
medféra att individer som inte bar pa ABCB1-1A utan uppvisade en lakemedels-
biverkning av annan orsak utesluts ur aveln.

5.2 Avel

Da ABCB1-1A nedarvs autosomalt recessivt finns maéjlighet att genom riktad avel
minska prevalensen i populationen. Ar bada foraldradjuren heterozygota kommer
enbart 25 % av avkomman bli homozygot for ABCB1-1A, se figur 2. Ar daremot
ett av foraldradjuren heterozygot och den andra homozygot kommer i stallet 75 %
av avkomman vara homozygot fér mutationen. Da det & de homozygota indivi-
derna som uppvisar de allvarligaste lakemedelsbiverkningarna &ar det framfor allt
dessa som bor minskas i forsta hand. Att utesluta alla homozygota avelsdjur ur
aveln kan gora en stor skillnad for sjukdomsférekomsten i populationen. Den
korthariga collien ar en numerart liten ras kan det finnas flera andra faktorer som
paverkar valet av att lata en individ ga i avel. Exempel kan vara mentalitet, bruks-
egenskaper, utstallningsresultat eller andra for rasen viktiga egenskaper. Uppfddare
av rasen maste ta hansyn till individens sammanlagda egenskaper innan ett
avelsbeslut tas.

Ett forsta steg i riktningen att minska férekomsten av ABCB1-1A i populationen
kan vara att infora krav fran Svenska Collieklubben eller Svenska Kennelklubben
att hundar ska vara testade for mutationen innan avel, for att uppfodarna ska kunna
gora medvetna val. Aven de som koper valpar fran uppfédarna bor beaktas i denna
fraga da de paverkas om valpen de koper & homozygot for ABCB1-1A. lvermectin,
som i varsta fall kan orsaka fatala biverkningar hos homozygota collies, anvénds
som antiparasitart medel till lantbrukets djur samt hastar. Flertalet djurdgare som
deltog i studien uppgav att de kande stor oro da deras hundar vistades i stallar ver
att hunden skulle fa i sig ivermectin, antingen direkt eller via avféring. Denna oro
kan antingen stillas eller vara befogad beroende pa om de valjer att kopa en valp
fran en uppfddare dar foraldradjuren ar genotypade. Ytterligare ett steg i att minska
prevalensen kan vara att sprida kunskap kring mutationen och dess konsekvenser, i
syfte att fa fler djuragare att vélja att testa sina hundar samt kopa valpar fran
genotypade foraldradjur.
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SKKs avelskommitté har fastslagit att ABCB1-1A inte utgér nagot kliniskt problem
hos de drabbade raserna och att ett DNA-testresultat inte ska utgdra hinder for
fortsatt avel (Svenska Kennelklubbens avelskommitté 2022). Svenska Collie-
klubben rekommenderar inte att djurdgare testar sina collies, oavsett om det &r i
avelssyfte eller ej (Svenska Collieklubben 2012). Svenska Collieklubben uppger pa
sin hemsida att det finns andra viktigare faktorer att ta hénsyn till i dagslaget.
Fortsatta studier pa mutationens kliniska relevans kravs da ABCB1-1A kan orsaka
fatala biverkningar. Under denna studie uppgav en uppfddare att hen visste om att
tre av dennes uppfodningar avlidit till foljd av lakemedelsbiverkningar efter intag
av ivermectin. Aven om enbart ett fatal individer drabbas kan det diskuteras att
mutationen kan orsaka sa pass grava symptom for de drabbade att hansyn ska tas
vid avelsarbetet. Hogre krav stélls idag pa veterinarmedicinen och komplex
multimodal Idkemedelsbehandling blir allt vanligare. Darmed okar risken for att P-
gp-substrat anvinds i hogre utstrackning an vad de gjorts tidigare. Aven om
biverkningarna sallan har fatal utgang aven for hundar som ar homozygota for
ABCB1-1A kan det argumenteras att hdnsyn borde tas till mutationen i avelsarbetet
for att minska risken hos de hundar som drabbas. Veterinarer bor i stérsta moéjliga
man undvika biverkningar for sina patienter, och detta kan antingen uppnas genom
att veterindren har fordjupad kunskap kring mutationen som orsakar icke-
funktionellt P-gp samt de lakemedel som interagerar med proteinet. Ett annat
alternativ ar att med avel minska prevalensen av ABCB1-1A i populationen, eller
rutinméssigt genotypa alla collies innan medicinering. | akutsituationer kan det
dock vara tidsmassigt omajligt att undersoka om hunden bar pa mutationen innan
behandling pabdrjas, varfor avelsatgarder bor dvervagas.

Ytterligare en aspekt att beakta ar paverkan ABCB1-1A har pd HPA-axeln. Svenska
Collieklubben, Svenska Brukshundklubben, SKK och SLU driver projektet Mentalt
Sund Collie (Sveriges lantbruksuniversitet 2019), vars mal ar att forbattra rasens
mentalitet. D& ABCB1-1A kan paverka individens formaga att hantera stress kan
en minskning av mutationen i populationen vara en del i forbattringsarbetet av
colliens mentalitet. Mer forskning kravs dock pa amnet for att undersoka vidare
kopplingen mellan ABCB1-1A och hundens mentala egenskaper.

5.3 Stickprov och studiepopulation

Vid begrénsning av studiepopulationen valdes alla collies bosatta i Sverige, oavsett
om de var fodda i Sverige eller importerade. Dessa kan ténkas utgora den kliniska
populationen som veterinarer i Sverige stoter pa i sitt dagliga arbete, och ar darmed
den population som var av intresse for denna studie. Prevalensen av ABCB1-1A
hos collies i Sverige var tidigare okand, vilket kunde orsaka osakerhet hos
veterinarer da de ska behandla en riskpatient sa som en collie. En del av de studier
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som gjorts tidigare i andra delar av varlden rapporterar ett jamnt resultat, medan
andra uppvisar avvikande resultat (se tabell 3). Denna skillnad kan bero pa
storleken av stickprovet som anvandes, da en del anvande ett mycket litet stickprov.
Det kan &ven bero pa urvalet av individer till stickprovet, da en del anvander sig av
provmaterial specifikt inskickat for gentestning medan andra utfort aktiv
provtagning av populationen. Ar proverna inskickade med syftet att ta reda pd om
hunden bar pa ABCB1-1A finns det en risk att de skickas in pa grund av att hunden
redan uppvisat symptom och djurdgaren eller veterinaren vill ta reda pa om det
beror pa ABCB1-1A. Gentestning av collies har rekommenderats innan
medicinering med P-gp-substrat sedan upptackten av mutationen men det finns
studier som har visat att detta inte efterlevs (Beckers et al. 2022). Darmed kan de
inskickade proverna visa falskt hoga resultat av ABCB1-1A. Ett mer representativt
urval kan uppnas genom att utfora aktiv provtagning, da dven individer som inte
uppvisat symptom tidigare testas. Det finns dven en mdjlighet att prevalensen
skiljer sig mellan olika grupper beroende pa hur uppfodare i olika lander samarbetar
med utbyte av avelsmaterial.

5.4 Behandlingsalternativ

De behandlingsalternativ som anvénds foér hundar med ABCB1-1A ar for tillfallet
baserade pa beprovad erfarenhet, viss kunskap fran experimentella studier pa
hundar med mutationen, samt data fran in vitro-studier. De alternativa behand-
lingarna som finns &r antingen att minska dosen pa de lakemedel som &r P-gp-
substrat, eller att identifiera alternativa lakemedel som inte interagerar med P-gp. |
vissa fall finns det sékra alternativa ldkemedel som kan anvandas till hundar med
ABCB1-1A. For att behandla ravskabb kan substanser sa som amitraz, sarolaner
eller lotilaner anvéndas. Detta géller dock inte alla l&kemedel. Loperamid som
anvénds vid diarré, och apomorfin som anvénds for att inducera emesis, finns inga
studier dar sakra dosintervall kunnat pavisas utan alternativa likemedel bor
anvéndas till patienter med ABCB1-1A (Mealey et al. 2023). FOr acepromacin,
butorfanol, cyklosporin, grapiprant och doxorubicin har generella rekommenda-
tioner tagits fram dar lakemedelsdosen minskas med 25 % for heterozygoter och 50
% for homozygoter. Sedan kan dosen 6kas med 10 % intervall om hunden tolererar
det (Mealey et al. 2023). Denna praxis att sanka ldkemedelsdosen orsakar dock
aven sénkt effektivitet av den anvéanda substansen (Beckers et al. 2022). Beroende
pa vilket syfte behandlingen med det specifika lakemedlet har samt storleken pa det
terapeutiska fonstret som substansen har, kan detta vara avgorande for behand-
lingsresultatet och i vissa fall i stallet vara battre for patienten att valja en alternativ
substans. Det kravs mer forskning kring amnet, speciellt da fler och fler substanser
som anvands inom veterindrmedicin upptacks vara P-gp-substrat.
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5.5 Konklusion

Syftet med denna studie var att undersdka forekomsten av ABCB1-1A i den svenska
populationen av collies, samt att analysera om det fanns skillnader mellan de
langhariga collierna och de korthariga collierna. Férekomsten presenteras i tabell
6. Studien visade att mutationen ar vanligare hos korthariga collies an hos lang-
hariga collies i Sverige. Resultatet for de langhariga collierna stammer 6verens med
tidigare studier gjorda i andra delar av varlden, medan resultatet for de korthariga
collierna ar unikt da ingen tidigare studerat enbart de korthariga hundarna i
motsvarande omfattning.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

P-glykoprotein &r ett protein som transporterar substanser dver cellmembran. Det
ar ett av de viktigaste transportproteinerna i barriaren mellan hjarnan och blodet, da
det skyddar hjarnan genom att transportera ut substanser fran cellerna i hjarnan till
blodbanan. Det minskar &ven upptag av olika substanser i tarmen samt Okar
utsondringen till galla och urin. P& 80-talet upptacktes att olika vallhundsraser,
daribland collie, uppvisade neurologiska biverkningar da de medicinerades med
ivermectin, ett antiparasitart medel. 2001 upptéacktes en genmutation som var
orsaken bakom denna kénslighet som kom att kallas MDR1 eller ABCB1-1A. Fler
och fler lakemedel upptacks ge biverkningar for hundar som bar pa ABCB1-1A.
Syftet med denna studie var att understka hur vanligt forekommande mutationen
var i den svenska populationen av collies, bade langhariga och korthariga. Detta har
tidigare undersokts i andra delar av varlden men aldrig i Sverige. Studien
undersokte dven om det fanns skillnader mellan de langhariga collierna och de
korthariga collierna.

DNA samlades in genom en kindsvabb med tops. Detta gjordes bade pa olika
evenemang samt en provtagningsdag pa Universitetsdjursjukhuset i Uppsala. Alla
djuragare deltog med skriftligt samtycke. Forsoket var undantaget kravet pa etiskt
tillstand enligt SIVFS 2019:9 Saknummer L150, kap 2 17-18 §.

Fran provtagningstopsen gjordes olika laboratorieanalyser for att ta reda pa om
hundarna bar pa mutationen eller inte. Det fanns tre olika resultat, antingen bar
hunden inte alls p& mutationen (var av vildtyp), eller sa bar den pa en uppsattning
av den normala genen och en uppséttning av den muterade genen (heterozygot),
eller slutligen sa kunde hunden bara pa tva uppsattningar av den muterade genen
(homozygot). 125 hundar deltog, varav 80 langhariga collies och 45 korthariga
collies. Sammanlagt var forekomsten 48 % heterozygota hundar, 20,8 % av vildtyp
och 31,2 % homozygota for ABCB1-1A. Av de langhariga hundarna var 50 %
heterozygota, 25 % av vildtyp och 25 % homozygota for ABCB1-1A, medan de
korthariga hundarna var 44,4 % heterozygota, 13,3 % av vildtyp och 42,2 %
homozygota for ABCB1-1A. De skillnader som fanns mellan de korthariga
collierna och de langhariga collierna analyserades med ett chitva-test och resultatet
visade med 95 % signifikansniva att mutationen ar vanligare hos korthariga collies.
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Det finns manga mojliga orsaker bakom skillnaden i forekomst av mutationen
mellan harlagen. Kortharig collie ar en numerart mindre ras och darfor kan en
populdr avelshund fa stor spridning pa sina gener i populationen. Det finns ocksa
en storre medvetenhet bland djuragare till langharig collie angaende mutationen,
och en del djurégare tror dven att mutationen inte férekommer alls hos de korthariga
collierna. Det kravs fler studier kring hur vanlig férekomsten av mutationen ar hos
specifikt de korthariga collierna for att styrka denna studies resultat.

ABCBL1-1A nedéarvs autosomalt recessivt, och det finns darfor méjlighet att minska
prevalensen av homozygota individer genom avelsarbete. Andra steg for att minska
forekomsten av homozygota individer, som ar de som drabbas av allvarligast
biverkningar, &r att rekommendera gentestning innan avel for att uppfodare och
valpkopare ska kunna gora valinformerade val. Det finns i dagslaget inga avels-
rekommendationer kring ABCB1-1A fran varken SKK eller Svenska Collie-
klubben.

Det fanns vissa skillnader i forekomsten av mutationen mellan olika studier utférda
i olika delar av varlden. En orsak till detta kan vara att en del studier hade ett relativt
litet stickprov som inte var representativt for hela populationen. Det kan &ven finnas
skillnader i forekomst mellan olika landers avelsbaser. Metoden for hur proverna
samlas in kan ocksa paverka resultatet.

For en del lakemedel finns det alternativa substanser som kan anvéndas for att
undvika lakemedelsbiverkningar hos hundar som bar pa mutationen. For vissa
ldkemedel finns rekommendationer att minska dosen med 50 % fér homozygoter
och 25 % for heterozygoter. Det kan dock paverka lakemedlets effektivitet och det
kan finnas fall dar det da ar béattre for patienten att vélja en annan substans.
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Studieinformation

Polymorfism av P-glykoprotein hos svenska hundar

Bakgrund till studien

Colliehundar, Shetland sheepdog, Australian shepherd och flera andra raser kan vara
kansliga for vissa lakemedel eftersom de kan ha en mutation i ett sa kallat
transportprotein som kallas for P-glykoprotein (P-gp). Hur vanligt det &r att hundarna har
den har mutationen skiljer sig lite mellan raser men &ven i olika delar av varlden. Hur
manga hundar som har mutationen i Skandinavien ar idag okant.

Syftet med studien
Syftet i studien &r att undersoka hur vanlig P-gp-mutationen ar hos relevanta raser i
Skandinavien.

Forsoksupplagg

Genom att ta ett svabbprov fran insidan av kinden kan vi genom laboratorieanalyser
unders6ka om hunden bér pa mutationen. Ett svabbprov tas pa utsidan av slemhinnan
med en tops, det ar alltsa inte nagot stick eller nagon smarta inblandad. Det &r samma
princip som provtagning for Corona, men pa insidan av kinden ar det inte obehagligt eller
kittlande som det &r att ta i halsen eller ndsan. Provet kommer sedan analyseras for att ta
reda pa om hunden bér pa mutationen eller inte.

SLU, Box 7070, SE-750 07 Uppsala, Sweden tel: +46 (0)18-67 10 00
Org.nr 202100-2817 info@slu.se
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Vad kommer resultaten att anvéandas till?
Proverna kommer att ligga till grund for att vi i framtiden skall kunna ge bra
rekommendationer och sékrare medicinering av hundar.

Ovrig information

Svabbprov fran hund ar undantaget kravet pa etiskt tillstand for djurforsok (Statens
Jordbruksverks foreskrifter och allmanna rad SIVFS 2019:9, saknummer L150, 2 Kap,
§18). Framtida presentationer och publikationer kommer inte att innehalla nagon
information som skulle kunna identifiera deltagande djurédgare eller hund. Dokumentation
av undersokningar samt det har djuragarmedgivandet kommer att forvaras sakert pa en
plats som enbart forskare i detta projekt har tillgang till. Personuppgifter som lamnas vid
djuragarmedgivande kommer inte digitaliseras och kommer att sparas sa lange som det
behdvs for att sakerstalla forskningens kvalitet och for att uppfylla 6vrig lagstiftning for
universitet. L&s mer om hur SLU hanterar personuppgifter: https://www.slu.se/om-
slu/kontakta-slu/personuppgifter/#hur-lange

Tyvarr har vi inte mojlighet att betala ersattning for din hunds deltagande. Men om du
anger en e-postadress nedan kan vi berétta om just din hund har mutationen eller inte.

Kontakt
Det gar sjalvklart aven bra att kontakta nagon av oss via mail eller telefon.

Carl Ekstrand, leg. vet., docent carl.ekstrand@slu.se, 018-673171
Minerva Lowgren, leg. vet. minerva.lowgren@slu.se,

Eva Tydén, docent. eva.tyden@slu.se

Alice Gustafsson, veterindrstudent, aegn0002@stud.slu.se

Institutionen for biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap
Sveriges lantbruksuniversitet, Box 7028, 750 07 UPPSALA
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inforstadd med att deltagandet ar frivilligt och att jag nar som helst kan ta min hund
ur studien utan angivande av orsak. Om jag vill avbryta deltagandet meddelar jag
projektansvariga detta. Kostnaderna provtagningen i form av material och analyser,
som kravs for forsoket, betalas genom forskningsmedel. Tyvérr saknar vi mojlighet
att lamna ersattning for deltagande i studien.

Jag ger min tillatelse att insamlad information och tagna prover far anvandas i
forskningssyfte, inklusive presentationer och publikationer. Jag ger ocksa tillatelse
att hunden far fotograferas och bilderna anvandas i forskning eller vid
forskningsredovisning. Jag tillater att projektgruppen kontaktar mig igen senare
langre fram for en uppfdljning om detta skulle vara aktuellt.

Utover ovan tillstand for den beskrivna studien tillater jag att proverna sparas
hos SLU, antingen pa Institutionen fér biomedicin och veterinar folkhélsovetenskap
alternativt pa Artdatabanken (eller annan relevant biobank) for att mojliggora dven
framtida forskning.

Ja: o Nej: O

Djuragare:
Fornamn, efternamn:
Adress:

Postnummer, ort:

Hemtelefon, mobil:

Mailadress:

Hund:

Tilltalsnamn:

Kennelnamn:

Ort, datum

Namnunderskrift djurdgare

Namnfortydligande
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Prov packat och mérkt O
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Publicering och arkivering

Godkéanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student ager du upphovsratten till ditt arbete och behéver godkanna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och sokbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sokbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har skrivit arbetet géller
krysset for samtliga forfattare. Lds om SLU:s publiceringsavtal har:

e https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/reqgistrera-och-
publicera/avtal-for-publicering/.

JA, jag ger harmed min tillatelse till att foreliggande arbete publiceras enligt
SLU:s avtal om 6verlatelse av rétt att publicera verk.

[0 NEJ, jag ger inte min tilltelse att publicera fulltexten av féreliggande arbete.
Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning blir
synliga och sokbara.
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