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Sammanfattning

Aveln av hastar for ridsport har under de senaste decenierna inriktat sig alltmer grenspecifikt.
Framfor allt med inriktning mot de stora grenarna inom internationella ridsportférbundet (FEI),
hoppning och dressyr. Studier har visat att dressyrhéstar &r dverrepresenterade anlagshérare av en
mutation i PLOD1. Hos ménniska ger en mutation i genen upphov till kyfoskoliotisk Ehlers-Danlos
syndrom (KEDS) och héstar som dr homozygota bérare av den muterade genen foéds med den fatala
sjukdomen Warmblood Fragile Foal Syndrome (WFFS). Hos bade hast och méanniska &r sjuk-
domarna klassade som kollagendysplasier.

Ehlers-Danlos syndrom &r en samling av tretton olika kollagendysplasier for vilka den genetiska
bakgrunden &r ké&nd for tolv. Diagnoserna &r bland annat férknippade med hypermobila leder,
hyperelastisk hud, kronisk ledvark och muskelsvaghet.

Syftet med denna studie var att underséka om gener som hos manniska ger EDS korrelerar med
liknande skador hos histar som hos méanniska, ndgot som skulle kunna paverka djurvalfarden
negativt, samt att understka variation i dessa gener korrelerar med hur héstar i sport.

Studien genomférdes som en Genome Wide Association Study baserad pd tévlingsdata, djuragar-
intervjuer och genotypdata fran en population om 380 individer. Intervju av 6 % samt tavlingsdata
fran 2/3 av studiepopulationen Iag till grund for fenotypdata. Signifikant association sdgs mellan tre
av halsofenotyperna och gener som orsakar EDS. De signifikanta generna &r lokaliserade inom
histokompabilitetskomplex klass 111 och korrelerade med patellaupphakning, komplicerad sarlak-
ning och annan inflammatorisk sjukdom.

Nyckelord: Ehlers-Danlos syndrom, svensk varmblodig hast, Warmblood Fragile Foal Syndrome,
kollagendefekt, Genome Wide Association Study



Abstract

Modern breeding for sport horses has in recent decades specialised towards specific diciplins.
Mainly towards the major Fédération Equestre Internationale (FEI) diciplins show jumping and
dressage. Studies have shown that dressage horses are overrepresented carriers of a mutation in the
PLOD1 gene. Human carriers of the same mutation are diagnosed with kyphoscoliotic Ehlers-
Danlos syndrome (KEDS) while horses who are homozygote carriers are born with warmblood
fragile foal syndrome (WFFS), a 100% fatal disease. The diagnoses are classified as collagen
dysplasia in both horses and humans.

Ehlers-Danlos Syndrome is a group of thirteen collagen dysplasias. The causative genes are known
for twelve of these. The diagnoses are commonly associated with hypermobile joints, hyper-
extensive skin, cronic joint pain and muscle weakness.

The aim of this study was to investigate wether genes that causes EDS i humans correlates with
similar diseases in horses, which would have a bad effect on animal welfare, and to investigate if
these genes correlates with the horses success in sport.

The study was conducted as a Qenome Wide Association Study based on competition results,
interviews with owners and genotype information from 380 individuals. Interview results from 6%
and competition results from 2/3 of the population conducts the fenotype data. There was a
significant association between tree healt traits and genes that causes EDS. The significant genes
are located within the major histocompability complex class 111 and correlated with the fenotypes
upward fixation of the patella, wound healing complications and other inflammatory pathologies.

Keywords: Ehlers-Danlos syndrom, Swedish Warmblood, Warmblood Fragile Foal Syndrome,
collagen defect, Genome Wide Association Study
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1. Inledning

Under de senaste decennierna har det skett en allt mer selektiv avel inom svenska
varmblodsaveln med grenspecifik inriktning antingen mot hoppning eller dressyr
(Bonow et al. 2023). Denna selektion bland avelsindivider korrelerar med oavsikt-
lig selektion for gener som hos méanniska orsakar 6verrorlighetsdiagnoser, Ehlers-
Danlos syndrom (EDS) (Ablondi et al. 2019a). Det &r sedan tidigare kant att gener
som orsakar en variant av EDS hos manniska dven orsakar sjukdom hos hést
(Monthoux et al. 2015). En punktmutation i genen PLOD1 som hos manniska
orsakar kyfoskoliotisk EDS (KEDS) ger hos héast Warmblood Fragile Foal
Syndrome (WFFS) en sjukdom som karaktériseras av f6l som fods med skor hud,
som latt lossnar fran underliggande vavnad, och som ofta far multipla hematom.

Ehlers-Danlos syndrom, som paverkar kroppens stodjevavnad, ar ett humant
syndrom som innefattar tretton &rftliga kollagendysplasier (Ghali et al. 2019).
Vanliga symtom for EDS &r bland annat 6verrorliga leder, senkontrakturer och
hyperelastisk hud. Detta orsakar i sin tur ofta kronisk ledsmarta, utmattning, svar-
lakta sar och svar arrbildning.

Vid all typ av fysisk traning pafrestas kroppens stédjevavnad i varierande grad
(Aicale et al. 2018). Upprepad pafrestning kan i forlangningen leda till forslitnings-
skador som medfor ett lidande for individen och kan hdmma mojligheterna till
fortsatt traning. Skador fran rorelseapparaten, inkluderat led- och skelettpatologi,
ovriga inflammatoriska processer fran densamma samt hudskador har historiskt
legat till grund for stor del av utslagsorsakerna for héstar (Egenvall et al. 2006). |
en studie av forsakringsdata svarade det for 6ver 70 % av utslagsorsakerna av
svenska hastar.

Genom att undersoka eventuella samband mellan generna som ger EDS hos
manniska med prestationsresultat och forekomst av skador hos hé&st kan man
komma med riktade rekommendationer till h&stdgare avseende det fortsatta
avelsarbetet.
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1.1 Syfte

Syftet med denna studie ar att undersdka om variation i genotyp for nagon av
generna som hos manniska ger EDS korrelerar med nedsatt hallbarhet for traning
och tavling av SWB-héstar.

1.1.1 Fragestallningar

Korrelerar en specifik genotyp i nagon av generna som hos manniska ger EDS med
prestationsnivan hos tavlingshastar?

Korrelerar en specifik genotyp i nagon av generna som hos manniska ger EDS med
forekomsten av nagon bindvavsrelaterad skada hos héstar?
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2. Litteraturoversikt

2.1 Bindvav

Bindvav utgor kroppens stomme och har till uppgift att stodja, skydda, samman-
koppla och forankra olika delar av kroppen (Sjaastad 2016). Bindvav delas in i fyra
olika huvudtyper av vavnad: fibros bindvév, broskvavnad, benvdvnad och fett-
vavnad. Beroende pa vilken typ av bindvav finns olika celler dari som producerar
ett extracallulart matrix (ECM) som ocksa varierar beroende pa vavnadstyp.

Fibrds bindvav utgors av fibroblaster som i huvudsak producerar proteinerna kolla-
gen och elastin som binds till fibrer (Sjaastad 2016). Beroende pa natverksstruktur
hos kollagenfibrerna erhalls varierande motstandskraft mot dragkrafter. | fast fibros
bindvév &r kollagenfibrerna packade tatt ihop och i samma riktning vilket ger en
stark hallfasthet mot dragningar. Ett 16st natverk som i lucker fibros bindvav dar
kollagenfibrerna ligger mindre tatt &r draghallfastheten inte lika stark. Mangden och
kvalitén pa elastinfibrerna avgor hur god elasticitet vavnaden har. Elastinfibrerna
ar spiralformade vilket tillater den att dras ut och sedan aterfa sin ursprungliga form
vid avslappning av vévnaden.

Kollagendysplasier kan orsaka forsamrad funktion av alla kollagena vavnader. Den
genetiska bakgrunden till ett flertal kollagendysplasier hos ménniska och vara hus-
och produktionsdjur finns idag dokumenterad (Ghali et al. 2019; Coussens et al.
2021). Inom humanvarden klassas dessa dysplasier som olika typer av Ehlers-
Danlos syndrom (EDS) beroende pa symtombild och genetiska tester. Beroende pa
vilken funktion som ar paverkad ger dysplasierna upphov till olika kliniska attribut.
Vanligt forekommande &r dock hypermobila leder, hyperelastisk hud, brack och
utmattning. Detta ger som foljd ofta svarlakta sar, kronisk ledvark och subluxa-
tioner.

2.2 Ehler-Danlos Syndrom

Ehlers-Danlos syndrom &r ett humansyndrom som karakteriseras av arftliga kolla-
gendysplasier. | dag delar man upp sjukdomen i tretton olika varianter som skiljs at
av olika kliniska attribut dar de vanligast forekommande typerna &r klassisk,
vaskul&r och hypermobil EDS (Malfait et al. 2017). Den genetiska bakgrunden ar
kand for tolv av de olika typerna av EDS, se tabell 1, d&r man kanner till mutationer
I nitton olika gener som antingen kodar for bildandet av kollagen eller kollagen-
modulerande proteiner (Malfait et al. 2017; Ghali et al. 2019).
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Trots att det idag gar att konfirmera de flesta EDS-diagnoserna genetiskt kvarstar
en av de vanligast forekommande varianterna, hypermobil-EDS (hEDS), att
definiera den genetiska orsaken till. Det hypotiseras att orsaken till att bakgrunden
fortfarande &r okand beror pa genetisk heterogenitet. Diagnostiken kring hEDS
kompliceras ytterligare av att symtomen liknar andra EDS-diagnoser varfor
patienten ofta tillskrivs en annan diagnos (Malfait et al. 2017). Personer med hEDS
ar ofta asymtomatiska i sin ungdom men utvecklar kroniska smarttillstand med
tilltagande alder. Smartan harrér da ofta fran hypermobila leder och muskler kring
hypermobila leder (Tinkle et al. 2017). Ett av de vanligaste kliniska tecknen vid
EDS é&r hypermobila leder och ses i ndstan samtliga varianter av EDS i varierande
grad (Rombaut et al. 2012a; Ghali et al. 2019).

Tabell 1. Genetisk korrelation for EDS-diagnoser (Monthoux et al. 2015; Leegwater et al. 2016;
Wobbe et al. 2022).

Human sjukdom Involverade gener Eventuell ekvin sjukdom
Klassisk EDS COL5A1, COL5A2,
COL1A1
Klassisk-liknadnde EDS TNXB
Cardiac-valvular EDS COL1A2
Vaskular EDS COL3A1L, COL1AL
Hypermobil EDS okand
Arthochalasia EDS COL1A1, COL1A2
Dermatospraxis EDS ADAMTS2
Kyfoskoliotisk EDS PLOD1, FKBP14 Warmblood Fragile Foal
Syndrome (PLOD1)
ZNF469, PROMS
Spondyloplastisk EDS B4GALT7, Dvargvaxt och overrorlighet
B3GALTS, (B4GALTY7)
SLC39A13
Musculocontractural EDS CHST14, DSE

Myopatisk EDS COL12A1
Peridontal EDS C1R, C1S

2.3 Warmblood Fragile Foal Syndrome

Warmblood Fragile Foal Syndrome (WFFS) ar en autosomalt recessiv sjukdom
som forst beskrevs hos héstar av halvblodsras men har sedan setts &ven hos andra
raser (Monthoux et al. 2015; Aurich et al. 2019; Metzger et al. 2021). Homozygota
fol som fods med sjukdomen har ofta skor hud som latt slits av fran underliggande
epidermis, ofta med omfattande sarskador som foljd. Lederna och skelettets stodje-
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vavnad &r slapp och hyperextensiv. Homozygota individer &r ofta dodfodda, dor
kort efter fodseln eller avlivas i tidigt skede av etiska orsaker.

Sjukdomen orsakas av en punktmutation i genen procollagen-lysine, 2-oxoglutarate
5-dioxygenase 1 (PLOD1) (c.2032G > A, p.Gly678Arg) (Winand 2014). Hos
manniska ger samma mutation upphov till kyfoskoliotisk EDS (Malfait et al. 2017).
PLOD 1 kodar hos hast for enzymet lysylhydroxylas 1 (LH1) vilket har en viktig
roll vid bildandet av kollagenfibrer. Hos individer som & homozygota for muta-
tionen har onormalt kollagen i dermis beskrivits, dar kollagenbuntarna varierade i
tjocklek och med onormalt avstand i den kollagena arkitekturen (Monthoux et al.
2015; Metzger et al. 2021).

En studie har visat att draktighetsresultat sjunker vid betdckning med hingstar som
ar barare av WFFS-allel (Wobbe et al. 2022). Studien kunde inte dra nagra slutsatser
om effekter av stoets genotyp men det hypotiseras att effekterna pa draktighets-
resultaten kan vara tydligare om dven stoet ar béarare av WFFS.

Flertalet studier har pavisat tydliga samband mellan genotyp och fenotyp dar barare
av  WFFS-mutationen har béttre egenskaper for dressyr (Metzger et al. 2021,
Ablondi et al. 2022; Wobbe et al. 2022). Ablondi med flera visade 2022 att barare
av mutationen hade signifikant hogre poang for ”dressyr och “temperament for
gangarter” vid unghastbedomning an icke-barare (2022). Vidare fastslog de att
mutationen bland annat aven paverkar de exteriéra poangen saval som poangen for
samtliga gangarter hos formodade gangartshastar. Wobbe med flera visade i sin
studie att barare av den muterade genen hade hdgre estimated breeding value (EBV)
avseende dressyr, ridbarhet och samtliga gangarter (2022).

2.4 Hallbarhet i tréning

Coussens med flera visade i en kohort-studie att humanpatienter diagnosticerade
med hEDS hade signifikant lagre muskelstyrka an kontrollgrupp (2021). Vidare
kom de till slutsatsen att patienter hade samre muskeluthallighet och hagre skattad
smartupplevelse i samband med styrketestet jamfort med kontrollgruppen. Lik-
nande resultat har setts i tidigare studier som ocksa faststallt att smartan haller i
langre tid efter undersékning (Rombaut et al. 2012b). Smarta i samband med fysisk
aktivitet diskuteras vidare i denna studie kunna paverka vardagliga sysslor och
orsaka minskad motivation till rorelse vilket leder till en negativ spiral dar de
paverkade far allt samre livskvalité.

Det &r inte ovanligt att patienter med hEDS rapporteras lida av utmattning saval
fysiskt som psykiskt (Tinkle et al. 2017). Detta, diskuterar forfattarna kan medfora
nedsatt mottaglighet for bade fysisk som kognitiv traning.
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Fysisk utmattning paverkar stabiliteten i leder negativt och kan saledes 6ka risken
for dverbelastningsskador. Detta har bland annat visats i en studie som undersokte
knéledens stabilitet under och efter ett utmattningstest (Dickin & Doan 2008). |
samma studie belyste forskningsgruppen aven en okad aterhamtningstid efter att
musklerna blivit utmattade. | en studie som undersokte proprioceptionen hos en
patientgrupp med hEDS kom forskarna fram till att patienter hade nedsatt proprio-
ception i knédleden jamfort med kontrollgruppen, nagot som kan 6ka skaderisken i
den patientgruppen (Rombaut et al. 2010).

2.5 Tavlingsdata

Det ar svart att mata hastars halsa 6ver tid, dels finns inget sammantaget register
over skadehistorik, dels gar mycket information om hastar forlorad vid agarbyten.
Endast ett fatal hastar har samma &gare genom hela livet.

Svenska ridsportforbundet (SVRF) samlar genom tévlingsdatabasen (TDB) in data
fran samtliga tavlingar i hoppning, dressyr och falttavlan i Sverige. Denna data
innefattar utéver generell information som plats, tid och klass aven specifik infor-
mation rorande resultat fran samtliga startande ekipage i varje klass. Placerade
ekipage erhaller poang enligt faststalld poangtabell fran SVRF. For att kvala till
hogre tavlingsniva kravs att tavlande har visst antal placeringar eller ett visst
resultat pa lagre niva.

Studier som har undersokt livslangd och hallbarhet har tidigare anvéant sig bland
annat av utdrag fran forsakringsbolag (Egenvall et al. 2006). Dessa utdrag ar
anonymiserade och kan darfor inte kopplas genetiskt pa individuell niva. Wallin
med flera beskrev hur de anvénde livslangd for att jamfora relevans mellan olika
beddmningspunkter vid unghasttest (Wallin et al. 2001). En komplicerande faktor
i studien dr att manga hastar har alternativa karridrer i olika stadier av livet. En hast
som ej langre ar sund for arbete eller tavling kan fa manga extra ar som sallskaps-
eller avelsdjur (Braam et al. 2011).

Att anvanda sig av tavlingsaktiv tid och vidare undersoka vilken niva hasten tavlat
pa kan med fordel anvandas som matt pa hallbarhet (Braam et al. 2011; Ricard &
Blouin 2011; Jonsson et al. 2014). Dessa studier har bland annat visat pa att ju
tidigare hastar kommer in i sporten desto langre tavlingskarriar har de, men ocksa
att hastar som tavlar i fler discipliner i ung alder har fler tavlingsaktiva ar.
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2.6 Genome Wide Association Study

Inom genetikstudier ar det vanligt att undersdka variationer i arvsmassans baspar
(Dehghan 2018). Dessa variationer kédnnetecknas som insertioner eller deletioner
av arvsmassa i en region alternativt mutationer av enstaka baspar kallat Single
Nucleotide Polymorfism (SNP).

For att battre forsta orsakssambandet mellan sjukdomar och bakomliggande genetik
kan anvéndning av Genome Wide Association Studies (GWAS) tillampas, dar
samband mellan regioner i genomet och sérskilda fenotyper undersoks (Dehghan
2018). Olika genvarianter & mer eller mindre vanliga i den generella populationen.
| specialiserade populationer, exempelvis populationer med hogre sjukdoms-
frekvens, kan dock mutationer tendera att forekomma mer frekvent. Detta kan
undersokas med hjalp av variationer inom SNP- eller sekvensdata fran genomet
tillsammans med data om fenotyper fran samma population.

Inom GWAS gors manga efterféljande analyser. Detta medfor en 6kad risk for 6kad
signifikans ju fler analyser som genomfors (Dehghan 2018). Darav kan p-vardet
0,05 som vanligen anvénds for statistisk sakerhet inte appliceras pa GWAS. For att
faststélla vad som ér ett signifikant statistiskt resultat i en GWAS é&r det vanligt att
dividera 0,05 med antalet analyser som genomfoérs, denna korrigering av p-vardet
kallas Bonferoni. Om studien analyserar en egenskaps gentemot 500.000 SNPs
sattes foljaktligen p-vardet till 0,05/500.000 = 1 * 10,

Grupper inom en population kan tendera att visa tydligare association med
undersokta fenotyper (van den Berg et al. 2019). Detta kallas genomisk inflation
och kan orsakas av populationsstratifiering, att gener i stor utstrackning nedarvs
tillsammans eller stark korrelation mellan genotyp och fenotyp. Korrigering for
genomisk inflation gors for att kontrollera den verkliga associationen mellan
genotyp och fenotyp sharare an okat slaktskap (Dehghan 2018; van den Berg et al.
2019).
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3. Material och metod

3.1 Population

| denna studie har data fran 380 SWB-hastar, fodda mellan 2010 och 2011, under-
sokts. Dessa hastar har i ett pagaende forskningsprojekt genotypats med SNP-chip
avseende gener som hon manniska ger EDS (Ablondi et al. 2019b, 2022). Samtliga
har genomfort unghéstbedomning i SWB:s regi vid 3 ars alder. Individerna
grupperades efter formodad grentillhérighet (allround, dressyr eller hoppning)
baserat pa harstamning se tabell 2, dar fader och morfader tilldelats grentillhorighet
baserat pa avelsindex.

Tabell 2. Férmodad grentillhérighet for de 380 individerna baserat pa harstamning dar fader och
morfader tilldelats grentillndrighet baserat pa avelsindex.

Hopp Hopp Hopp
Hopp Dressyr Allround
Hopp Allround Hopp
Dressyr Hopp Allround
Dressyr Dressyr Dressyr
Dressyr Allround Dressyr

3.1.1 Intervju

Intervju som syftade till att undersoka individernas skadehistorik genomfordes.
Intervjuer genomfordes per telefon med samtliga identifierade djurdgare till vilka
kontaktuppgifter fanns att tillga offentligt och féljde ett standardiserat intervju-
protokoll (se bilaga 1). Uppringning som ej besvarades foljdes av ett textmed-
delande med information om syftet med samtalet samt en ytterligare uppringning
vid senare tillfalle om den tillfragade ej avbojt medverkan.

Till grund for protokollet ligger ett tidigare arbete inom samma forskningsprojekt.
Vissa omarbetningar har gjorts, dels for att kunna kombinera protokollet med andra
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projekt, dels for att kunna félja frageordningen smidigare under intervjun. Fragor
som varit tydligt subjektiva har uteslutits till det uppdaterade protokollet.

3.1.2 Tavlingsresultat

Tavlingshistorik for de 380 hastarna extraherades fran TDB:s databas. Inter-
nationella resultat eftersoktes for samtliga hastar i tva externa databaser (FEI
Database u.a.; HorseTelex u.a.) for att komplettera med resultat for hastar som salts
utomlands eller tavlats av ryttare som ej 16st tavlingslicens i SVRF.

3.1.3 Genotypdata

Genotyper for samtliga hastar fanns tillgangliga fran tidigare studier i samma pro-
jekt. Genotyperna var analyserade med ett SNP-chip for 670 tusen markorer. Efter
kvalitetskontroll fanns fortfarande samtliga 380 héstar representerade med 242,396
SNPs fran de ursprungliga 606,287 (Ablondi et al. 2019a). Av dessa SNPs var 6608
stycken belagna pa eller i narheten av de nitton gener som hos méanniska ger EDS.

3.2 Associationsstudie

For att analysera fenotyp- och genotypdata anvandes genanalysprogrammet plink
(Purcell et al. 2007). Plink har kapacitet att analysera stora mangder data pa kort
tid. Genom kommandotolken skrivs koden som dirigerar programmet till vilka
undersokningar och referensramar som géller for valda data. P-varde sattes till 7,9
* 10 (0,05/6363). Ett associationstest gjorde sedan med de hilsodata som hade
variation fran djuragarintervjuerna, dar fragor som besvarats unisont uteslots.
Resultaten korrigerades med Bonferoni for att generera justerade p-vérden. En
linjar regression gjordes for tavlingsdata dar férmodad stratifiering pa grund av
slaktskap kompenserades for genom kovarians baserat pa harstamning.

Signifikanta SNPs kontrollerades sedan mot referensgenom EquCab3 for att
undersoka gentillhérighet (Ensembl u.d.). Generna jamférdes sedermera mot mus-
och humangenom for att undersoka eventuell kand effekt av gen mot de
observerade fenotyperna. For detta anvandes hemsidan g:Profiler (Kolberg et al.
2023) som é&r baserad pa flera gendatabaser.

For signifikanta SNPs undersoktes variation i haplotyp genom att lista samtliga
haplotyper efter minor allele.

3.2.1 Genotypdata

SNP-data fran omraden kring de nitton generna som hos manniska ger EDS +500kb
fanns tillgangliga fran en tidigare studie i samma forskningsprojekt. Denna data
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genomgick ytterligare en kvalitetskontroll med avsikt att utesluta SNPs som ej ar
statistiskt anvéndbara. Kvalitetskontrollen innefattade avsaknad av gener for SNP
samt individ, for att sékerstalla att tillrackligt manga SNP finns representerade for
samtliga individer. Minor allele frequency (MAF), som syftar till att ta bort alltfér
ovanliga alleler inom patienten. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), for att under-
sOka om allelfrekvensen inom populationen foljer den forvantade.

3.2.2 Fenotypdata

Intervjusvar

Samtliga svar samlades i Excel-dokument. De férsta tvd kolumnerna avser famil-
jens respektive individens ID. Svaren omarbetades sedan till numeriska arbetsblad
dar 1 motsvarar ”ja”, 2 motsvarar ’nej” och 0 eller -9 motsvarar “vet ej” eller
”avsaknad”. Filen transkriberades sedan till tabavgransad textfil som kan ldsas av
plink.

Tavlingsresultat

Information om vilken tavlingsniva varje hast tavlat pa inom respektive gren
(dressyr, félttdvlan och hoppning) sammanstélldes i en Excel-fil. Filen transkribera-
des sedan till tabavgransad textfil som kan lasas av plink.
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4. Resultat

4.1 Intervju

Kontaktuppgifter till &gare av 51 hdastar (13 %) av genotypad population, fanns
offentligt tillgangliga. Av dessa stéllde dgare for 22 hastar (6 %) upp pa intervju.
Alla intervjudeltagare svarade pa samtliga fragor. Fyra av de tillfragade var tidigare
agare och svarade efter formaga da nuvarande &gare inte gick att na. Dessa hastar
hade bytt dgare for mellan ett och fem ar sedan. | figur 1 visas svarsfordelning for
de intervjufragor dar svaren varierade.
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Figur 1. Antal av de tillfrdgade som svarat ja pa respektive fraga. Y-axeln visar andel av de till-
frdgade. Grona staplar representerar subjektiva svar. Lila staplar representerar av veterinar
diagnosticerade akommor.

4.2 Tavlingsresultat

Tavlingsresultat fanns registrerade i TDB for 251 héastar (66 %) av undersokt
population. Efter sokning av resultat pa internationella databaser (FEI Database
u.a.; HorseTelex u.d.) korrigerades arton av resultaten pa grund av uppdaterad
tavlingsniva och ytterligare resultat fran annat land till och med 9 okt 2022 lades
till.
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Flest hastar hade resultat i hoppning (n=149) fordelat pa 82 i latt klass, 52 i
medelsvar och sexton i svar klass. Inom dressyr hade 70 héstar resultat (n=70),
varav 28 i latt klass, 34 i medelsvar och nio i svar klass. Fem hastar hade resultat i
falttavlan (n=5) fordelat pa tva i latt klass och fyra i medelsvar. Tretton héstar hade
resultat i fler &n en disciplin. Fér 27 av hastarna fanns enbart information om antal
starter och ej om vilken niva de tavlat. Antal hastar med resultat i respektive niva
och disciplin redovisas i figur 2.
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Figur 2. Antal hastar i populationen som har resultat i latt, medelsvar och svar klass i respektive
disciplin.

4.3 Genotyper

SNPs fran de nitton kanda generna relaterade till EDS +500kb analyserades i plink
(Purcell et al. 2007). Kvalitetskontroll genomfordes och data rensades baserat pa
foljande kriterier: minor allele frequency <0,01, avsaknad av genotyp per SNP
>0,10, avsaknad av genotyp per individ >0,10 samt Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) <0,0001. SNP call rate var 0.987862 (99 %). Totalt rensades 245 varianter
bort pa grund av avsaknad av genotyp per SNP, vilket lamnade 6363 varianter och
380 individer efter kvalitetskontrollen.

4.4 Associationstest

Signifikant association mellan fenotyper och generna kring EDS-generna med p-
virden <7,9 * 10 s&gs for tre fenotyper. De signifikanta virdena representerar
hélsoegenskaperna: annan inflammatorisk sjukdom, patellaupphakning samt kom-
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plikationer vid sarlakning, se tabell 3. Fenotyperna korrelerar med 41 olika SNPs,
se bilaga 2, samtliga lokaliserade pa kromosom 20 (ECAZ20), se figur 4. Loka-
lisationen for de signifikanta SNPs &r inom regionen 500kb fére och efter den
undersokta genen tenascin XB, se figur 3. Totalt innehaller det aktuella SNP-chipet
1853 SNPs i regionen. Majoriteten av varianterna var inom intron av transskript
(55 %). Resterande varianter var inom 5’ (17 %) respektive 3’ (5 %) untranslated
region (UTR), nedstréms fran gener (5 %), mellan gener (7 %). Av varianterna var
lika manga synonyma mutationer som missensemutationer (7 %).

Tabell 3. Signifikant representerade fenotyper med respektive Bonferoni-korrigerat signifikans-
vérde.

Fenotyp Bonferoni SNP
p-varde
Annan inflammatorisk sjukdom 1.545e-07 n=40
Patellaupphakning 4.295e-07 MNEc.2.20.31810903.PC
Komplikationer vid sarlakning 4.295e-07 MNEc.2.20.31810903.PC
1.00 Mb
32.2Mb 32.3Mb 32.4Mb 32.5Mb 32.6Mb 32.7Mb 32.8Mb 32
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Figur 3. Omréade pa kromosom 20 var signifikanta SNPs pavisats. Rod markering och text motsvarar
proteinkodande gener och position. Lila markering och text RNA-kodande gener och position.

De signifikanta SNPs aterfinns bland annat i generna tenascin XB (TNXB), SKI2
subunit of superkiller complex (SKIC2) och lymfocyt antigen 6 complex (Ly6g5b),
se bilaga 3. Omradet ligger inom ett av de sa kallade histokompabilitetskomplexen,
namligen Major Histocompability complex klass 111 (MHCIII) (Miller 2021).

Den individ som representerar signifikansen for annan inflammatorisk sjukdom &r
den enda individen som & homozygot for minor allele for 39 av de 40 korrelerade
SNPs.
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Figur 4. Manhattan-grafer. Svart prick motsvarar SNP-position och p-varde pa kromosom 20 for
fenotyperna patellaupphakning, komplikationer vid sarlakning samt annan inflammatorisk sjukdom.
R6d linje representerar p-varde.

Trots att grupptillhérighet kompenserades for vid den linjara regressionen erholls
forhojt lambdavarde for tavlingsresultat i hoppning vilket tyder pa att det foreligger
stratifiering inom populationen. Detta forefaller inte vara fallet for de tre halso-
egenskaperna se figur 5 och 6. QQ-graferna visualiserar hur p-vardet fran den
aktuella studien for halsoegenskaper foljer det forvantade p-vérdet under noll-
hypotesen till skillnad fran tavlingsresultat i hoppning dar det observerade p-vérdet
tydligt avviker tidigt fran forvantad linje.
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Figur 5. QQ-graf for tavlingsniva i hoppning efter linjar regression. De svarta prickarna motsvarar
de observerade p-vardena och hur de avviker fran ett forvantat utfall som illustreras av den réda
linjen.
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Figur 6. QQ-grafer for fenotyperna annan inflammatorisk sjukdom, patellaupphakning och
komplikationer vid sarlakning. Svarta prickar motsvarar observerade p-véarden. Rod linje motsvarar
forvantat p-varde.
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5. Diskussion

Denna studie syftade till att undersdka korrelation mellan skade- och tavlings-
historik och gener som ger EDS hos ménniska genom att undersoka om hastar som
har varianter av dessa gener &r utsatta for skador som kan hérledas till kollagen-
defekter i storre omfattning samt undersoka deras tavlingsresultat. Dessvarre
erholls endast en liten andel (6 %) intervjusvar fran den genotypade populationen.
Den laga svarsfrekvensen fran en relativt liten population sanker sannolikheten att
resultaten skulle vara representativa for populationen. En utdkad intervju dar man
nar ut till fler hastagare samt med tydligare diagnostiska fragestéllningar skulle 6ka
trovardigheten for resultatet.

5.1 Patologi

| denna studie pavisades dock signifikant korrelation mellan tre halsoegenskaper
och flera undersokta SNPs. Fenotyperna patellaupphakning, komplicerad sarlak-
ning och annan inflammatorisk sjukdom korrelerade med 41 SNPs i kromosom 20.
Tre av dessa SNPs ar belagna inom genen TNXB som ar en diagnostisk pusselbit
till KEDS (Malfait et al. 2017).

Viktigt att ndmna ar att GWAS-resultat enligt Dehghans bor tolkas med forsiktighet
(2018). De namner i sitt kapitel om GWAS i boken Genetic Epidemiology:
Methods and Protocols att de SNPs som identifieras oftast inte ar den funktionella
varianten utan snarare fungerar som en markor fér omradet som orsakar sjukdom.
Ocksa den aspekten att antalet intervjusvar som lag till grund for signifikansen for
andra inflammatoriska sjukdomar var fa till antalet, endast en tillfragad svarade ja
pa fragan, ar en anledning till att tolka resultaten med forsiktighet.

TNXB ér belagen inom histokompabilitetskomplex klass 111 (MHCIII), en region i
genomet som innehaller manga gener som ar viktiga for det specifika immunsvaret
(Gruen & Weissman 2001). Inom MHCIII aterfinns bland annat flertalet gener som
kodar for komplementsfaktorer, proteiner som ingar i komplementsystemet, som &r
en viktig del i immunforsvaret. Regionen &r i stark linkage disequilibrium, det vill
sdga att alleler i omradet nedarvs i langa haplotyper (Miretti et al. 2005). Att vi
pavisat variation i regionen som korrelerar med inflammatorisk sjukdom och att
aven flera SNPs i omradet saknar signifikans kan vara en ledtrad mot att en sarskild
haplotyp i omradet for MHCIII kan ses i samband med inflammatorisk sjukdom.

Att endast kdnna till skadehistoriken for 6 % av studiepopulationen &r en starkt
begransande faktor i denna studie. Det var svart att fa kontaktuppgifter till djur-
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agare. Djuragarregister finns hos SWB men restriktioner kring delning av dessa pa
grund av GDPR forsenade arbetet. Att endast intervjua héstégare for vilka kontakt-
uppgifter fanns offentligt tillgangliga har troligt paverkat resultatet starkt. Denna
metod medforde att de tillfragade till stor andel var yrkesmassiga hastagare och
agare till hobbyhastar &r i minoritet i underlaget. Genom att i samarbete med SWB
fa kontaktuppgifter till en stérre andel av populationen kunde man na ut till fler av
de genotypade hastarna och darigenom na mer palitliga resultat.

5.2 Tavlingsresultat

Nagot tydligt samband mellan prestationsniva och kandidatgenerna kunde inte fast-
stallas i denna studie. Det &r sedan tidigare ként att gener korrelerade till EDS,
narmare bestamt PLOD1, har samband med hur val halvblodsh&star [ampar sig for
sport, i synnerhet dressyr (Metzger et al. 2021; Ablondi et al. 2022). | denna studie
kunde PLODL1 inte kopplas till 6kad prestation i dressyr. Det kan forklaras av att
denna studie har undersokt det direkta sambandet med prestationsniva till skillnad
fran de tidigare studierna dar EBV studerats och samband pavisats med flera, inom
dressyr och hoppning, eftertraktade egenskaper. Vilken niva hasten tavlar pa
paverkas inte bara av vilka egenskaper den besitter.

Baserat pa aktuellt underlag har korrelation mellan de undersékta generna och
tavlingsniva inom de stora ridsportsdisciplinerna hoppning, dressyr och falttavlan
inte kunnat pavisas. Daremot kunde en stratifiering inom subpopulationen hopp-
héstar pavisas. Subgrupper inom svenska halvblodsaveln har tidigare visats bland
annat av Ablondi med flera som studerat samma population som den aktuella
studien (2019a). De visade i sin studie genetiska skillnader mellan hastar avlade for
dressyr och hoppning och argumenterar for en snabb genetisk forandring da de sett
fler langa gensektioner som var under selektion for subpopulationen hopphéstar.

For att kompensera for stratifiering inom populationen hade ytterligare arbete
behovts for att gruppera populationen mer (Dehghan 2018). Detta hade sannolikt
fatt som foljd att underlaget hade blivit fér smalt med bakgrund av lagt deltagande
i intervjun och att endast tva tredjedelar av individerna hade tavlingsresultat.

Problemet som diskuterades i inledningen angaende att det ar svart att fa full-
standiga data fran hastars liv da de ofta flyttar och byter dgare fanns dven i denna
studie. Endast 66 % av héstarna hade resultat registrerade i TDB. Ytterligare infor-
mation fran samma, men dven andra individer gick att finna i andra databaser. Alla
databaser innehaller olika data och avkall gjordes darfér pa manga parametrar fran
den svenska databasen for att kunna inkludera resultat fran fler individer. Att endast
undersoka uppnadd tavlingsniva skulle kunna kompletteras med exempelvis antal
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ar i tavling, erhallna poang samt antal starter for att fa en battre bild av hur hallbar
en individ &r i sporten (Jonsson et al. 2014). Det skulle da ge svar pa om individen
har natt en niva pa kort tid och fa antal starter vilket eller tvart om vilket skulle
kunna indikera mer hallbara individer som kan prestera under langre tid. Detta
kunde vara genomforbart om ett samarbete mellan nationella och internationella
tavlingsforbund kunde implementeras dar man kunde harmonisera datainsam-
lingen.

For att i framtiden fastsla kausala genvarianter for hypermobilitet hos hast kravs en
definition av hypermobilitet likt Brightonskalan som anvands inom humanmedicin
(Ghali et al. 2019). Genom att objektivt skilja pa mer eller mindre rorliga individer
skulle man ytterligare kunna undersoka den genetiska bakgrunden for tillstandet.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Manga av kroppens organ bestar av bindvav i olika utstrackning. Bindvaven finns
dar for att ge stabilitet och 6verfora krafter nar kroppen ror sig. Skador i bindvaven
kallas for kollagendysplasier om de har en genetisk bakgrund. Hos méanniska samlas
sadana skador under paraplybegreppet Ehlers-Danlos Syndrom (EDS). Liknande
skador finns &ven hos vara hus- och produktionsdjur.

Det &r sedan tidigare ké&nt att mutationer i samma gener som hos méanniska orsakar
EDS &ven orsakar sjukdom hos bland annat héstar. Studier har visat att hastar som
bér pa sadana gener ar 6verrepresenterade bland hastar som &r avsedda att tranas
och tavlas i dressyr. Som exempel orsakar en mutation i genen PLODL1 en typ av
sjukdom som karaktériseras av dverrorliga leder och skoér hud. Mutationer i samma
gen hos hast ger liknande attribut och de hastarna fods ofta doda eller avlivas i tidigt
skede.

Denna studie har undersokt om hastar far fler liknande skador som méanniskor av
mutationer i generna i frdga samt om hastar som bér pa dessa mutationer presterar
battre eller samre i sporten. Genom att intervjua &gare till hastar som sedan tidigare
ar genotypade fa reda pa hastarnas skadehistorik. Jamfora intervjuresultaten samt
tavlingsresultat med gendata kunde det pavisas att det finns ett visst samband
mellan skadehistorik och generna som hos ménniska ger EDS.

Resultaten pekar pa att det verkar finnas samband mellan sjukdomarna patella-
upphakning, komplicerad sarlakning och annan inflammatorisk sjukdom hos hast
och EDS-generna. Gruppen som resultaten baseras pa ar dock liten och urvalet ar
inte helt representativt for den stora populationen sa slutsatser ska dras med
forsiktighet. Ytterligare studier behdvs for att verifiera fynden och for att vidare
undersoka vilken effekt det har pa héstarnas halsa och prestation.
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Bilaga 1

Bakgrundsdata:

Hastnamn:

Registreringsnr (Anges utan blanksteg, tex: 12345678):

Fader:

Moder:

Fodelsear:

Kon:

Agare:

Hur léange har nuvarande dgare agt hasten?:

Antal dgare innan:

Datum:

Evaluator:

Intervjuobjekt

Djuragarintervju:

Huvudsaklig tranings-/tavlingsdiciplin (D/H/F/O):

Traningsintensitet (L=1-2, M=3-4, H=5-6 d/v)

Ar hasten sund? (Ja/Nej/Vet gj)

Musculoskeletal smérta i tva eller fler ben, eller vandrande smarta, senaste

3 manaderna

Fick hasten hoga poéng vid 3-arstest? (Ja/Nej/Vet gj)

Har héasten haft patellaupphakning? (Ja/Nej/Vet ej)

Upplever du hasten som overrorlig? (Ja/Nej/Vet gj)

Upplever andra hasten som overrorlig? (Ja/Nej/Vet gj)
Om ja, vem?

Har héasten haft problem med tandtrangning? (Ja/Nej/Vet g))

Har hasten haft tandlossning, EORTH (Ja/Nej/Vet gj)

High or narrow palate

Kéand skadehistorik veteinarbedémd (Ja/Nej/Vet ej)(antal ggr i rad under):

Ledgallor

Ledinflammation

Artros i benens leder

Artros i nacke/brostrygg
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Artros i Sl-led

Ligamentskada i ben

Ligamentskada i rygg

Skada gaffelband

Senskada bojsenor

Senkontraktur

Skada till peroneus tertius

Osteochodros

Frakturer/fissurer i revnben

Patellaluxation

Inguinalbrack

Umbilikalbrack

Diafragmabrack

Bockhov

Hovbold

Hovsprickor

Béarrandsrota

Aorta aneurysm

Ogonskador

Allergisk sjukdom

Annan inflammatorisk sjukdom

Komplikationer vid sarlakning

Ovriga upplysningar om hastens halostatus:
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Bilaga 2

Signifikanta SNP

Annan inflammatorisk sjukdom
CHR SNP Konsekvens Bonferoni p-
varde
20 | MNEc.2.20.31269755.PC | intron 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31288124.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31296864.PC | 3'UTR 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31319184.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31320351.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31337432.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31339178.PC | intron 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31344080.PC | synonym 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31405258.PC | synonym 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31407550.PC | downstream gene 1.545e-07
variant
20 | MNEc.2.20.31408547.PC | synonym 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31416014.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31431147.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31456336.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31464567.PC | missense 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31471899.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31510078.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31537446.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31557615.PC | intron 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31558348.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31568526.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31581625.PC | intergenic variant 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31648312.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEC.2.20.31662442.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31678431.PC | intron 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31700671.PC | missense 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31717755.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31731473.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31760796.PC | intron 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31801022.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31817028.PC | missense 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31825301.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31825765.PC | 5'UTR 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31826594.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31833922.PC | 3'UTR 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.31923445.PC | intron 1.545e-07
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20 | MNEc.2.20.31930618.PC | intron 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31948432.PC | intergenic variant 1.545e-07
20 | MNEc.2.20.31990908.PC | intergenic variant 1.545e-07
20 | MNECc.2.20.32028459.PC | downstream gene 1.545e-07
variant
Patellaupphakning
CHR SNP Bonferoni p-
varde
20 | MNEc.2.20.31810903.PC | intron 4.295e-07
Komplicerad sarldakning
CHR SNP Bonferoni p-
varde
20 | MNEc.2.20.31810903.PC | intron 4.295e-07
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Bilaga 3

e emple O 0log Be 0
ENSECAG00000000841 | Hspall heat shock protein 1-like
ENSECAG00000001037 | Hspalb heat shock protein 1B
ENSECAGO00000003887 | Pbx2 pre B cell leukemia homeobox 2
ENSECAGO00000004709 | C2 complement component 2 (within

H-2S)
ENSECAG00000007750 | Ddx39b DEAD box helicase 39b
ENSECAGO00000008615 | C4b complement component 4B (Chido
blood group)
ENSECAG00000011024 | Prrtl proline-rich transmembrane protein
1
ENSECAG00000011854 | Cfb complement factor B
ENSECAG00000012274 | Nelfe negative elongation factor complex
member E, Rdbp
ENSECAGO00000012302 | NOTCH4 notch receptor 4
ENSECAG00000013260 | Bag6 BCL2-associated athanogene 6
ENSECAGO00000013375 | Abhdl6a abhydrolase domain containing 16A
ENSECAGO00000014481 | Agpatl 1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase 1 (lysophosphatidic
acid acyltransferase, alpha)
ENSECAGO00000014620 | Vars valyl-tRNA synthetase
ENSECAG00000015693 | Rnf5 ring finger protein 5
ENSECAG00000015824 | Apom apolipoprotein M
ENSECAG00000016208 | Cyp2lal cytochrome P450, family 21,
subfamily a, polypeptide 1
ENSECAG00000016698 | Tsbpl testis expressed basic protein 1
ENSECAGO00000017868 | Ppt2 palmitoyl-protein thioesterase 2
ENSECAGO00000019093 | Gpankl G patch domain and ankyrin repeats
1
ENSECAGO00000019689 | Ly6g6e lymphocyte antigen 6 complex,
locus G6E
ENSECAG00000020118 | Msh5 mutS homolog 5
ENSECAGO00000020637 | Prrc2a proline-rich coiled-coil 2A
ENSECAGO00000020819 | Ager advanced glycosylation end
product-specific receptor
ENSECAG00000021823 | Skic2 SKI2 subunit of superkiller
complex
ENSECAG00000024491 | Stk19 serine/threonine kinase 19
ENSECAG00000025009 | Nfkbill nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B
cells inhibitor like 1
ENSECAGO00000025364 | Gm25744 predicted gene, 25744
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ENSECAGO00000026567 | Snord52 small nucleolar RNA, C/D box 52
ENSECAGO00000035532 | HLA-A major histocompatibility complex, ¢
ENSECAGO00000038641 | D17H6S53 | DNA segment, Chr 17, human
E D6S53E
ENSECAGO00000038712 | Tnxb tenascin XB
ENSECAGO00000039366 | Atp6vig2 ATPase, H+ transporting,
lysosomal V1 subunit G2
ENSECAG00000042553 | Ly6g5b lymphocyte antigen 6 complex,
locus G5B
ENSECAG00000043247 | N/A N/A
ENSECAG00000050186 | N/A N/A
ENSECAG00000057333 | N/A N/A
ENSECAG00000058197 | N/A N/A
ENSECAGO00000058483 | LY6GG6F lymphocyte antigen 6 family

member
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Publicering och arkivering

Godkéanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
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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 sékbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har skrivit arbetet géller
krysset for samtliga forfattare. L4s om SLU:s publiceringsavtal har:

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

JA, jag ger harmed min tillatelse till att foreliggande arbete publiceras enligt
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