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Sammanfattning

Trampdynehyperkeratos har kliniskt karaktiriserats hos fem hundraser: kromfohrlander, rottweiler,
irlandsk terrier, norfolk terrier och dogue de bordeaux. Hos samtliga av dessa hundraser har sjuk-
domen kunnat konstateras vara av genetiskt ursprung. Den kliniska bilden hos dessa hundraser
varierar fran milda symtom sdsom fortjockade trampdynor till mer allvarliga symtom sasom
lesioner, blddningar i trampdynorna och smértorsakad hilta.

Denna sjukdom har nu dven diagnosticerats hos tvd hundar av rasen tysk schéfer, som tidigare inte
identifierats vara drabbad av sjukdomen. Dessa tvd hundar &r halvbroder med olika modrar men
gemensam fader. Forédldradjuren och kullsyskonen till de insjuknade hundarna &r kliniskt fria fran
sjukdomen. Gemensamma symtom for de tva schiaferhundarna ar fortjockade trampdynor samt
fissurer i dessa. Fissurerna kan ibland vara blodande. Bdda hundarna uppvisar tecken pa smairta fran
tassarna i form av ovilja att stodja och gé pa dessa samt hilta.

Det saknas idag kunskap om trampdynehyperkeratos hos tyska schifrar da denna ras tidigare inte
varit drabbad av sjukdomen. Med anledning av detta ar syftet med denna studie att undersoka
huruvida denna forekomst av trampdynehyperkeratos hos tyska schifrar dr orsakad av tva av de
tidigare identifierade kausala genetiska varianterna i generna FAMS3G och DSGI. Resultat fran
denna kandidatgen-studie visar att de insjuknade hundarna innehar vildtyp-varianterna for bada
dessa gener. Detta innebar att de tidigare identifierade genetiska varianterna i generna FAM83G och
DSGI inte forekommer hos de tvé insjuknade tyska schiferhundarna.

Ytterligare tva genetiska varianter har tidigare identifierats som kausala till trampdynehyperkeratos
hos hund av raserna norfolk terrier och dogue de bourdeaux. Dessa genetiska varianter forekommer
i generna KRT10 och KRTI6. Vidare forekommer dven ytterligare flertalet genetiska varianter
bakom motsvarande sjukdom hos ménniska, palmoplantar keratoderma. D4 denna studie inte kunde
péavisa den kausala genetiska varianten bakom trampdynehyperkeratos hos tysk schéfer, ar vidare
forskning 1 &mnet nodviandigt. Detta skulle kunna genomforas efter liknande metod som anvindes i
denna studie, alternativt genom helgenomsekvensering.

Nyckelord: trampdynehyperkeratos, keratinisering, tysk schéfer, mutation



Abstract

Footpad hyperkeratosis has successfully been identified in five different dog breeds: Kromfohr-
lander, Rottweiler, Irish Terrier, Norfolk Terrier and Dogue de Bordeaux. This disease has been
ascertained to be of hereditary origin in all affected dog breeds. The disease profile in these dog
breeds vary from mild symptoms such as hyperplastic footpads to more severe symptoms such as
lesions, bleedings from the footpads and pain-induced limp.

Recently this disease has been diagnosed in two German Shepherds, a breed which has previously
been unaffected by this disease. The two affected dogs are half-brothers with different mothers but
the same father. The parent dogs and littermates of the two affected dogs are clinically free of the
disease. Shared symptoms between the two affected dogs are hyperplastic footpads with fissures,
which at times can bleed. Similarly, both dogs show signs of pain from their footpads, which include
reluctance to stand on the footpads and properly walk.

There is limited knowledge about footpad hyperkeratosis in German Shepherds in the scientific field
today, as this disease had not been identified in this dog breed before. For this reason the purpose of
this study is to examine whether or not the occurence of footpad hyperkeratosis in German
Shepherds is caused by two of the already identified genetic variants in the genes FAMS3G and
DSGI. The results from this study show that both affected dogs have wildtype-variant for these
genes. The indication of these results is that the earlier identified genetic variants within the genes
FAMS3G and DSG1 are not present in the affected dogs that participated in this study.

Additionally two other causal genetic variants have been linked to footpad hyperkeratosis in dogs,
specifically of the breeds Norfolk Terrier and Dogue de Bourdeaux. The genes in which these addi-
tional genetic variants are present are KR7/0 and KRT16. Furthermore other genetic variants have
been identified in the corresponding disease affecting humans, palmoplantar keratoderma. As this
study could not specify the causal genetic variant behind footpad hyperkeratosis in German Shep-
herds, additional research on the subject is necessary. This could be done through similar methods
as used in this study, alternatively through whole genome sequencing.

Keywords: footpad hyperkeratosis, keratinisation, German Shepherd, mutation
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1. Introduktion

Det har tidigare observerats hur fem hundraser dr drabbade av fyra olika genetiska
genvarianter som medfor att drabbade hundar utvecklar en érftlig form av tramp-
dynehyperkeratos dér allvarlighetsgraden i den kliniska bilden varierar. Gemen-
samt for dessa hundraser dér individer har drabbats av denna sjukdom é&r att tramp-
dynornas hud blir fortjockad. De hundraser som i nuldget bekréftats vara drabbade
av arftlig form av trampdynehyperkeratos dr irlindsk terrier, kromfohrldnder,
rottweiler, dogue de bordeaux och norfolk terrier.

Hos irlédndsk terrier och kromforhldnder orsakas detta av ett basparsutbyte i genen
Family With Sequence Similarity 83 Member G (FAM83G) (Sayyab et al. 2016 &
Drogemiiller et al. 2014). Denna mutation medfor ett aminosyrautbyte fran arginin
till prolin, vilket ger en strukturfordndring hos det translaterade proteinet som kodas
frdn denna gen, vilket da resulterar i en fordndrad funktion hos proteinet (Sayyab et
al. 2016). Funktionen hos detta protein dr i huvudsak att interagera med Casein
Kinase 1 Alpha (CK1-a) och genom denna interaktion stimulera Wnt-signalering,
vilket medfor fordndrat genuttryck i cellen (Wu et al. 2019). Proteinet uttrycks
huvudsakligen i hudens epidermis (Drégemiiller ef al. 2014). Bada hundraserna har
aven konstaterats utveckla liknande kliniska symtom vid utveckling av sjukdomen
(Drogemiiller et al. 2014). Dessa symtom innefattar forhardnade och fortjockade
trampdynor som létt spricker. Lateralt pad trampdynorna ses dven utbuktande
strukturer (Sayyab et al. 2016 & Drogemiiller et al. 2014). 1 jaimforelse till detta
orsakas trampdynehyperkeratos hos rottweiler av en deletion av fem baspar i genen
Desmoglein 1 (DSGI) (Backel et al. 2020). Detta resulterar i en fordndrad ldsram
vid translation av proteinet och att proteinet blir kortare. De kliniska bilder som
observerats hos rottweiler dr fortjockade trampdynor med fissurer och utbuktande
keratiniserade strukturer. Dessutom har det observerats generell kldda samt &ter-
kommande 6roninfektioner (Backel et al. 2020).

Trampdynehyperkeratos har dven identifierats hos dogue de bordeaux dir den
bakomliggande genvarianten for sjukdomen konstaterats vara orsakad av en inser-
tion i genen Keratin 16 (KRT16). Resultatet av denna genvariant blir en férandrad
lasram som orsakar ett forkortat protein pa grund av ett for tidigt stoppkodon vid
translation (Plassais ef al. 2015). Den kliniska bilden hos affekterade hundar inne-
fattar fortjockade trampdynor med fuserade papilliforma strukturer samt fissurer i
trampdynorna (Paradis 1992). Genvarianten som konstaterats orsaka sjukdomen
hos norfolk terrier dr lokaliserad 1 genen Keratin 10 (KRT10). Denna mutation kan
orsaka flera olika felaktiga strukturer hos det bildade proteinet. Hos vuxna hundar
kan symtom som skora trampdynor som utvecklar lesioner och fissurer samt
hyperpigmentering (Credille et al. 2005).



Nyligen har tvi tyska schéfrar diagnosticerats med trampdynehyperkeratos. Detta
har skett efter klinisk unders6kning av legitimerade veterindrer med specialist-
examen inom dermatologi samt bekrédftande histopatologisk undersokning fran
biopsier. Hundarna har gemensam fader men olika mddrar. Samtliga foréldradjur
och kullsyskon till bada affekterade hundarna dr kliniskt fria frdn trampdyne-
hyperkeratos. Rasen tysk schéfer har sedan tidigare inte konstaterats vara drabbad
av arftlig trampdynehyperkeratos.

1.1 Syfte

Syftet med denna studie &r att undersdka huruvida det finns genetiska riskfaktorer
som Okar risken att utveckla trampdynehyperkeratos hos tysk schiferhund. Vidare
avser denna studie undersdka om dessa riskfaktorer Overensstimmer med tva av de
tidigare studerade genetiska riskfaktorerna i generna FAMS3G och DSGI. Vid
héndelse av att dessa inte 6verensstimmer diskuteras vilka andra mdjliga genetiska
riskfaktorer som ligger till grund for detta.
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2. Litteraturoversikt

2.1 FAMB83G genvariant hos kromfohrlander och
irlandsk terrier

En sammanfattning av den kliniska bilden hos hundar av rasen irldndsk terrier
gjordes av Binder et al. (2000) dir de beskrev att den kliniska bilden hos affekterade
hundar ofta observeras tidigt da hundarna &r mellan 18-24 veckor gamla. De initiala
kliniska symtom som kan observeras hos de affekterade hundarna &r da att epi-
dermis pd hundarnas trampdynor blir fortjockat, férhirdnat och oelastiskt. Denna
kliniska bild vidareutvecklas till att medfora att epidermis pa trampdynorna bildar
papill-formade utbuktningar lateralt. Vidare visade Drogemiiller et al. (2014) hur
dessa strukturer kan vixa till en storlek pa upp till 5 mm i diameter. Till f61jd av att
epidermis blir forhardnat och oelastiskt uppstér fissurer i varierande storlek och
djup, som kan ge upphov till sar i trampdynorna. Detta resulterar i sin tur i smérta
och hilta hos de affekterade hundarna. Utover detta kan dven hundarnas klor vara
valdigt harda samt védxa snabbare &n hos friska hundar. Den kliniska bilden hos
irlindsk terrier och kromfohrldnder 4r i stort gemensam mellan dessa hundraser
(Drogemiiller et al. 2014).

De histopatologiska fynd som gjordes av Drogemiiller och medarbetare (2014) fran
biopsier tagna frin affekterade trampdynor hos hund av rasen kromfohrlédnder var
mattlig epidermal hyperplasi samt utbuktande papill-liknande strukturer. Epidermis
pa hundarnas trampdynor ticktes av rikligt med keratin frdn hudlagret stratum
corneum. Vid dessa histopatologiska undersékningar noterades hur cellerna i affek-
terade hundars epidermis var differentierade och att inga cellkidrnor kunde obser-
veras i stratum corneum. Detta dr d&ven nidgot som Binder et al. (2000) observerade
vid histopatologiska undersdkningar hos irldndsk terrier, da de &ven observerade en
avsaknad av epidermolys och inflammatoriska infiltrat 1 epidermis. Vidare beskri-
ver Binder et al. (2000) hur de vid histopatologiska undersékningar utéver detta
dven observerat hur epidermala papiller &r mer markant framtridande, avrundade
och delvis fuserade med varandra. Dessutom beskriver de hur de kunde se
hypergranulos, det vill siga ett fortjockat stratum granulosum, i epidermis.

Efter bioinformatisk analys av genomford helgenomsekvensering av genomiskt
DNA fran en affekterad avkomma och béda friska fordldrar hos rasen kromfohr-
lander identifierade Sayyab och medarbetare (2016) en punktmutation i exon 1 i
genen FAMS3G, dir en guanin-nukleotid bytts ut mot en cytosin-nukleotid. Detta
resulterar i ett aminosyrautbyte (sd kallat missens) ddr aminosyran arginin byts ut
mot prolin. Effekten av detta blir en férdndring i laddning da arginin &r en positivt
laddad aminosyra medan prolin generellt klassificeras inneha en neutral laddning,
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vilket kan paverka proteinets struktur. Detta resulterar i sin tur i att proteinet far en
forandrad funktion. Den affekterade avkomman i denna studie var homozygot for
mutationen medan de bida friska fordldradjuren var heterozygota for den. I enlighet
med detta neddrvningsmonster konstaterades att mutationen var autosomalt
recessiv (Sayyab et al. 2016). Denna mutation identifierade dven Drégemiiller
(2014) hos irldndska terrierhundar som var drabbade av trampdynehyperkeratos.

I en tidigare studie undersokte Vogt et al. (2014) proteomet av regulatoriska pro-
teiner som dr involverade 1 ben-morfogenetiska-proteiners (BMP) signalvigar, som
vidare dr en grupp nérbesldktade ligander som binder till Transforming Growth
Factor beta (TGF-B) familjen. Denna grupp av ligander dr nddvéndiga for etablering
och upprétthallande av homeostas i flertalet olika vidvnader. Vidare bidrar BMP-
signalvidgar mer specifikt till att kontrollera fundamentala celluldra processer inom
differentiering, proliferation, celluldr 6verlevnad, migration och morfogenes. Detta
uppnas vid bindning mellan BMP-ligand till dess som da underléttar fosforylering
och dirmed aktivering av bland annat typ 1 BMP-receptorer. Resultatet av detta ér
att typ 1 BMP-receptorer i sin tur fosforylerar och aktiverar receptor-reglerande
transkriptionsfaktorer i R-SMAD familjen i cytoplasman, sdisom R-SMAD-1, R-
SMAD-5 och R-SMAD-8, varpa dessa direfter interagerar med SMAD-4 och
transporteras till cellkdrnan dér de binder DNA och fungerar som transkriptions-
faktorer 1 dessa komplex. Vid denna proteomiska studie identifierade Vogt et al.
(2014) genen FAMS3G som kodar for ett interaktionsprotein till SMAD 1. Detta
uppnas da FAMS&3G, till foljd av aktivering frain BMP typ 1 kinaser, bildar ett
makromolekylirt komplex tillsammans med SMAD 1, vilket kan ske oberoende av
interaktion med SMAD 4. Vidare kunde Vogt et al. (2014) i denna studie visa hur
FAMS3G utover detta dven reglerar genuttryck oberoende av signalering fran
BMP-signalvégar.

I en annan studie undersokte Wu (2019) funktionen hos FAM83-proteiner genom
att analysera deras gemensamma och konserverade Domain of Unkown Function
1669 (DUF1669) -domin vid proteinernas N-terminal. De observerade da hur dessa
proteiner binder till olika CK1-isoformer och didrmed forflyttar dessa till olika
subcelluldra lokalisationer. Mer specifikt kunde de observera hur FAMS3G
interagerar med CK1-a och dédrigenom bidra till att stimulera Wnt-signalering 1
celler. Detta genom att stimulera ackumulation av B-catenin i cellkdrnan. B-catenin
bidrar till att aktivera Wnt-beroende genuttryck genom att bilda makromolekylldra
komplex tillsammans med TCF-/LEF-transkriptionsfaktorer. Vid proteomisk ana-
lys av interagerande protein hos celler med FAMS83G-mutation observerade Wu
(2019) hoga nivaer av CK1-a, vilket de foreslog visar pa en oférméga hos proteinet
att binda till CK1-a och dirmed aktivera Wnt-signalering. Till foljd av detta fo-
reslogs att de relativa nivder av Wnt-signalerande komponenter som regleras av
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CK1-a mellan celler och vivnader kommer bidra till den fenotyp som uttrycks till
foljd av mutation i FAMS3G-genen. Dessutom noterar de ett hogt genuttryck av
FAMS3G 1 epidermis och harfolliklar, vilket da skulle kunna innebéra att FAM83G
ar nodvindig for vavnadsspecifik reglering av CK1-a aktivering samt modulering
av signalrespons i dessa vdvnader.

2.2 DSG1 genvariant hos rottweiler

Vid studie av trampdynehyperkeratos hos rottweiler noterade Backel et al. (2020)
hur de symtom som utvecklas skildes at i bade utseende och allvarlighetsgrad i
jamforelse med motsvarande sjukdom hos kromfohrlédnder och irlandsk terrier. En
affekterad rottweiler uppsokte veterindr vid sex ménaders &lder d& djurdgarna hade
noterat att hunden hade torra trampdynor sedan étta veckors alder. Vid den kliniska
undersokningen uppvisade hunden symtom sasom fortjockade trampdynor bestaen-
de av keratin ddr de digitala och metacarpala/metatarsala trampdynorna var mest
affekterade. Vidare observerades fissurer i trampdynorna. Utdver regelbunden
applicering av fuktgivande och keratolytiska behandlingar var denna hund &ven i
behov av regelbunden trimning av trampdynorna under generell anestesi. Inter-
vallen mellan denna trimning av trampdynorna forkortades da hundens symtom
forvarrades over tid. Denna hund utvecklade dven icke-sdsongsbunden kldda samt
aterkommande 6roninfektioner vid 8-12 manaders élder. Vid behandling for detta
kunde hundens kléda kontrolleras. Ddremot fortsatte de dterkommande 6roninfek-
tionerna uppkomma, samt flera intermittenta tillfillen med bakteriella ytliga
hudinfektioner. Utseendet av huden vid de uppkomna hudinfektionerna kunde
observeras vara hyperkeratotiska plaque samt ytliga krustor. Dessa hudinfektioner
uppkom oftast dver omraden som utsattes for hog pafrestning, sdsom till exempel
armbdgar och lateralt pa haserna.

I biopsier tagna frdn trampdynorna kunde Backel ef al. (2020) observera hur det
forekom hyperplasi i epidermis yttersta lager stratum corneum. Detta medforde en
tydlig expansion av epidermis gentemot hur trampdynor ser ut hos oaffekterade
hundar. Vidare observerades utseendet i stratum corneum vara arrangerat i papilléra
villi-liknande strukturer bestdende av kompakt keratin. Utdver detta ses dven
expansion av det granuldra cellagret.

For rottweiler-hundar med trampdynehyperkeratos kunde Backel et al. (2020) iden-
tifiera en mutation i genen DSGI, vilket dr en gen som de menar kan orsaka
motsvarande sjukdom hos ménniska, palmoplantar keratoderma. Mutationen hos
rottweiler innebar en deletion av fem baspar som orsakar en ldsramsforskjutning.
Den affekterade hunden i denna studie var homozygot for mutationen. De hade
dock inte tillgang till hundens fordldradjur eller andra heterozygota rottweiler-
hundar. Av denna anledning kunde de inte sdkerstdlla huruvida denna mutation gav
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upphov till trampdynehyperkeratos vid enbart homozygot eller dven vid hetero-
zygot genuppsittning, likt motsvarande mutation hos manniska med motsvarande
sjukdom. Genen DSGI kodar for proteinet desmoglein 1, vilket utgoér en del av
desmosomer.

Johnson et al. (2014) beskriver i en artikel hur desmosomer bidrar till att upprétt-
halla intercellulira bindningar genom att binda intermedidra filament mellan
nérliggande celler till varandra och didrmed stérks integriteten i vivnader. Desmo-
somer finns framfor allt i epitelvivnader som utsétts for mekanisk stress som epitel
1 hud och hjérta och ger stabilitet och styrka hos vdvnader. I huden péverkar de
genomsldpplighet, det vill sdga formagan att utestéinga &mnen frin att upptas genom
huden. De proteiner som utgdér desmosomer dr de transmembranbundna desmoglein
och desmocollin som via bindning till plakoglobin, plakofilin och desmoplakin
binder till intermedidra filament i cellernas cytoplasma. Vidare beskriver Waschke
et al. (2005) hur de komponenter som utgdér desmosomer foréndras i keratinocyter
1 takt med att dessa celler differentierar och stratifierar. DSG1 uttrycks 1 celler som
forflyttats utanfor basal lamina och ddrmed befinner sig i de suprabasala dermala
skikten. Uttrycket av DSG1 6kar progressivt 1 stratifieringslagren i epidermis.

Genom flertalet olika experimentella tester kunde Harmon et al. (2013) pavisa hur
DSGI har en reglerande funktion vid celldifferentiering hos keratinocyter. Detta
sker dd@ DSG1 pa desmosomer binder till proteinet Erbin och genom denna bindning
bidrar till att inhibera ERK-SHOC2 bindning, vilket vidare skulle medfora aktive-
rande bindning av SHOC?2 till membranbundet Ras som é&r ett GTPas. Vid en sddan
bindning stimuleras celldifferentiering som bidrar till en felaktig celluldr formation
for de yttre epidermala cellulédra lagren. Den inhibition av ERK som mdjliggors av
DSG1 mojliggor de morfologiska och biokemiska fordndringar som dr nédvindiga
for keratinocyter 1 differentieringssyfte for att bilda ett funktionellt stratum
corneum.

2.3 KRT16 genvariant hos dogue de bordeaux

Arftlig trampdynehyperkeratos forekommer dven hos hundrasen dogue de bor-
deaux. Hos denna hundras varierar de symtom som uppvisas mellan individer frn
lindriga till svara. Den kliniska bilden kartlades av Paradis (1992). Hos de hundar
som undersoktes visade samtliga affekterade individer symtom vid sex manaders
alder. De lindriga symtom som kunde ses hos nagra av de drabbade individerna var
lesioner pa samtliga trampdynor samt fortjockade trampdynor i papill-liknande
strukturer. Hos dessa fall forekom ingen uttalad hilta eller andra uttryck av
smartsymtom. Vid svarare fall var dessa fordndringar mer uttalade och orsakade
aven fokalt djupare fissurer samt inflammation i trampdynorna. Vidare forekom
dven hélta och andra smirtsymtom hos de hundar som uppvisade svéarare symtom.

14



Ovanstaende symtom &r dven ndgot som Plassais och kollegor (2015) beskriver hos
de affekterade hundarna som undersoktes i deras studie. Vidare papekar de att
klorna hos de affekterade hundarna f6ref6ll vara asymtomatiska.

Fran biopsier av de affekterade trampdynorna kunde Paradis (1992) histopato-
logiskt beskriva papilldr epidermal hyperplasi samt diffus ortokeratotisk hyper-
keratos, det vill sdga hyperkeratos dér cellerna har normalt utseende. Vissa av de
papilldra strukturerna bestdende av keratin hade dven fuserat. Vidare sigs ytlig
perivaskuldr dermatit samt en lindrig inflammationsbild bestdende av infiltration av
lymfocyter. Aven Plassais et al. (2015) beskriver hur de histopatologiskt obser-
verade fOrtjockat hyperkeratotiskt epidermis pd trampdynorna hos affekterade
hundar, samt koniska papilldra strukturer. De beskriver ocksa ett vélutvecklat
granulért cellager och kompakt ortokeratos utanfor de papilldra strukturerna. Vidare
beskriver kompakta kolumner av parakeratotiska celler (ndrvaro av nucleparai i
yttersta hudlagret) samt avsaknad av eller forminskat granuldrt cellulédrt lager.
Dessutom beskrivs hur det histopatologiskt kan urskiljas vakuoler i cytoplasma i de
ytliga corneocyterna. Mellan de papilldra strukturerna beskrivs dyskeratos i form
av ett irregulért och framtrddande granulért cellager med lindrig till méttlig fyllnad
av keratin. Hos vissa individer kunde dven ytliga kroniska dermala infiltrat obser-
veras.

I en studie om keratin-generna i KRT-familjen kunde Bowden et al. (2009) de-
finiera hur KRT'1, KRT6 och KRT16 uttrycks i trampdynor hos hundar i det supra-
basala cellagret. Baserat pd denna studie undersokte sedan Plassais et al. (2015)
genuttrycket av dessa gener och kunde konstatera hur genuttryck fran KRT'16 inte
kunde observeras i biopsier frin affekterade hundar i jimforelse med friska hundar
av rasen dogue de bordeaux. Det kunde diremot finnas diskreta aggregat av
proteinet KRT16 i de forhornade cellagren i trampdynorna hos dessa hundar dér
trampdynan ej regelbundet kommer i kontakt med underlag. Vidare genomforde
Plassais et al. (2015) en genetisk studie i syfte att lokalisera den genvarianten som
ar associerad med Okad risk att utveckla sjukdomen hos denna hundras. De kunde
dé identifiera en insertion/deletion av fyra nukleotider samt en ytterligare separat
insertion 1 KRT16-genen, vilket orsakar en fordndrad lasram och ett for tidigt
stoppkodon. Detta medfor att proteinet forlorar en doméin som innehéller ett sa
kallat helix terminationsmotiv, vilket dr en vilbevarad struktur i keratiner da dessa
ar involverade 1 hur keratiner interagerar och binder till varandra i filament.
Samtliga affekterade hundar var homozygota for denna genvariant och samtliga
friska hundar var antingen homozygota for vildtyp eller heterozygota for muta-
tionen. DA heterozygota individer var fria fran symtom foreslar Plassais et al.
(2015) att vildtyp-allelen kan kompensera for en muterad allel, samt att nedarv-
ningsmonstret for mutationen ar autosomalt recessiv.
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2.4 KRT10 genvariant hos norfolk terrier

Ytterligare en form av rftlig hyperkeratos undersoktes av Credille et al. (2005),
som tittade pa trampdynehyperkeratos hos norfolk terrier. Hos dessa hundar kunde
abnormala trampdynor observeras efter fodseln hos samtliga affekterade individer.
Detta kunde konstateras d4 huden pa trampdynorna hos affekterade hundar kunde
skalas av efter att de utsatts for lindrigt mekaniskt trauma. Dessa skora trampdynor
kvarstod hos vuxna hundar. Utover detta kunde dven hyperpigmentering samt
generaliserad hyperkeratos uppkomma vid omraden med hud-mot-hud-kontakt hos
dehundar med allvarligare klinisk bild. Denna kliniska bild fortsatte inte att
utvecklas efter att hundarna natt vuxen alder.

Medelst ljusmikroskopi kunde Credille et al. (2005) observera epidermolys 1 det
granuldra cellagret hos affekterade hundar. Vidare kunde lesioner samt hyalina
granula observeras i stratum granulosum 1 trampdynorna. Stratum corneum var
lindrigt till mattligt fortjockat med attenuerade corneocyter. Utover detta observera-
des dven epidermal hyperplasi 1 papillira formationer. Efter utférd immuno-
histokemisk undersokning kunde de &dven konstatera hur uttrycket av KRT10 var
nedsatt 1 dessa biopsier. Elektronmikroskop kunde bekréfta cytolys, minskad
nédrvaro av tonofilament samt abnormala strukturer mellan tonofilament.

Efter bioinformatisk analys av helgenomsekvensdata noterade Credille ez al. (2005)
ett G/T basparsutbyte (frin ett acceptor site GT for splitsning till TT) 1 KRT10-
genen. Positionen for detta utbyte var pé splitsningsstélle for intron 5 i denna gen.
I studien beskriver de hur proteinets huvudsakliga funktion &r att bilda keratin-
filament och pa detta sétt bidra till att stratum corneum bibehaller korrekt struktur
och uppbyggnad. Affekterade hundar var homozygota for denna mutation, medan
heterozygota hundar inte uppvisar de symtom som kidnnetecknar sjukdom. Till foljd
av detta foreslas nedarvningsmonstret for sjukdomen vara autosomalt recessivt.
Effekten av denna mutation pa proteinet var att hela eller delar av exon 5 exklu-
derades frén proteinet, eller att intron 5 inkluderades 1 proteinet. Vid translation av
proteinet dd exon 5 exkluderades resulterade detta 1 deletion av 42 aminosyror fran
proteinet. Da delar av exon 5 exkluderades till foljd av felaktig splitsning skedde
en deletion av 35 baspar samt lasramsforskjutning i mRNA. Detta medverkade till
insertion av 114 felaktiga nukleotider samt ett for tidigt stoppkodon i proteinet.
Inklusion av intron 5 i mRNA medforde ett for tidigt stoppkodon hos proteinet. Vid
translation av mRNA till proteinet med denna mutation forsvann ddrmed delar av
proteinet, alternativt avslutades translationen for tidigt. Effekten av denna mutation
teoretiserar Credille et al. (2015) medverkar till de affekterade hundarnas fenotyp
genom att positionen &r lokaliserad N-terminalt relativt proteinets vélbevarade
helix-terminations motiv.
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2.5 Human palmoplantar keratoderma

Motsvarande sjukdom till trampdynehyperkeratos hos hund finns &dven beskrivet
hos ménniska, d& under namnet palmoplantar keratoderma. I sin studie om DSGI-
mutation hos rottweiler kartlade Backel er al. (2020) bakomliggande humana
genfordndringar som leder till palmoplantar keratoderma och listade da fenotyp och
neddrvningsmonster. Utifrdn deras tabell om tidigare identifierade mutationer
beskrivs nedan hur dessa gener ger uttryck for symtom pa palmoplantar kerato-
derma hos ménniska. Lokalisation pa kroppen for uttryck av dessa symtom frén de
genvarianter som finns beskrivna finns dven angivet i Tabell 1.
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Tabell 1. Tabell 1 visar hur symtombilden for palmoplantar keratoderma ser ut hos
mdnniska. Kolumnerna visar plats for uttryck av symtom som identifierats hos
genvarianter i de givna generna.

Gen/Symtom  Hinder Fotter Armar Ben Har Tinder Mun Naglar Dovhet Hijirta  Ovrigt

AAGAB X X

AQPS5 X X

CARDS X X

COLI1441 X X

CTSC X X

DSG1 X X

DSP X X

ENPPI1 X X

FAMS3G X X X X

GJAI X X X

GJB2 X X X

GJB3 X X X X

GJB4 X X X X

GJB6 X X X X

JUP X X X X

KANK?2 X X X

KRTI X X

KRT6A X X X X

KRT6B X X

KRT6C X X X X

KRT9 X X

KRTI6 X X X X

KRTI17 X X X X

LOR X X X X X Myopati,
paraplegi

POMP X X X X

SASH1 X X X X Cancer

SERPINB7 X X X

SLURPI X X X X

TAT X X Forhojt

tyrosin

TGM1 X X X X

TRPV3 X X

WNT104 X X X Svettning

DSGI-mutation forekommer dven hos minniska och orsakar did palmoplantar
keratoderma typ 1. De symtom som vanligtvis framtrdder vid denna mutation hos
ménniska dr strimmig hyperkeratos samt hyperkeratotiska band pa hander och fotter
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(Rickman et al. 1999). Aven mutation i FAMS3G leder till palmoplantar kerato-
derma hos ménniska, vars fenotyp dven inkluderar en 6kad hérvéxt pa huvudet. De
symtom som kénnetecknas av denna mutation &dr gulaktig missfargning pa
handflator och fotsulor som vanligtvis debuterar vid cirka 2 ars alder, tillsammans
med vart-liknande diffus hyperkeratos. Utdver detta ses dven missfargning och
dystrofiska naglar samt tjockt, snabbvixande och ulligt har pa huvudet (Marut-
happu et al. 2018). Dessutom forekommer mutation i KRT16-genen ocksd hos
ménniska och medverkar da till fokal icke-epidermolytisk palmoplantar kerato-
derma typ 1. Den kliniska bild som kan ses hos individer med denna mutation &r
fokal icke-epidermolytisk palmoplantar hyperkeratos, orala mukosala och folliku-
lara lesioner, dystrofiska naglar samt oral leukokeratos (vilket ses som fortjockad
vit-/graaktig slemhinna i munnen) (McLean ef al. 1995).

Mutation i AAGAB har identifierats orsaka palmoplantar keratoderma typ 1A hos
ménniska. Symtom pé sjukdomen debuterar vanligen mellan 10-20 ars &lder och
ses dd som smé, runda lesioner pd handflator och fotsulor. Dessa lesioner tilltar
sedan 1 storlek med alder och blir mest omfattande pa ytor som utsitts for hard
belastning (Pohler ef al. 2012, Giehl ef al. 2012). En annan variant av palmoplantar
keratoderma, typ 1B, orsakas i stiillet av en genvariant i genen COLII4A1. Aven
denna mutation medverkar till punktformad palmoplantar keratoderma pa hand-
flator och fotsulor (Guo ef al. 2012).

Palmoplantar keratoderma typ 2 orsakas av mutation i genen DSP. Den kliniska
bilden innefattar strierad hyperkeratos pa handflator och fotsulor, som vanligen
forekommer 1 linjdra monster 6ver de ytor som belastas och/eller bojs. Dessa affek-
terade omraden innehar ocksé en 6kad risk att drabbas av fissurer (Armstrong et al.
1999). Vidare orsakas palmoplantar keratoderma av Bottnisk typ (frn bottniska
viken) av mutation i genen AQPJ5. Denna mutation ger upphov till symtom hos barn
som yttras som diffus och jamn hyperkeratos. Utdver detta ses dven en gulaktig
missfargning pd handflator och fotsulor (Blaydon ef al. 2013).

En variant av palmoplantar keratoderma &r pityriasis rubra pilaris (rédaktiga ut-
slag), som orsakas av mutation i genen CARDI4. Den kliniska bild som denna
mutation orsakar dr ofta synlig hos affekterade individer vid fodsel, men kan ocksd
debutera under de fOrsta levnadsaren. Denna kliniska bild innefattar follikuldr
pétaglig hyperkeratos, diffus hyperkeratos samt erythem (Fuchs-Telem ez al. 2012).
Ytterligare en fenotyp av palmoplantar keratoderma hos ménniska kan ses vid
mutation i genen CTSC, vilket medfor Papillon-Lefevre Syndrom. Symtomen debu-
terar ofta innan tre ars dlder d& hyperkeratos utvecklas i varierande grad pd hand-
flator och fotsulor. Vidare ses dven hyperkeratos pa armbagar och knin. Utdver
detta ses dven parodontit i varierande grad hos drabbade individer (Toomes et al.
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1999). En annan variant av palmoplantar keratoderma hos ménniska ar Coles sjuk-
dom, som ofta debuterar fran fodsel alternativt tidigt i livet. Denna sjukdom upp-
kommer hos minniskor med mutation i genen ENPPI. De symtom som ses hos
dessa manniskor dr punktformad hyperkeratos med irreguljdra hypopigmenterade
macula pa armar och ben (Eytan et al. 2013).

Mutation 1 genen GJB2 ger uttryck for fenotypen palmoplantar keratoderma och
dovhet. Detta ses i den kliniska bilden som palmoplantar hyperkeratos och
progressiv bilateral sensorineural horselnedsittning av hoga frekvenser (Heathcote
et al. 2000). Vidare har aven mutation i generna GJB3 och GJB4 identifierats orsaka
eryhtrokeratodermia variabilis et progressiva 1 respektive 2. De symtom som kan
ses hos drabbade ménniskor &r rodbruna hyperkeratotiska plaque Over hela
kroppen, samt erythem (Richard ef al. 1998, Macari et al. 2000). Mutation 1 genen
GJB6 medfor hos minniska ectodermal dysplasi 2 av Clouston typ. Detta kan ses
som palmoplantar hyerkeratos, delvis alternativt fullstindig alopeci, hypoplasi av
naglar samt nageldystrofi 1 den kliniska bilden (Lamartine et al. 2000).

Det har dven identifierats en mutation i genen GJA/ som ger upphov till palmo-
plantar keratoderma samt medfodd alopeci hos drabbade individer. De symtom som
ses hos dessa individer &r kraftig hyperkeratos, medfodd alopeci samt leukonychia
totalis, dd naglarna fér vitt utseende (Wang et al. 2015). Naxos sjukdom orsakas av
mutation 1 genen JUP. Denna mutation medfor arytmogen hogerkammardysplasi,
icke-epidermolytisk palmoplantar hyperkeratos samt ulligt har (McKoy et al.
2000). Aven vid mutation i KANK2-genen medfér palmoplantar keratoderma,
vilket ses som palmoplantar hyperkeratos 1 den kliniska bilden, samt ulligt hér
(Ramot et al. 2014).

Vidare kan mutationer 1 ndgon av generna i KR7-familjen medfora palmoplantar
keratoderma med olika fenotypiska uttryck. Palmoplantar keratoderma, epidermo-
lytisk eller icke-epidermolytisk variant orsakas av mutation i genen KR7I. De
symtom som framtrdder vid denna mutation ar diffus icke-epidermolytisk hyper-
keratos pa handflator och fotsulor, som ofta debuterar innan ett ars alder. Utdver
detta ses dven epidermolytisk hyperkeratos och vakuoldr degeneration av stratum
granulosum (Kimonis et al. 1994). Utover detta orsakar mutation 1 genen KR79
palmoplantar keratoderma vilket ges uttryck for i symtom sdsom palmoplantar
hyperkeratos (Reis et al. 1994). Mutation i1 generna KRT17, KRT6A och KRT6B
medfor pachynychia congenita 2, 3 respektive 4. Mutation 1 KRT'17 kdnnetecknas
av dystrofiska naglar, lindrig plantar hyperkeratos, multipla epidermala zystor,
abnormala 6gonbryn, kroppsbeharing och natala tinder (McLean et al. 1995). Vid
mutation 1 KRT6A-genen ses fortjockade naglar, palmoplantar hyperkeratos och
leukokeratos pa tunga hos drabbade ménniskor (Bowden et al. 1995). Till skillnad
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frén detta dr de symtom som ses vid mutation i KRT6B genen steatocystom, fokal
palmoplantar hyperkeratos — da huvudsakligen pd ytor som utsitts for belastning,
hypertrofisk nageldystrofi och lindrig lingual hyperkeratos (Smith et al. 1998).
Vidare forekommer dven mutation 1 KRT6C-genen vars fenotyp klassificeras som
palmoplantar keratoderma av icke-epidermolytisk typ. De symtom som kan ses hos
ménniskor med denna mutation dr lindrig nagelhypertrofi pd enstaka tdnaglar samt
hyperkeratotiska lesioner pa fotsulorna. Hos enstaka individer forekommer dven
buccal leukokeratos (Wilson et al. 2010).

Vohwinkel syndrom med iktyos kan ses hos individer med mutation 1 genen LOR.
Vid denna mutation kan flertalet olika symtom ses sidsom palmoplantar hyper-
keratos 1 vaxkake-liknande utseende, sammandragande band dver fingrar och tér
samt hyperkeratotiska lesioner. Vidare kan det dven observeras alopeci, hog-frek-
vent horselnedsdttning samt spastisk paraplegi och myopati (Maestrini et al. 1996).
Vid mutation i genen POMP ses istdllet fenotypen keratosis linearis med iktyos
congenita och skleroserande hyperkeratos. De symtom som dé& kinnetecknas vid
denna mutation dr iktyos, fortjockad hud pd handflator och fotsulor, hyper-
keratotiska plaque pd kndn, handleder och armhélor samt cirkuldra sklerotiska
sammandragande band pé fingrarna. Det kan dven ses deformiteter vid huden i
anslutning till fingrarnas leder samt linjdra hyperkeratotiska pustler pad handleder
och armveck samt kndveck (Dahlqvist et al. 2010). En mutation som utdver kerato-
derma dven medfor en fenotyp inkluderande cancer, alopeci, pigment dyscrasia och
onychodystrofi dr mutation i genen SASHI. De symtom som utvecklas vid denna
mutation dr hypo- och hyperpigmenterade macula, total alopeci, dystrofiska naglar,
diffus palmoplantar hyperkeratos samt att drabbade individer tappar ténder
(Courcet et al. 2015).

SERPIPNB7-mutation ger upphov till fenotypen palmoplantar keratoderma av
Nagashima typ hos minniskor. Detta kdnnetecknas av symtom sasom palmoplantar
hyperkeratos, som dven finns dorsalt pa hidnder och fotter, handleder, fotleder och
over hilsenans omrade. Dessutom ses Overdriven svettning pd handflator och
fotsulor (Kubo et al. 2013). Fenotypen tyrosniemia typ 2 kdnnetecknas av symtom
palmoplantar hyperkeratos, keratit samt forh6jda nivder av tyrosin i blod och urin.
Mutationen bakom dessa symtom har identifierats i genen 74T (Natt et al. 1992).
Vidare har en mutation i genen SLURPI identifierats orsaka fenotypen Meledas
sjukdom. De symtom som kénnetecknar denna fenotyp &r palmoplantar hyper-
keratos, lesioner, perioralt erythem, brakydakyli och deformerade naglar (Fischer
et al. 2001).

Vidare forekommer en mutation i genen 7GM 1 hos ménniska som orsakar medfédd
iktyos. De symtom som ses vid denna mutation &r varierande hudrodnad samt
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fjallande hud (Huber et al. 1995). Icke-epidermolytisk keratoderma kan uppkomma
till f6ljd av mutation i genen 7RPV3 hos minniska. De symtom som d4 kan ses ér
palmoplantara hyperkeratotiska lesioner (He ef al. 2015). Ytterligare en mutation
bakom hyperkeratos som forekommer hos ménniska forekommer i genen WNT10A,
vilket leder till Schopf-Schulz-Passarge Syndrom. Vid denna mutation forekommer
symtom sdsom Overdriven eller undermalig svettning, vilket forekommer pé olika
delar av kroppen hos drabbade individer. Utover detta ses dven torr hud, abnormala
naglar, hyperkeratotiska plaque pa fotsulor och handflator alternativt pataglig
hyperkeratos med lesioner (Bohring ef al. 2005).
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3. Medverkande hundar med
trampdynehyperkeratos

I detta examensarbete deltog tvd hanhundar av rasen tysk schifer som bada har
diagnostiserats med trampdynehyperkeratos av troligt genetiskt ursprung. Dessa
hundar ar halvbroder da de har samma fader men olika mddrar. Varken foraldra-
djuren eller 6vriga kullsyskon uppvisar symtom som &r forenliga med trampdyne-
hyperkeratos och dr darmed kliniskt fria fran sjukdomen.

Hund 1 uppsokte veterinér vid 1,5 ars alder d4 hunden sedan fyra ménaders alder
haft aterkommande problem med sina tassar. De symtom som hunden uppvisat var
harda och fortjockade trampdynor med djupa sprickor som ibland var blodande. I
perioder beskrevs att hunden uppvisat patagliga smirtsymtom fran tassarna. Vid
klinisk unders6kning kunde veterindren konstatera att hundens samtliga tassars
trampdynor var forhardnade och fortjockade med blodande fissurer. Huvudsaklig
smirta hos denna hund observerades d& hunden satte ned baktassar mot underlag.
Utover beskrivna symtom frdn tassarna hade hunden efter ett foderbyte nagra
manader tidigare borjat uppvisa kldda och fick till f6ljd av detta fordndringar 1
ljumskar och 6ron. P4 grund av detta atergick hunden till tidigare foder, varpa denna
kldda hade avtagit men ej forsvunnit vid undersokningstillfdllet. Veterindren
observerade dven att hunden hade enstaka papler och krustor pa laren, dér de flesta
krustorna till utseendet sag ut att vara under avlidkning. Vid uppfoljande telefon-
samtal uppgav djurdgaren att hundens kladda hade forbittrats. Hunden bedomdes
utover dessa fynd som kliniskt frisk med glansig péls och fin hud.

Vid histologisk undersdkning konstaterades att trampdynorna pd Hund 1 hade ett
fortjockat epidermis som uppvisade acanthos samt att det fanns fokala omraden
med hypergranulering. Utdver detta var keratinskiktet kraftigt fortjockat och hade
forekomst av ortokeratotisk hyperkeratos. For ovrigt innehdll keratinskiktet mela-
nin och var partiellt vakuoliserat. Ett fokalt omrade med parakeratotisk hyper-
keratos kunde ocksa observeras, i vilket det forekom sparsam exocytos samt
enstaka nekrotiska keratinocyter vid ytliga delar. Aven sma ytliga pustler inne-
hallande degenererade neutrofila granulocyter kunde observeras i1 det parakera-
totiska hyperkeratotiska keratinskiktet. Subepidermalt i dermis observerades dven
en sparsam mingd melaninldckage, enstaka inflammatoriska celler i form av
lymfocyter samt i ett omrade med flera neutrofila granulocyter.

Hund 2 uppsdkte veterindr vid sex ars dlder da hunden periodvis sedan cirka ett ars

alder haft problem med spruckna trampdynor. Hunden beskrevs som halt samt vara
smirtpaverkad och besvirad av detta. Enligt uppgift forviarrades hundens kliniska
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bild under bldta arstider samt vid anstrangning och tréning. Vid klinisk under-
sokning kunde veterindren konstatera att hunden hade fissurer av varierande djup
pd flera trampdynor. Dessa fissurer var lokaliserade pa olika platser pa tramp-
dynorna och 16pte at olika hall. Utover dessa fynd pa hundens trampdynor konsta-
terades hundens hud och pils se fin ut.

Vid histologisk undersékning konstaterades att Hund 2 hade ett mattligt hyper-
plastiskt epidermis som dven var undulerande. Utdver detta observerades dven
kraftigt, huvudsaklig ortokeratotisk, hyperkeratos samt smd omraden med para-
keratos. Ingen sekundér inflammation kunde observeras.
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4. Material och Metod

4.1 Hundar i studien

Till detta examensarbete rekryterades tvd hundar (Hund 1 och Hund 2) av rasen
tysk schiafer med en klinisk bild som dverensstimmer med trampdynehyperkeratos,
och som &ven fétt denna diagnos bekriftad histologiskt. Utdver detta deltog dven
ett kliniskt friskt kullsyskon (Hund 3), d&ven detta en hanhund, till en av de affektera-
de hundarna. De affekterade hundarna genomgick en klinisk undersokning av
legitimerade veterindrer med specialistkompetens inom dermatologi. Darefter togs
biopsier fran de affekterade hundarnas trampdynor under generell anestesi. Dessa
biopsier analyserades sedan av laboratorieveterindr som bekriftade diagnosen. Fran
de tre hundarna togs sedan blod i EDTA-provror i syfte att kunna undersdka hundar-
nas genomiska DNA. Vidare inhdmtades information om hundarnas stamtavla samt
oversiktlig hilsostatus pa fordldradjur och kullsyskon. Historik, blodprover och
stamtavla om de tre hundarna som deltog i denna studie inhdmtades med djur-
dgarnas godkdnnande.

4.2 QIAsymphony

DNA extraktionsroboten av modellen QIAsymphony (Qiagen, Hilden Tyskland)
anvindes for att extrahera genomiskt DNA fran helblod i EDTA-r6r. Denna DNA-
extraktion genomfordes med QIAsymphony DNA Mini Kit d4 200 pL helblod och
eluering i 200 puL av lowTE anvéndes. Detta gav en spadning av DNA pi 4 ng/uL.

4.3 PCR

Da genomiskt DNA extraherats fran leukocyter med hjilp av QIA symphony
preparerades DNA Big Dye Direct PCR Master Mix, avjoniserat vatten och primer
mix. I denna primer-mix inkluderades forward och reverse primers for FAMS3G
och DSG1 samt M13-primers. Dérefter genomfordes en forsta PCR dé regionerna
for FAMS3G och DSG1 amplifierades. Primersekvensen som anvéndes for ampli-
fiering av DSG1-regionen var for Forward Primer 5°-GAG CAC TGA ACC GAT
TTG CC-3’ och for Reverse Primer 5’-GGC ATA GTC AAA GAG GTG GGT-3".
For amplifiering av FAM83G-regionen anvindes Forward Primer 5°-TGT AAA
ACG ACG GCC AGT-3’ och for Reverse Primer 5’-CAG GAA ACA GCT ATG
ACC-3".

De volymer som anvindes 1 denna metod var 1 enlighet med BigDye Direct Cycle
Sequencing Kit Protocol och kan ses i Tabell 2 nedan. Genamplifiering enligt PCR
genomfordes enligt tabell 3 nedan.
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Tabell 2. Tabell 2 visar komponenter och volymer vid preparation av extraherat genomiskt
DNA infér PCR genamplifiering.

Komponent Volym
Genomiskt DNA (4 ng/ul) 1,0 uL
Primer-mix (0,8 uM per primer) 1,5 pL
BigDye Direct PCR Master Mix 5,0 pL
Avjoniserat vatten 2,5 ul
Total volym per reaktion 10 pL

Tabell 3. Tabell 3 visar schemat som anvindes for PCR-analys.

Stadie Temperatur Tid
Stadie 1 96 °C 5 min
Stadie 2 (35 cykler) 94 °C 30 sek
60 °C 45 sek
68 °C 45 sek
Stadie 3 72 °C 2 min
4°C 00

4.4 Sanger-sekvensering

Efter amplifiering av genomiskt DNA med PCR anvéndes Sanger-sekvensering for
cykel-sekvensering. Till detta tillsattes forward/reverse primer samt Big Dye
Sequencing Master Mix som inkluderade M13-primers. De volymer som anvéndes
kan ses 1 tabell 4 nedan. Det amplifierade DNAt genomgick sedan en cykel-sek-
vensering 1 vilken DNA:t amplifierades. Detta skedde enligt tabell 5 nedan.

Amplifiering via Sanger-sekvensering innebdr att det anvinds deoxiribonukleotider
(ANTP) och dubbla deoxiribonukleotider (ddNTP), vilka inte innehar den 3’-OH-
grupp som krévs for att bilda fosfodiesterbindning mellan deoxiribonukleotider.
Detta medfor att dd ddNTP anvénds vid cykel-sekvensering kommer fortsatt ampli-
fiering av den DNA-sekvensen att upphora. Utover detta innehar ddNTP dven
fluorescerande markorer for de olika kviavebaserna A, T, G och C. Dessa fluore-
scens-markdrer kan sedan anvidndas for att ldsa den amplifierande gensekvensen
via kapilldrelektrofores.
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Tabell 4. Tabell 4 visar komponenter och volymer vid preparation av amplifierat genomiskt
DNA infér Sanger-sekvensering.

Komponenter Volym

BigDye Direct Sequencing Master Mix 2,0 uL

En av nedanstaende sequencing primer: 1,0 uL
e BigDye Direct M13 Fwd Primer
e BigDye Direct M13 Rev primer

Total volym per reaktion 3,0 pL

Tabell 5. Tabell 5 visar schemat som anvindes for cykel-sekvensering.

Stadie Temperatur Tid
Stadie 1 37°C 15 min
80 °C 2 min
96 °C 1 min
Stadie 2 (25 cykler) 96 °C 10 sek
50 °C 5 sek
60 °C 75 sek
Stadie 3 4 °C 00

4.5 X-terminator

Sanger-sekvensering foljdes darefter av Xterminator-process 1 syfte att rena
produkterna innan avlisning i kapilldrelektrofores. Detta genomfordes genom att
tillsatta Xterminator- och SAM-16sning till de fardiga produkterna, och dérefter
blanda detta med hjdlp av vortex. De volymer som tillsattes till produkterna var
enligt tabell 6 nedan.

Tabell 6. Tabell 6 visar komponenter och volymer som anvdndes vid Xterminator-process.

Komponent Volym/Prov
SAM-16sning 45 ulL
Xterminator-16sning 10 uL
Total volym 55 pLL

4.6 Kapillarelektrofores

De férdiga proverna sattes sedan i ABI 3500 kapilldrelektrofores. Proverna tas upp
1 ena dnden av ett kapillarrér som ar fyllt med vitska. Dérefter anldggs en spanning
over kapillarroret, vilket fair DNA med dess negativa laddning att vandra i detta ror.
Enligt denna metod kan gensekvenser sorteras baserat beroende pé langd, for att
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dérefter avldsas. Med hjilp av ddNTP som anvéndes vid cykel-amplifiering tidi-
gare, se Sanger-sekvensering, kan den fullstindiga DNA-sekvensen for den amp-
lifierade proodukten avldsas. Detta sker da de olika fragment av gensekvensen som
bildats under cykel-sekvensering passerar en detektor, som kan l4sa av fluorescen-
sen, 1 andra dnden av kapilldren. Dessa sekvenser analyseras sedan i kromatogram.
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5. Resultat

5.1 FAM83G

For FAMS3G identifierades att badda de sjuka hundarna samt den kliniskt friska
hunden innehar genvarianten for vildtyp och inte den genvariant som identifierats
av Drogemiiller et al. (2014) och Sayyab et al. (2016) hos hundar med tramp-
dynehyperkeratos. I vildtypsvarianten dr kvdvebasen cytosin i position 155 for
genen FAMS3G.

3 \L;E I5.

FAMS3G I I

1
Exon 1

Figur 1. 1 figur 1 visas DNA-sekvens for position 155 som innehas av Hund 1 och Hund 2
i genen FAMS83G. Denna kvivebas var cytosin.

5.2 DSG1

De bédda sjuka hundarna samt den kliniskt friska hunden som deltog 1 denna studie
identifierades vildtyp varianten i genen DSGI. De besitter da inte den genvariant
som Backel et al. (2020) identifierade hos Rottweiler med trampdynehyperkeratos.

3.| ‘c: 2541-2545’ I5.
DSG1
©o I
GGGCT

1
Exon 15

Figur 2. 1 figur 2 visas DNA-sekvens for position 2541-2545 som innehas av Hund 1 och
Hund 2 i genen DSGI. Hos dessa hundar var gensekvensen intakt.
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6. Diskussion

6.1 Tolkning av resultat

I denna kandidatgen-studie undersoktes generna FAMS3G och DSG1 for potentiella
genvarianter som tidigare identifierats hos irldndsk terrier, kromfohrldnder och
rottweiler som diagnosticerats med trampdynehyperkeratos (Drogemiiller et al.
2014, Sayyab et al. 2016, Backel ef al. 2020). Det erhdllna resultatet fran de hundar
som ingick 1 denna studie var att samtliga hundar var vildtyp for dessa gener. En
konklusion som kan dras fran detta resultat dr trampdynehyperkeratos hos de hun-
dar som ingick i denna studie inte dr orsakad till foljd av tidigare identifierade
genvarianter inom FAMS83G och DSGI.

Till f6ljd av att bada de affekterade hundarna som deltog i denna kandidatgen-studie
hade kullsyskon och fordldradjur som var kliniskt friska, forefaller nediarvnings-
monstret for denna mutation vara autosomalt recessivt. Inneborden av detta skulle
dé vara att det krévs att individen dr homozygot for mutationen for att trampdyne-
hyperkeratos ska utvecklas. Detta skulle dven vara i enlighet med tidigare identi-
fierade mutationer for trampdynehyperkeratos hos hund. De bada fordldradjuren
skulle d& vara heterozygota for mutationen. Till foljd av att de tvd affekterade
hundarna har en gemensam fader kan detta samband stérkas ytterligare.

6.2 FAM83G och DSG1

Da enbart de tidigare identifierade genvarianterna hos hundar med trampdyne-
hyperkeratos undersoktes i denna studie skulle det kunna vara aktuellt att sek-
vensera hela generna FAMS83G och DSGI. Detta da dessa gener sedan tidigare har
kunnat observeras ha en koppling till &rftlig trampdynehyperkeratos hos hund
(Drogemiiller et al. 2014, Sayyab et al. 2016, Backel et al. 2020) samt arftlig
palmoplantar keratoderma hos méanniska (Rickman et al. 1999, Maruthappu et al.
2018).

6.3 KRT10 och KRT16

Vidare skulle det vara aktuellt att undersdka DNA fran hundarna som inkluderades
1 denna studie gentemot tidigare identifierade genvarianter som forknippats med
arftlig trampdynehyperkeratos hos dogue de bordeaux och norfolk terrier. De
aktuella genvarianterna som dd kan undersdkas vidare har tidigare identifierats i
generna KRT10 och KRT16 (Credille et al. 2005, Plassais ef al. 2015). Genvarianter
1 dessa gener skulle kunna undersokas enligt samma metod som i denna studie. Vid
hindelse av att de hundar som inkluderades i denna studie dven &r vildtyp-gen-
variant i1 dessa gener skulle det kunna vara aktuellt att utdka denna undersokning
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till att inkludera genernas fullstindiga komposition. Detta di dven dessa gener
sedan tidigare har kunnat kopplas till érftlig trampdynehyperkeratos hos hund
(Credille et al. 2005, Plassais et al. 2015) samt érftlig palmoplantar keratoderma
hos ménniska for genen KRT16 (McLean et al. 1995).

6.4 Helgenomsekvensering gentemot humana
genvarianter

Vid hidndelse av att de hundar som diagnosticerats med trampdynehyperkeratos som
ingick i denna studie inte innehar genvarianter i generna FAMS83G, DSGI1, KRT10
eller KRT16 kan det bli aktuellt att genomfora helgenomsekvensering av hundarnas
DNA. Helgenomsekvensering skulle mdjliggora en forutsittningslos undersokning
av genvarianter i alla proteinkodande gener hos de hundar som ingick i denna kandi-
datgen-studie. Detta d4 den bakomliggande genetiska varianten dven skulle kunna
forekomma 1 en gen som tidigare inte varit identifierad som kausal for trampdyne-
hyperkeratos hos hund eller palmoplantar keratoderma hos ménniska. Utifrdn
helgenomsekvensering av hundfamiljer eller enskilda hundar dir nedédrvnings-
monstret dr ként skulle det dédrefter vara mojligt att foutséttningslost undersoka
huruvida hundarna innehar genvarianter i ndgon gen i arvsmassan eller specifikt i
ndgon av de gener som identifierats vara kausala for human palmoplantar kerato-
derma. Eftersom autosomalt recessiv neddrvning har konstaterats skulle denna ut-
redning primirt kunna genomforas genom att helt forutsattningslost leta efter fore-
komst av genvarianter i homozygot uppséttning som ger skadlig effekt pa det
kodade proteinet, inklusive med ett specifikt fokus pd samtliga identifierade huma-
na genvarianter som konstaterats ge upphov till denna sjukdom. Detta skulle med-
fora 6kad mojlighet till att kunna identifiera den kausala genvariant i den gen som
gett upphov till trampdynehyperkeratos hos tysk schéfer.

Alternativt skulle det dven vara mdjligt att 1 forsta hand undersoka de genvarianter
som innehar en dverensstimmande klinisk bild mellan hundarna 1 denna studie och
ménniskor. Da de symtom som observerats hos de hundar som ingick i denna studie
var fortjockade och spruckna trampdynor pa samtliga tassar samt smérta relaterat
till detta, kan motsvarande symtombild hos ménniska observeras vid genvarianter
hos AAGAB, AQP5, CARDS, COLI14A1, CTSC, DSP, KRT1, KRT6B, KRT9 och
TRPV3. Vid en saddan undersokning bor det dven papekas att dverensstimmande
symtom vid genvarianter inom samma gen inte nddvandigtvis medfér samma eller
liknande symtombild hos hund och ménniska. Detta kan till exempel ses hos
genvariant i genen KR716 hos ménniska och dogue de bordeaux da dessa hundar
enbart uppvisar fortjockad hud 6ver trampdynorna samt fissurer (Plassais et al.
2015) medan genvarianter i samma gen hos ménniska dven ger upphov till orala
lesioner, leukokeratos samt dystrofiska naglar (McLean et al. 1995).
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Trampdynehyperkeratos &r en drftlig sjukdom som tidigare enbart forekommit hos
fem hundraser, vilka dr kromfohrlénder, rottweiler, irldndsk terrier, norfolk terrier
och dogue de bordeaux. De symtom som kan ses hos hundar som drvt denna sjuk-
dom &r hard och fortjockad hud pé hundarnas trampdynor, sprickor i trampdynorna
som kan vara blodande samt hélta till f61jd av smérta i1 trampdynorna.

Denna sjukdom har nu &dven kunnat konstateras hos tva tyska schéferhundar, en ras
1 vilken denna sjukdom inte féorekommit tidigare. Hundarna har olika mddrar men
en gemensam fader, dir fordldradjuren ej har symtom pa trampdynehyperkeratos.
Detta har inte heller hundarnas respektive kullsyskon, det vill siga de hundar som
foddes 1 samma kull som de drabbade hundarna. Hos bada de insjuknade hundarna
ses harda och fortjockade trampdynor med sprickor. Dessa sprickor kan ibland
bloda. Bada hundarna visar ibland hélta, vilket uppkommer till f61jd av smaérta frén
tassarna.

Da sjukdom tidigare inte forekommit hos hundrasen tysk schéfer saknas kunskap
kring hur denna &drvs inom rasen. Syftet med denna studie att underséka om denna
uppkomst av trampdynehyperkeratos hos tysk schifer dr orsakad av tva av de tidi-
gare identifierade defekterna i DNA som férekommer hos de andra drabbade hund-
raserna. Resultat fran denna studie visar att de tyska schéfrarna inte har dessa tva
defekter i DNA.

Da ytterligare tva defekter i DNA forekommer hos hundar som &r drabbade av
trampdynehyperkeratos &dr det rimligt att vidare undersdka huruvida ndgon av dessa
dven forekommer hos tysk schifer. Motsvarande sjukdom till trampdynehyper-
keratos forekommer dven hos ménniska, under namnet palmoplantar keratoderma.
De symtom som ses hos minniska Overensstimmer generellt med de som
forekommer hos hund. Hos ménniska har det identifierats fler defekter i DNA som
ligger till grund for sjukdomen. D& denna studie inte kunde identifiera vilken defekt
1 DNA som forekommer hos tysk schéfer, dr vidare forskning pd &mnet nddvéndigt.
Detta skulle kunna genomforas genom att undersoka specifika delar av DNA for
tidigare identifierade defekter, alternativt genom att kartligga hela DNA fran de
drabbade hundarna.
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