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SAMMANFATTNING

I denna genetiska associationsstudie undersoks det eventuella sambandet mellan
DLA klass Il (hundens MHC Kklass I1) och utvecklandet av autoimmun sjukdom
hos Nova Scotia duck tolling retriever. Syftet &r att finna eventuella riskalleler
eller -haplotyper av generna DLA-DRBL1 och -DQAL.

DNA fran 35 hundar med bekréftad eller misstankt autoimmun sjukdom, samt
fran 40 kontroller, anvands i studien. Hundarna, alla av rasen Nova Scotia duck
tolling retriever, kommer fran Storbritannien, Sverige, och USA (Boston).
Generna DLA-DRBL1 och - DQA1 amplifieras ur detta DNA med PCR-teknik och
genom sekvensering faststélls alleluppsattningar hos varje enskild hund.

13 hundar i studien har steroidresponsiv meningit-arterit, 12 har lymfocytar
thyroidit och resterande 10 hundar har andra misstdnkta autoimmuna sjukdomar,
daribland Addisons sjukdom, epilepsi och vitiligo.

Steroidresponsiv meningit-arterit (SRMA) &r en form av meningit med vaskulit i
meningernas blodkarl, med symtom som nacksmérta och feber. Sjukdomen
kannetecknas bland annat av ett forhojt antal leukocyter och antikroppar av typen
IgG, IgM och IgA i cerebrospinalvétskan samt en 6kad koncentration av IgA i
serum.

Lymfocytér thyroidit innebdr en immunmedierad destruktion av skdéldkorteln och
ar en vanlig orsak till hypothyroidism hos hund. Brist pa thyroideahormoner leder
till minskad cellmetabolism med effekt pa flera organsystem och utveckling av
varierande, ospecifika symtom sasom sl6het, viktuppgang och péalsférandringar.

Addisons sjukdom orsakas av en nedsatt binjurebarksfunktion som leder till brist
pa bade mineralkortikoider och glukokortikoider. Sjukdomen har paverkan pa
bland annat vatske- och elektrolytbalans och leder till ospecifika symtom som ofta
paminner om de som ses vid njursjukdom eller gastrointestinala sjukdomar.

Inga alleler eller haplotyper av DRB1 och DQA1 kunde i denna studie séttas i
samband med en forhojd risk att utveckla dessa autoimmuna tillstand hos Nova
Scotia duck tolling retriever.



ABSTRACT

The association between DLA class Il and the development of autoimmune
diseases in Nova Scotia duck tolling retriever was examined in order to find a
possible risk allele or risk haplotype of the DRB1 and DQAL genes.

DNA, extracted from blood samples taken from 35 dogs with suspected
autoimmune disease and 40 healthy controls, were used for the analyses. The
samples were collected from Nova Scotia duck tolling retrievers in Sweden, Great
Britain and USA (Boston).

13 dogs in the study were affected by Steroid Responsive Meningitis-Arteritis, 12
by Lymphocytic Thyroiditis. The remaining 10 dogs were affected by other
suspected autoimmune diseases, including Addison’s disease, Epilepsy and
Vitiligo.

The desired polymorphic exon 2 sequences from DLA-DRB1 and -DQAL genes
were amplified by PCR and then sequenced in order to determine the set of alleles
belonging to each dog.

No association was found between the development of autoimmune disease and
any of the acquired alleles and haplotypes of DRB1 and DQAL. This is most
likely due to the limited number of dogs affected by each particular disease that
were available for this analysis.



INLEDNING

Pa institutionen for husdjursgenetik, SLU, pagar en kartlaggning av de genetiska
riskfaktorerna for ett antal autoimmuna sjukdomar hos hund. Dessa studier kan
forhoppningsvis leda, inte bara till stérre mojligheter till diagnostik och forstaelse
for sjukdomarna hos hund, utan &dven till en allméant ockad forstaelse av
autoimmunitet hos bade djur och méanniska.

Den komparativa betydelsen av sjukdomsstudier hos hund &r stor, da denna art till
stor del delar manniskans miljo, drabbas av liknande sjukdomar och dven har en
relativt stor genetisk likhet med manniskan. Det faktum att hundpopulationen ar
uppdelad i ett flertal raser, med liten genetisk variation inom varje ras, bidrar
ocksa till 6kade mojligheter nar det galler genetiska kartlaggningar.

Nova Scotia duck tolling retriever, i Sverige vanligen kallad tollare, &r en ras som
anses vara predisponerad for autoimmuna tillstand. | en enkatundersokning, utford
av den svenska rasklubben 2005, visade sig 8,5 % av de 697 hundar vars &gare
besvarade enkaten ha besviérats av nagon autoimmun sjukdom, ej inrdaknat fall av
hypothyroidism och Addisons sjukdom (Astrém, o0.a., 2007).

Tollaren som ras utvecklades i Kanada i bdérjan av 1800-talet och ar framavlad
inte bara for att apportera skjutna sjofaglar, utan aven for att forst locka faglarna
inom skotthall ("tolla™) (SKK, 1995). Till Sverige kom tollaren forst pa 1980-talet
(Nova Scotia Duck Tolling Retriever Klubben, 2010).

Tollaren ar bland annat drabbad av en immunmedierad reumatisk sjukdom, som
brukar kallas for tollarsjuka. (Hansson-Hamlin & Lilliehook, 2009) Aven en
immunmedierad meningit, steroidresponsiv.meningit-arterit (SRMA), drabbar
rasen och réknas som en variant av tollarsjuka. |1 den tidigare nédmnda
enkatundersokningen angavs 3 % av tollarna vara drabbade av meningit och 2,3
% av artrit, medan 2,2 % hade fétt diagnosen Tollarsjuka (Astrom, o.a., 2007).

Den immunmedierade reumatiska sjukdom som drabbar tollare har likheter med
systemisk lupus erythematosus (SLE) och SLE-besldktade sjukdomar. De
huvudsakliga symtomen &r stelhet och ledsmarta, och en majoritet av de drabbade
hundarna har antikroppar mot karnkomponenter (antinukledra antikroppar -
ANA) (Hansson-Hamlin & Lillieh6ok, 2009).

SLE &r en relativt vanlig immunmedierad sjukdom hos ménniska, som dven
drabbar hund och andra djur. Den Kliniska bilden & mycket varierande eftersom i
stort sett alla organsystem kan drabbas. Hos hund &r de hudlesioner som har gett
sjukdomen sitt namn inte alls sa vanliga som hos manniska, och njursvikt, som &r
den mest livshotande komplikationen hos manniskor med SLE, uppkommer
sallan. Feber och polyartrit & daremot vanliga symtom hos bade hund och
manniska. Forekomsten av antinukledra antikroppar, ANA, ar ett klassiskt
k&nnetecken for SLE. (Pedersen, 1999)

Sedan nagra ar tilloaka pagar det sa kallade Tollarprojektet pa SLU, dar en
kartlaggning av tollarsjukan gors for att 6ka kunskapen om sjukdomsutveckling,
behandlingsresultat och prognos. | detta projekt ingar dven genetiska analyser pa
institutionen for husdjursgenetik, som syftar till att identifiera genetiska
riskfaktorer for tollarsjuka (Wilbe, o.a., 2009; 2010). Dessa studier kan
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forhoppningsvis leda till 6kad kunskap om sjukdomens utveckling och ge storre
mojligheter till en tidig diagnos.

Forutom tollarsjukan &r dven andra tillstand som kan ha autoimmun bakgrund
relativt vanliga hos tollare enligt den svenska rasklubbens enkatundersokning,
déribland hypothyroidism (2,0 %) och Addisons sjukdom (1,0 %) (Astrém, o.a.,
2007). Aven epilepsi ar ett relativt vanligt tillstdnd hos tollare (1,3 % i
enkatstudien), och det har foreslagits att det mojligen skulle finnas en autoimmun
bakgrund till denna sjukdom hos rasen.

Frekvensen av autoimmuna sjukdomar har foreslagits kunna ha ett samband med
en valpsjukeepidemi som drabbade rasen hart kring forra sekelskiftet. (Hughes
0.a., 2009) De individer som Overlevde, for att deras immunforsvar var séarskilt val
lampat att bek&mpa valpsjukeviruset, spred sitt effektiva immunforsvar vidare till
sin avkomma nar rasen pa nytt vaxte till. D& autoimmunitet kannetecknas av ett
immunforsvar sa “effektivt” att det angriper till och med kroppsegna celler, skulle
tollarens relativt hoga benédgenhet till autoimmuna reaktioner kunna ha en del av
sin forklaring har. Vaccination mot valpsjuka skulle dd kunna ha en roll i
etiologin, genom “molecular mimicry”.

Det har visat sig finnas ett starkt samband mellan immunmedierade sjukdomar
och gener inom MHC (Major Histocompatibility Complex) klass Il. Férklaringen
till detta finns formodligen i den viktiga roll som MHC-molekyler spelar vid
initieringen av immunsvaret. Hundens MHC kallas DLA, dog leukocyte antigen,
och ar till stora delar likt ménniskans HLA, human leukocyte antigen.

En studie av svenska och finska tollare med tollarsjuka har visat ett samband
mellan DLA-haplotypen DRB1*00601/DQA*05011/DQB1*02001 och en férhojd
risk att utveckla den reumatiska formen av sjukdomen. Daremot hittades inget
samband mellan DLA och SRMA. (Wilbe o.a., 2009)

| detta examensarbete gors en genetisk associationsstudie, dar sambandet mellan
DLA Klass Il och ett antal autoimmuna, eller misstankt autoimmuna sjukdomar
hos rasen tollare undersdks genom att bestdmma sekvensen av det polymorfa exon
2 fran DRB1 och DQAL. Syftet ar att finna eventuella riskalleler eller
riskhaplotyper for utveckling av autoimmuna tillstand. Detta gors genom att
jamfora frekvensen av varje allel eller haplotyp i gruppen av drabbade hundar,
med den i en kontrollgrupp.

De flesta av hundarna i studien &r drabbade av steroidresponsiv meningit-arterit
eller lymfocytar thyroidit, men aven ett fatal fall av sjukdomar som Addisons
sjukdom, vitiligo och mer ospecifika diagnoser som misstanks ha autoimmun,
eller atminstone immunmedierad bakgrund, ingar. (Se tabell 2, under Material och
metoder.) | studien ingar hundar fran Storbritannien och Sverige, samt ett fatal
fran Boston, USA.

| litteraturéversikten ges en beskrivning av sjukdomarna som ingar i studien. Forst
gors dock en genomgang av mekanismerna bakom autoimmunitet, samt en
oversikt av den roll MHC och i synnerhet DLA klass Il har i immunsystemet och



vid utveckling av autoimmuna tillstand. En teoretisk bakgrund till de metoder som
anvands i studien ges under Material och metoder.



LITTERATUROVERSIKT — AUTOIMMUNITET OCH DLA KLASS I
Autoimmunitet

Autoimmunitet ar ett tillstdnd da immunforsvaret angriper kroppsegna antigen. |
en viss utstrackning &r autoimmunitet ett normalt forekommande fenomen. Det
kan till exempel férekomma sjalvreaktiva B-lymfocyter, som oftast bara ger
upphov till autoantikroppar av IgM-klass, med lag affinitet och i laga
koncentrationer. (Agger o.a., 2006) Vid vissa former av skador, exempelvis
ischemi, produceras ocksa autoantikroppar, vilka kanske spelar en roll i
upprensningen av den skadade vévnaden. (Mitchell & Kumar, 2003) Vid
autoimmuna sjukdomar daremot, leder immunforsvarets angrepp pa sjalvantigen
ofta till allvarliga vavnadsskador och funktionsstorningar. (Agger o.a., 2006)

Immunmedierade sjukdomar — dit autoimmuna sjukdomar hor tillsammans med
allergier/atopier, immunbrister, immundefekter och neoplasier i immunsystemet —
orsakas av primara storningar i immunsystemet. Det skiljer dem fran de
immunmedierade patologiska tillstand som kan uppsta till foljd av manga
infektiosa, kroniskt inflammatoriska eller neoplastiska sjukdomar. (Day, 2008b)

Gemensamt for de immunmedierade sjukdomarna &r en multifaktoriell etiologi
och patogenes, dar flera predisponerande faktorer, som alder, kon, gener och olika
miljofaktorer, samverkar for att skapa en obalans i immunsystemet. Den
underliggande stérningen i immunforsvaret kan ibland leda till att flera typer av
immunmedierade sjukdomar visar sig samtidigt. (Day, 2008b)

Sjalvtolerans

Det tillstand av sjéalvtolerans som i normala fall rader hos immunforsvaret
uppratthalls genom en kombination av flera processer. En viktig del &ar den
negativa selektion som sker under lymfocyternas mognad. De omogna cellerna
utsatts for sjalvantigen varefter celler med hog affinitet for dessa genomgar
apoptos. B-cellerna genomgar denna process i benmargen. (Day, 2008a) T-
cellerna lamnar daremot benmérgen for att mogna ut i thymus. Dar sker bade en
positiv och en negativ selektion. De celler vars T-cellsreceptorer har en lag
affinitet for MHC-molekyler med sjélvantigen bundet till sig selekteras vidare,
medan de som har en for hog affinitet selekteras bort. (Morris 0.a., 2012)

Denna selektionsprocess &r inte tillracklig for att helt hindra forekomsten av
sjalvreaktiva lymfocyter. Darfor ar det nddvandigt med ytterligare mekanismer for
att uppratthalla immunforsvarets sjalvtolerans. Till dessa hor sa kallad perifer
deletion, dar &ven lymfocyter utanfér benmarg och thymus, som kénner igen
sjalvantigen presenterade av MHC, tvingas genomga apoptos. (Day, 2008a)

Nar en lymfocyt kanner igen ett sjalvantigen kan den ocksa hindras fran att
aktiveras genom anergi eller suppression. Anergi ar en passiv mekanism. Dar
uteblir de sekundéra signaler som, férutom sjélva antigenpresentationen, krévs for
lymfocytaktivering. Suppression dr en aktiv process dar regulatoriska T-celler
hammar aktiveringen av de sjalvreaktiva lymfocyterna. (Agger o.a., 2006; Day,
2008a)

Aven immunologisk ignorans bidrar till att forhindra autoimmuna reaktioner. Det
handlar da om kroppsegna antigen som inte inducerar nagot immunsvar, antingen
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for att de ar helt avskilda fran immunsystemet, eller for att de forekommer i for
laga nivaer. (Agger o.a., 2006; Day, 2008a)

Brister i dessa regulatoriska processer tillater aktivering av sjalvreaktiva
lymfocyter och innebdr darmed en Okad risk for att utveckla autoimmuna
sjukdomar. (Day, 2008a)

Utveckling av autoimmun sjukdom

Etiologi

Flera faktorer ar inblandade nar immunforsvarets normala tillstand av
sjélvtolerans satts ur spel. Sarskilt de genetiska faktorerna ar viktiga. Hos hundar
ar ofta autoimmunitet forknippat med sarskilda raser, och autoimmuna sjukdomar

ar ofta familjara. Risken for att utveckla autoimmunitet beror ocksa pa alder och
ar generellt hogst for medelalders till aldre hundar. (Day, 2008b)

Storningar i regleringen av immunforsvaret, vilka kan orsakas av till exempel
kemoterapi eller sjukdomar som lymfom och infektioner, & en annan faktor
bakom autoimmunitet. En férsamrad funktion hos regulatoriska celler eller en
forandrad balans mellan Thl- och Th2-celler verkar vara en underliggande faktor
for risken att utveckla flera olika autoimmuna sjukdomar. (Day, 2008b) Eftersom
apoptos ar det sdtt med vilket kroppen normalt gor sig av med sjélvreaktiva
lymfocyter, kan dven apoptosdefekter leda till autoimmun sjukdom. (Tizard,
2004; Agger o.a., 2006)

Infektioner och vaccinationer hor till de viktigaste miljofaktorer som anses kunna
ligga bakom utvecklandet av autoimmunitet. Ett antal mekanismer som kan ligga
bakom sambandet mellan infektidsa agens och autoimmunitet har foreslagits. En
infektion kan leda till forandringar i antigenpresentationen, sa att sadana
sjalvantigen som i normala fall &r dolda for immunférsvaret kan bérja uttryckas.
(Day, 2008b) En sadan exponering av tidigare dolda sjalvantigen kan &ven
orsakas av annan massiv vavnadsskada (Agger o.a., 2006). Immunsvaret mot en
infektion kan ocksa leda till att MHC klass Il uttrycks av celler som normalt inte
uttrycker dessa molekyler. Om dessa celler da uttrycker sjélvantigen kan de
aktivera sjalvreaktiva T-celler. Vissa mikrober kan inducera en ospecifik
massaktivering av flera T- och B-cellskloner, varav nagra kan vara autoreaktiva.
(Day, 2008b) Mikrobiella antigen kan ocksa korsreagera med sjalvantigen genom
”molecular mimicry”, det vill sdga en strukturell likhet mellan de frammande och
de kroppsegna molekylerna. (Day, 2008b; Agger o0.a., 2006)

Aven lakemedel kan bidra till utveckling av autoimmuna sjukdomar. Ett samband
har exempelvis setts mellan trimetoprim—sulfonamid och immunmedierade
hematologiska sjukdomar. (Day, 2008b)

Vavnadsskadornas patogenes

Vévnadsskadorna vid autoimmuna sjukdomar orsakas av samma immunreaktioner
som normalt anvands for att bekdmpa fraimmande antigen. (Agger o.a., 2006)
Beroende pa om autoimmuniteten medieras mest av B- eller T-lymfocyter, kan
patogenesen domineras av antingen autoantikroppar eller cellmedierad skada.
(Tizard, 2004)



Skadorna kan vara direkt antikroppsmedierade (typ Il), immunkomplexinducerade
(typ I11) eller orsakade av cytotoxicitet fran lymfocyter och makrofager (typ 1V).
Déremot spelar immunreaktioner av typ I, som medieras av IgE och ar inblandade
vid allergiska tillstand, ingen véasentlig roll vid autoimmuna sjukdomar. (Agger
0.a., 2006) Ofta &r flera mekanismer ansvariga for vavnadsskadorna och vilken
typ av immunsvar som dominerar kan variera vid olika sjukdomsstadier. (Tizard,
2004)

Vilken typ av immunreaktion som dominerar varierar mellan organspecifika och
systemiska autoimmuna sjukdomar. Vid organspecifika sjukdomar orsakas
vavnadsskadorna vanligen av immunreaktioner av typ Il eller 1V. Ofta &r det en
specifik celltyp i ett specifikt organ som drabbas. Vid exempelvis diabetes ar det
de insulinproducerande B-cellerna i bukspottkorteln som skadas av cytotoxiska T-
celler och makrofager. (Agger o.a., 2006)

Autoimmunitet 1 skoldkorteln  kan hos manniska leda till antingen
hyperthyroidism eller hypothyroidism. Vid Grave’s disease paverkar antikroppar
TSH-receptorn till att inducera en 6kad hormonproduktion, med hyperthyroidism
som foljd. Vid Hashimoto’s thyroiditis uppstar istallet hypothyroidism genom att
lymfocyter och makrofager forstor de hormonproducerande cellerna. (Agger o.a.,
2006)

Skadorna vid de systemiska autoimmuna sjukdomarna &r vanligen
immunkomplexinducerade, alltsa orsakade av typ IlI-reaktioner. Dessa sjukdomar
domineras av inflammation i karlvaggarna och ger oftast symtom framforallt fran
njurar, leder och hud. Systemisk Lupus Erythematosus (SLE), typexemplet pa en
systemisk autoimmun sjukdom, kannetecknas av hyperaktiva B-lymfocyter och
defekter i T-lymfocyternas regulatoriska formaga. Autoantikroppar bildas mot
flera kroppsegna antigen och organ, vilket leder bade till direkta vavnadsskador av
typ Il och immunkomplexinducerad inflammation. (Agger o.a., 2006)

Diagnostik och behandling av autoimmuna sjukdomar

Autoantikroppar ar en viktig del av diagnostiken vid autoimmuna sjukdomar. Vid
SLE, och SLE-besldktade sjukdomar, soker man efter antinukledra antikroppar
(ANA), riktade mot komponenter i cellkdrnan. Vid bland annat reumatoid artrit
hos manniska anvands sa kallade reumafaktorer (RF), som ar antikroppar mot Fc-
delen av 1gG. RF &r dock ospecifikt, da de aven ofta forekommer i samband med
infektioner och dessutom kan forekomma hos friska individer. (Agger o.a., 2006)

Aven biopsier kan anvandas i diagnostiken av autoimmuna sjukdomar.
Inflammatoriska celler kan ses i vavnaden och med immunfluorescensteknik kan
depositioner av immunoglobuliner och komplement pavisas. (Agger 0.a., 2006)

For manga autoimmuna sjukdomar ar den konventionella behandlingen en
ospecifik immunsuppression. Det finns dven vissa behandlingsmetoder som
paverkar subpopulationer av immunsystemets celler, eller balansen av cytokiner,
vilka ar proteiner med olika slags reglerande effekter pa immuncellerna. Vid de
sjukdomar dér autoimmuna reaktioner mot endokrina koértlar orsakar en nedsatt
hormonproduktion behandlas symtomen genom en direkt ersattning av
bristhormonet. (Agger o.a., 2006)



DLA klass Il
MHC — Major Histocompatibility Complex

Major histocompatibility complex, MHC, &r en samling gener med viktiga
funktioner i immunforsvaret. Namnet kommer av den avgorande roll som MHC-
molekyler har fér vavnadskompatibilitet vid transplantationer. (Nicholas, 1996)

Hos daggdjur omfattar MHC ungefar 3500 kb och innehaller en mangd olika
gener. FOr vissa av dessa ar funktionen annu okand. Andra ar 6verhuvudtaget inte
funktionella, till exempel ingar sa kallade pseudogener, det vill sdga gener som
har inaktiverats av mutationer. (Nicholas, 1996)

MHC kan delas in i tre huvudregioner: klass I, 11 och I11. Klass I och Il &r regioner
som kodar for histokompatibilitetsmolekyler, vilka har uppgiften att presentera
antigen for de celler som initierar det specifika immunforsvaret. Klass 111 omfattar
gener som visserligen ar lokaliserade till MHC-regionen, men som kodar for
molekyler som helt skiljer sig fran klass 1- och klass II-molekylerna i struktur och
funktion. Aven manga av dessa har dock viktiga roller i immunforsvaret, da
gruppen till exempel innefattar vissa cytokiner och komplementfaktorer. (Day,
2008)

MHC klass | och Il

De viktiga generna inom manniskans klass I-region kallas A, B och C. (Nicholas,
1996) Hundens gener inom klass | ar istéllet namngivna med siffror, t.ex. DLA-88
och DLA-12. (Kennedy o.a., 2001) MHC klass I-molekylen bestar av en a-kedja,
som passerar genom cellmembranet, och en kortare kedja som kallas f-
mikroglobulin. (Day, 2008)

Klass ll-regionen, som dven kallas D-regionen, brukar hos manniska delas in i tre
huvudsakliga underregioner: DP, DQ och DR. Varje sadan region kodar for
atminstone en a-kedja och en B-kedja, och generna kallas DPA, DQA och DRA
respektive DPB, DQB och DRB. (Nicholas, 1996) A- och B-kedjan, som bada
passerar cellmembranet, bildar tillsammans en heterodimer dar kedjorna halls
samman av icke-kovalenta bindningar, MHC klass I1-molekylen. (Day, 2008)

Dessutom finns det atminstone tre andra regioner inom MHC klass 1l: DM, DN
och DO. Har finns gener vars genprodukter kan sdgas assistera MHC |I-
molekylen, sérskilt vad galler dennas bindning av antigen. DM-regionen kodar for
en a- och en B-kedja som tillsammans bildar en klass Il-liknande molekyl. DM-
molekylen har en hjélpande funktion i den process dar antigen som ska
presenteras binds till MHC-molekylen, men den har ocksa en stabiliserande effekt
pa de MHC Il-molekyler som dnnu inte har peptider bundna till sig och hindrar
dessa fran att inaktiveras. DN-regionen innehaller DNA-genen som kodar for en
oa-kedja, och DO-regionen innehdller DOB-genen, som kodar for en B-kedja, och
tillsammans bildar dessa HLA-DO-molekylen. (Nicholas, 1996; Kropshofer o.a.,
1999; Busch, 2005) Denna har en inhiberande effekt pa DM och darmed en
reglerande funktion. | celler som uttrycker DO, som exempelvis B-celler,
fokuseras antigenpresentationen pa andra typer av peptider an i de som inte
uttrycker det. (Guce o.a., 2013)



MHC kénnetecknas av en hdg grad av genetisk polymorfism, vilket innebar att det
finns ett stort antal alleler i populationen for de flesta loci. Hos manniska ar darfor
majoriteten av alla individer heterozygota med avseende pa HLA Kklass II.
Vanligen arvs kombinationen av MHC-alleler pa en kromosom som ett block, en
sa kallad haplotyp. Overkorsning under meiosen, med bildandet av nya
haplotyper, ar relativt ovanligt. (Nicholas, 1996)

Hundens MHC kallas DLA, ’dog leukocyte antigen”, medan ménniskans kallas
HLA, "human leukocyte antigen”. DLA-komplexet har manga likheter med
manniskans HLA, liksom med andra daggdjurs MHC-komplex. Hunden saknar
dock DP-gener och i DLA-komplexet ingar bara en av vardera DRB, DRA, DQA
och DQB. (Debenham o.a., 2005) DRA-genen ar inte polymorf hos hund.

Generna uttrycks kodominant, sa att produkter fran bade de alleler som har &rvts
fran modern och de som har arvts fran fadern uttrycks pa cellmembranen. Néar
MHC-molekylen satts samman kan a-kedjan fran den ena kromosomen
kombineras antingen med B-kedjan fran samma kromosom, eller med den fran den
andra kromosomen. (Day, 2008) Det innebar att en hund som ar heterozygot for
DRB, DQA och DQB kan uttrycka sex olika klass II-molekyler pa en och samma
cell.

MHC-molekylernas roll i immunférsvaret

For att ett specifikt immunforsvar ska kunna riktas mot ett frammande antigen
maste detta forst registreras av T-cellsreceptorn pa en T-lymfocyt som da initierar
ett immunsvar. En receptor med affinitet for en viss frammande peptid kan dock
bara kdnna igen denna ndr peptiden ar bunden till en MHC-molekyl. Detta, att det
ar kombinationen av kroppseget MHC och en frdmmande peptid som T-
cellsreceptorn reagerar pa, kallas for MHC-restriktion. (Day, 2008; Mazza o.a.,
2007; Parham, 2005)

MHC-molekylens roll i immunforsvaret ar alltsa att presentera antigen for T-
lymfocyten. Det som presenteras ar sma peptidfragment, som passar in i specifika
fickor i den antigenbindande faran pa molekylen. Presentationen kraver darfor att
antigenet forst tas in i cellen och bryts ned. Varje MHC-molekyl kan sedan binda
flera olika peptider. (Day, 2008; Mazza o0.a., 2007; Parham, 2005)

Processen i cellen gar olika till beroende pa om det ror sig om ett endogent, t.ex.
ett viralt, eller ett exogent, t.ex. ett bakteriellt, antigen, och de férstnamnda
kommer att presenteras pa MHC klass I-molekyler medan de senare presenteras
av klass ll-molekyler. MHC klass | uttrycks pa nastan alla kroppens celler just
darfor att alla celler kan infekteras av virus och dd maste kunna elimineras.
Nervceller uttrycker daremot inte MHC klass I, ett undantag som skyddar dessa
celler fran eliminering men istallet ofta leder till kroniska inflammationer. MHC
klass Il &r daremot inriktat mot hot utanfor cellerna och uttrycks av professionella
antigenpresenterande celler, som makrofager, dendritiska celler och B-lymfocyter.
Dessa har receptorer som ké&nner igen vissa uppsattningar av ytmolekyler som ofta
uttrycks av patogena organismer. Den mest potenta av de antigenpresenterande
cellerna &r den dendritiska cellen, som kan ta upp fraimmande antigen bade genom
fagocytos och genom pinocytos (insamling av material via vesiklar). (Day, 2008)
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Hos hund och Katt, till skillnad fran hos manniska, uttrycker aven vissa T-
lymfocyter klass 1l-molekyler. Vid en inflammation kan dven till exempel epitel
och endotel borja uttrycka klass I1-molekyler. (Day, 2008) Detta uttryck av MHC
klass Il induceras av gamma-interferon, som utsondras av T-lymfocyter och NK-
celler. (Tizard, 2000)

Né&r en T-cellsreceptor med affinitet for en viss kombination av MHC och
peptidantigen binder till denna, kommer T-lymfocyten att aktiveras. FOr
aktiveringen kravs ocksa en frisattning av vissa cytokiner fran den
antigenpresenterande cellen samt ett samspel mellan olika ytmolekyler pa de bada
involverade cellerna. Efter aktiveringen mognar T-lymfocyten ut till en blastcell.
Den utsondrar cytokiner, och uttrycker sjalv cytokinreceptorer pa sin yta for att pa
autokrin vag uppratthalla aktiveringen. Genom en snabb proliferation bildar
lymfocyten ett stort antal identiska kloner av sig sjélv, vilka sedan differentieras
vidare till cytotoxiska celler, regulatoriska celler eller minnesceller. Aktiverade T-
hjalparceller kommer att stimulera B-lymfocyternas produktion av antikroppar,
och genom cytokiner reglera andra immunceller, som NK-celler, makrofager och
granulocyter. (Day, 2008)

DLA-komplexet

DLA-regionen &r lokaliserad till hundens kromosom 12, men enstaka gener som
ocksa anses hora till DLA sitter istdllet pd andra kromosomer. (Kennedy o.a.,
2001) | tabell 1 visas gener och pseudogener inom DLA. Atminstone fyra gener
har identifierats inom DLA klass I: DLA-79, DLA-88, DLA-12 och DLA-64.
(Kennedy o.a., 2001) Av dessa ar DLA-88 mycket polymorf, med mer an 40
alleler, medan de andra uppvisar betydligt mindre variation. (Wagner, Burnett &
Storb, 1999) Generna inom DLA klass Il har visat sig vara homologa med loci i
manniskans HLA och har ocksd namngetts som dessa, med namn som DRA,
DRB, DQA och DQB. (Kennedy o.a., 1998).

Tabell 1: Loci inom klass | och klass Il i DLA-komplexet (modifierad efter tabell fran
European bioinformatics institutes MHC-databas)

Locus Beskrivning

DLA klass |

DLA-79 Klass | gen som inte sitter i DLA-regionen

DLA-88 Klass I-gen

DLA-12 Klass I-gen

DLA-64 Klass I-gen

DLA-12a Pseudogen

Clpg-26 Klass I-processad gen som inte sitter i DLA-
regionen

DLA-53 Pseudogen

DLA klass Il

DLA-DRA1 DR alfakedja

DLA-DRB1 DR betakedja

DLA-DRB2 Pseudogen
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DLA-DQA1 DQ alfakedja

DLA-DQB1 DQ betakedja
DLA-DQB2 Pseudogen?

DLA-A ?

DLA-DPA DP alfakedja, pseudogen
DLA-DPB1 DP betakedja, pseudogen
DLA-DPB2 DP betakedja, pseudogen
DLA-DOB DO betakedja

DLA klass Il

Hunden har tva funktionella DR-gener, DLA-DRAL1 och DLA-DRBL, och en DR-
pseudogen, DLA-DRB2. Likasa har den tva funktionella DQ-gener, DLA-DQA1
och DLA-DQB1, och en pseudogen, DLA-DQB?2. Till klass Il hor ocksa tre DP-
loci, som alla tycks vara pseudogener. (Debenham o.a., 2005)

Alleler

DLA Klass Il & en mycket polymorf region. For varje ny ras som undersoks hittas
nya alleler och nya haplotyper for DRB1, DQA1 och DQB1. (Kennedy o.a.,
2007a) DLA-DRAL tycks déremot sakna motsvarande variation (Wagner, Burnett
& Storb, 1999). Aven hos andra arter & DLA-DRA monomorf. Bara hos hést har
enstaka alleler rapporterats.

For alla arter géller att DRB1 &r mest polymorf, foljt av DQB1 och sedan DQA1.
Ar 2012 hade 155 alleler for DLA-DRB1, 26 for DLA-DQA1 och 76 for DLA-
DQB1 identifierats hos hund och varg. (Wilbe o0.a., 2012)

Allelerna namnges med siffror, baserat pa aminosyresekvensen som de kodar for.
De tre forsta siffrorna i namnet star for vilken huvudtyp allelen tillhor, de fjarde
och femte siffrorna star for subtypen, medan den eventuella sjatte siffran star for
en sa kallad "silent substitution” (dar ett kodon kodar for samma aminosyra som
en annan trots att ett baspar har bytts ut). Alleler av samma huvudtyp &r identiska i
tre specifika hypervariabla regioner och delas in i subtyper baserat pa skillnader
utanfor dessa regioner. (Kennedy o.a., 1999)

DRB1-allelerna 01502 och 01501 é&r alltsd exempel pa tva varianter av samma
huvudtyp, DRB1*015. Det som skiljer dem at finns utanfor de tre hypervariabla
regionerna. DQA1l-allelerna 005011 och 005012 kodar bada for samma
aminosyresekvens, trots att det finns en mindre skillnad i sjalva DNA-sekvensen.

Haplotyper

Varje allel av DRBL1 forekommer vanligen tillsammans med ett specifikt par av
DQAL- och DQB1-alleler, det vill sdga det &r hog kopplingsojamvikt i DLA klass
Il regionen (se nedan). (Kennedy o.a., 2007ab) Till exempel ses DRB1*00101
vanligen i kombination med DQA1*00101 och DQB1*00201, medan
DRB1*01501 ofta ses i kombination med DQA1*00601 och DQB1*02301. Bada
dessa alleler av DRB1 kan ocksa, mer sallan, ses tillsammans med ett antal andra
allelpar av DQ-gener, men antalet olika kombinationer som har setts ar
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begrénsade. (Kennedy o0.a., 2007ab) Det finns farre alleler av DQAL &n av DRB1.
Vissa DLA-DRB1-alleler forekommer alltsa i flera haplotypkombinationer med
DQAL1 medan andra, framforallt de mer ovanliga allelerna, bara ses i en
kombination. (Kennedy o.a., 2002)

Det faktum att ovantade kombinationer av DR och DQ séllan ses, ar ett tecken pa
ett starkt “linkage disequilibrium”, en kopplingsojamvikt, i ned&rvningen.
(Kennedy o.a., 2007b) Kombinationer av DRB1, DQA1 och DQBL1 dverfors alltsa
vanligen som intakta haplotyper fran foraldrar till avkomma ocksa hos hund.

Variation mellan och inom hundraser

Medan polymorfismen for DLA klass Il &r stor hos arten hund som helhet, har
rasaveln lett till att medan skillnaderna kan vara mycket stora mellan raser, kan de
samtidigt vara mycket sma inom raser. Det finns stora skillnader nér det galler
vilka alleler och haplotyper som olika raser uppvisar. Det forekommer att en viss
ras inte tycks ha en enda haplotyp gemensamt med en viss annan ras. (Kennedy
0.a., 2002)

Hos vissa raser finns mycket fa varianter av alleler och haplotyper, medan andra
har en betydligt bredare uppsattning. Troligen beror detta pd hur bred
populationsbas rasen harstammar fran, och i vilken utstrackning inkorsning med
andra raser har skett. (Kennedy o.a., 2002) Ofta &r det en eller tva alleler som
dominerar hos en ras, medan 6vriga alleler finns i betydligt lagre frekvenser.
(Angles o.a., 2005)

Den begransade variationen inom raser leder till en hog grad av homozygoti for
DLA Kklass Il-loci hos hundar. | en studie pa hundar, av flera raser inklusive
blandras, visade sig mer an en tredjedel vara homozygota for DRB1 och DQAI.
Sarskilt hos numerart sma raser a homozygoti vanligt, medan storre raser, som
schéfer, labradorer och golden retrievers, oftare ar heterozygota. (Kennedy o.a.,
2002)

Antalet raser som har en viss allel eller haplotyp varierar — vissa verkar vara i stort
sett helt begransade till en viss ras, medan andra finns hos manga raser. Likasa
varierar frekvensen av haplotypen mellan de raser dar den finns. (Kennedy o.a.,
2002; Angles 0.a., 2005)

Inom raser ses geografiska skillnader i alleluppsattningar. Jamforelser mellan
amerikanska och europeiska hundar av samma ras (av europeiskt ursprung) har
visat pa en ofta mer begransad variation hos de amerikanska hundarna. De alleler
som &r vanligast hos de europeiska hundarna ar vanliga dven hos de amerikanska,
men exporten av hundar fran Europa till Nordamerika har inneburit ett ytterligare
urval av hundar, med farre alleler som féljd. (Angles o0.a, 2005) Det motsatta
forhallandet géller for den ras som studerats i detta projekt, Nova Scotia duck
tolling retriever, vars ursprung &r nordamerikanskt, dar ett marginellt antal fler
haplotyper forekommer i Nordamerika relativt Europa.

Samband mellan DLA klass Il och autoimmuna sjukdomar

Eftersom MHC-molekylen har en sa viktig funktion i immunférsvaret kan
variationer inom DLA-komplexet misstankas spela en viss roll néar det uppstar
storningar i immunférsvarets funktion. Det har ocksa visat sig finnas samband
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mellan DLA, sérskilt klass 11, och flera immunmedierade sjukdomar. (Kennedy
0.a., 2006a; Kennedy o0.a. 2006b; Ollier o0.a., 2001; Kennedy o.a., 2006d; Wilbe
0.a., 2009; Wilbe o.a., 2010a; Wilbe o.a., 2010b; Wilbe o.a., 2010c; Wilbe o.a.,
2012; Hughes o0.a., 2010; Jokinen o.a., 2011; Massey o.a., 2013)

Vissa alleler av MHC klass 1l har affinitet for vissa sjalvantigen och kan darfor
presentera dessa for sjalvreaktiva T-celler, medan andra alleler ger upphov till en
struktur pa molekylens bindningsficka dit samma sjalvantigen inte kan binda. Av
denna anledning kan en individs uppsattning av MHC-alleler paverka risken for
att utveckla en autoimmun sjukdom. (Jacobson o.a., 2007)

Till de sjukdomar hos hund som har visat sig ha ett samband med DLA klass 1l
hor diabetes mellitus, hypothyroidism, reumatisk artrit, hypoadrenokorticism och
immunmedierad hemolytisk anemi. (Kennedy o.a., 2006b; Kennedy o0.a. 2006d,;
Ollier 0.a., 2001; Kennedy o0.a., 2006a; Wilbe o.a., 2009; Wilbe o0.a., 2010a; Wilbe
0.a., 2010b; Wilbe o.a., 2012; Hughes o.a., 2010, Massey o0.a., 2013)

Det verkar finnas rasskillnader nédr det galler sjukdomsassociationer med DLA.
Ofta kan ett samband med en viss allel eller haplotyp och en sjukdom ses for vissa
hundraser, men saknas for andra raser, dar eventuellt ett samband med en annan
allel eller haplotyp istéllet kan ses. (Kennedy o.a., 2006a; Kennedy o0.a., 2006d;
Massey o0.a., 2013)

Nér det géller risken for att utveckla diabetes mellitus har den visat sig vara storre
hos hundar med haplotyperna DRB1*009/DQA1*001/DQB1*008,
DRB1*015/DQA1*006/DQB1*023 och DRB1*002/DQA1*009/DQB1*001.
Aven de DQAU1-alleler som kodar for aminosyran arginin i kodon 55 leder till en
storre risk att utveckla sjukdomen. Ett liknande samband har setts hos ménniskor
med diabetes mellitus, da i kodon 52 istallet for 55 pa DQAL. (Kennedy o.a.,
2006b)

En skyddande haplotyp for diabetes mellitus har ocksa identifierats: DQ-
haplotypen DQA1*004/DQB1*013 har visat sig ha en signifikant lagre frekvens
hos drabbade hundar &n i en kontrollgrupp. (Kennedy o.a., 2006b)

Haplotypen DLA-DRB1*01201/DQA1*00101/DQB1*00201 har visat ett
samband med en 6kad risk att utveckla hypothyroidism hos bade riesenschnauzer
och dobermann. (Wilbe o.a., 2010b; Kennedy o.a., 2006c¢) Den verkliga risken
tros ligga hos sjalva DRB1*01201-allelen, snarare an pa haplotypniva. Hos
riesenschnauzer har &ven en skyddande haplotyp identifierats, DLA-
DRB1*01301/DQA1*00301/DQB1*00501 . Héar tycks det vara hela haplotypen,
snarare an en enskild allel i den, som har den skyddande effekten. (Wilbe o.a.,
2010b) Aven hos andra raser, sdsom rhodesian ridgeback och engelsk setter finns
samband mellan DLA och hypothyroidism. (Kennedy o0.a., 2006d)

For reumatisk artrit hos bade méanniska och hund har en okad risk satts i samband
med alleler av DRB1 som kodar for vissa sarskilda aminosyresekvenser i den
tredje av de hypervariabla regionerna (Ollier 0.a., 2001). Ett sadant samband har
setts dven for den reumatiska sjukdom som drabbar tollare, da den riskhaplotyp
som har identifierats kodar for en sadan sekvens. For den immunmedierade
reumatiska sjukdomen hos tollare & DLA en av flera genetiska riskfaktorer.
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Homozygoti for DLA-DRB1*00601/DQA1*005011/DQB1*02001 visat sig
innebédra en forhojd sjukdomsrisk, med ett sarskilt tydligt samband for ANA-
positiva fall. (Wilbe o0.a., 2009; Wilbe o.a., 2012)

Det har dven setts samband mellan homozygoti for DLA klass 11-regionen, oavsett
haplotyp, och utveckling av autoimmun sjukdom. | en studie av Addisons
sjukdom hos Nova Scotia duck tolling retriever sags en tendens bade till hogre
risk for att utveckla sjukdom och till en tidigare sjukdomsutveckling hos
homozygota individer jamfort med heterozygota. (Hughes o.a., 2010) Aven for
tollarnas reumatiska sjukdom har en 6kad risk setts for homozygoter jamfort med
heterozygoter. (Wilbe 0.a., 2009)
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LITTERATUROVERSIKT — SJUKDOMARNA

| denna studie ingar framférallt hundar med steroidresponsiv meningit-arterit och
lymfocytar thyroidit och det &r dessa tva sjukdomar som forst kommer att
behandlas i detta kapitel. En grupp pa nio hundar har istéllet andra sjukdomar,
med autoimmun eller misstankt autoimmun bakgrund. Till dessa hor Addisons
sjukdom, som beskrivs nedan, samt vitiligo och epilepsi, som mer kortfattat
beskrivs under 6vriga sjukdomar. Resterande hundar hade sjukdomar med
symtom fran mun, hud eller tarm.

Steroidresponsiv meningit-arterit

Steroidresponsiv meningit-arterit, SRMA, &r en form av meningit hos hund med
vaskulit i meningernas blodkarl. (Tipold & Jaggy, 1994) Detta &r kanske den
vanligast férekommande formen av meningit hos hund. (LeCouteur & Grandy,
2005)

SRMA har gatt under manga namn, daribland aseptisk meningit (Anfinsen o.a.,
2007), kortikosteroidresponsiv meningit (Meric o0.a., 1985; Mufana, 1996),
steroidresponsiv suppurativ meningit (Meric, 1988) och nekrotiserande vaskulit
(Hoff & Vandevelde, 1981; Meric, 1988; Mufiana, 1996).

I viss litteratur skiljer forfattarna mellan steroidresponsiv. meningit och
nekrotiserande vaskulit i meningerna. Den senare innebar da en kraftigare och
ibland mer svarbehandlad vaskulit, en form som har setts hos bland annat Berner
sennen och beagle. (Meric, 1988; Mufiana, 1996)

Sjukdomen
Symtom

| den klassiska formen av SRMA domineras symtomen av smérta och stelhet i
nacken, i kombination med feber. En mer utdragen, kronisk form av sjukdomen
leder aven till neurologiska bortfall, sisom nedsatt proprioception och para- eller
tetrapares. (Tipold & Jaggy, 1994)

De kliniska tecknen &r desamma som ses vid meningit av andra orsaker, som till
exempel infektioner. Drabbade hundar blir ovilliga att réra sig och gar med stela
rorelser och bojd rygg. Férutom nacksmartan kan drabbade hundar bland annat fa
ont i ryggen eller ont nar munnen dppnas. Sjukdomen kan ocksa ge muskelstelhet
eller spasmer. (Tipold & Jaggy, 1994; Cizinauskas o.a., 2000; LeCouteur &
Grandy, 2005)

De kliniska symtomen kan vara akuta och progressiva, eller variera i styrka under
veckor eller manader. (LeCouteur & Grandy, 2005)

Vanligen drabbar SRMA hundar av medelstora till stora raser. (LeCouteur &
Grandy, 2005) Sjukdomen é&r vanligast hos unga hundar, atta till arton manader,
men kan drabba &ven yngre och aldre hundar. (Tipold & Jaggy, 1994)

SRMA kan ibland ses tillsammans med nonerosiv, idiopatisk, immunmedierad
polyartrit. (Tipold & Jaggy, 1994)
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Diagnostik

Diagnosen baseras pa en 6kad mangd leukocyter i CSF utan att nagot infektiost
agens kan isoleras, samt ett svar pa kortikosteroidbehandling. (LeCouteur &
Grandy, 2005) Ofta ses ocksa neutrofili i perifert blod. Aven analyser av I1gG, IgM
och IgA i CSF ar anvandbart i diagnostiken da produktionen av dessa antikroppar
har visat sig vara forhojd vid SRMA. (Tipold & Jaggy, 1994; Tipold o.a., 1995;
LeCouteur & Grandy, 2005)

Behandling

Sjukdomen behandlas med kortikosteroider, en langtidsbehandling med gradvis
minskande dos. (LeCouteur & Grandy, 2005; Cizinauskas o.a., 2000; Day &
Bennet, 2008) Kortisonbehandlingen leder till att antalet vita blodkroppar i
cerebrospinalvatskan minskar markant, medan IgA-koncentrationerna i bade blod
och CSF daremot forblir forhdjda. (Cizinauskas o.a., 2000)

Aterfall ar vanligt; ungefar halften av fallen aterfar sina kliniska symtom efter att
kortikosteroidbehandlingen har avbrutits. Behandling i upp till sex manader kan
vara nodvandigt for att forhindra kliniska aterfall. (LeCouteur & Grandy, 2005)

For laga doser av kortikosteroider eller en for tidigt avbruten behandling kan leda
till ett utdraget och svarbehandlat sjukdomstillstand. Déarfor bor dosen inte
minskas forran prov fran blod och cerebrospinalvatska inte langre visar tecken pa
en aktiv inflammation. (Tipold & Jaggy, 1994)

Prognosen &r pa sikt god for att bli av med de kliniska symtomen. (LeCouteur &
Grandy, 2005) Vanligen aterkommer inte sjukdomen igen efter att hunden blivit
tva till tre ar. (Jeffery, 1995) Aldre hundar med hogre IgA-nivaer i CSF och
frekventa aterfall kraver en langre behandling och har en samre prognos.
(Cizinauskas o0.a., 2000)

Patologi

Den histopatologiska bilden vid SRMA utg6rs av inflammation i meningerna och
i meningernas artérer. | det akuta stadiet infiltreras vavnaden av makrofager,
lymfocyter och polymorfkarniga celler. Kaérllesionerna bestar framforallt av
degenerativa forandringar i tunica media och en periarteriell inflammation, med
mestadels mononukleéra celler i tunica adventitia. (Tipold o.a., 1995)

I kroniska stadier &r de inflammatoriska cellerna i vavnaden férre. Istallet ses
fibros av meninger och blodkérl, med mineralisering av vissa kérl samt fokalt i
meningerna. (Tipold o.a., 1995)

Meningerna i alla regioner av det centrala nervsystemet &r involverade i
sjukdomen, men effekten av skadorna ar storst i halsregionen (Tipold o.a., 1995).
Dér &r den somatiska innerveringen tatare och rorligheten storre, vilket gor att
smarta och stelhet i det omradet blir det mest markanta resultatet av
inflammationen. (Meric, 1988)

Vévnadsischemi och blédningar pa grund av kérlskadorna ger upphov till de

neurologiska symtom som ibland kan ses i grava fall av sjukdomen. (Hoff &
Vandevelde, 1981; Meric, 1988)
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I den klassiska formen av sjukdomen ses en kraftig pleiocytos, det vill sdga ett
Okat antal leukocyter i cerebrospinalvatskan. Polymorfkarniga celler dominerar.
Hos de fall som har visat symtom en langre tid ses en mild till mattlig pleiocytos
med antingen blandade celler en Overvikt av mononukledra celler. (Tipold &
Jaggy, 1994)

I meningerna och i karlens tunica adventitia finns infiltrat av plasmaceller som
producerar IgA, IgG och IgM och en 6kad méangd av dessa antikroppar finns i
cerebrospinalvitskan. Aven serumnivaerna av IgA ar forhojda hos hundar med
SRMA. (Tipold & Jaggy, 1994; Tipold o.a., 1995)

Vanligen ar kéarlforandringarna begrénsade till CNS, men dven arterit i hjartats
kranskarl har setts i samband med SRMA.. (Harcourt, 1978; Tipold 0.a., 1995)

Sjukdomens uppkomst

Det finns flera tecken pa att SRMA har en immunmedierad patogenes. (Day &
Bennet, 2008) Ett av dessa ar att inget infektiost agens har kunnat pavisas i
lesionerna (Harcourt, 1978; Meric 0.a., 1985; Tipold & Jaggy, 1994).

Aven det faktum att sjukdomen svarar som den goér pd behandling med
kortikosteroider talar for att patogenesen & immunmedierad. (Meric 0.a., 1985;
Tipold & Jaggy, 1994; Day & Bennet, 2008) Nagra fall av SRMA é&r dessutom
ANA-positiva. (Tipold & Jaggy, 1994)

Hundar med SRMA har i jamforelse med friska hundar en hogre proportion CD4-
positiva T-hjalparceller och en lagre proportion CD8-positiva cytotoxiska T-celler
i perifert blod. Att den dvervégande delen av lymfocyterna ar T-hjélparceller tyder
pa att det humorala immunsvaret spelar en roll vid SRMA. (Schwartz 0.a., 2008a)

Awven proportionen mellan B- och T-lymfocyter i blodet &r forandrad hos hundar
med SRMA, med en storre andel B-celler hos dessa &n hos friska hundar. | CSF &r
andelen B-celler annu storre, vilket tyder antingen pa en selektiv rekrytering, eller
pa en kraftig proliferation av de B-celler som tas in i subarachnoidalrummet.
(Schwartz o.a., 2008a)

Enligt en teori & det den O©kade produktionen av IgA som utldser den
inflammatoriska processen vid SRMA. Den ¢kade IgA-syntesen skulle i sin tur
kunna forklaras med att en minskning av antalet suppressorceller leder till en
rubbning i T-cellsregleringen. (Tipold o.a., 1995)

De autoantikroppar mot CNS-proteiner som ocksa forekommer i samband med
SRMA ses dock &ven vid andra sjukdomar i det centrala nervsystemet och anses
inte vara orsak till tillstandet. (Day & Bennet, 2008)

Invasionen av neutrofiler in till cerebrospinalvétskan vid SRMA kan forklaras av
att neutrofilerna i perifert blod har ett dkat uttryck av ytmolekylen CD11a. Denna
integrin medierar leukocyternas adhesion pa endotelet, ett nddvandigt steg i
uttradet ur karlen. (Schwartz o.a., 2008b)

18



Arftlighet

En forhojd prevalens av SRMA i vissa raser (Tipold & Jaggy, 1994), liksom det
faktum att fler &n en hund i en kull ibland drabbas (Astrém, 2000; Werholt, 2004;
Anfinsen o.a., 2007) talar for att genetiska faktorer &r viktiga for etiologin. En
Genome-Wide Association-studie har identifierat fem loci, hos rasen tollare, som
kan associeras med en Okad risk for att utveckla tollarsjuka. Tva av dessa,
lokaliserade pa kromosom 8 respektive 32, sétts i samband med just SRMA.
(Wilbe o.a., 2010b)

I den norska populationen av tollare har prevalensen av. SRMA uppskattats till
atminstone 2,5 %. Inom vissa familjer i rasen finns en markant 6kad risk for att
utveckla sjukdomen, med flera kullar dar halften av syskonen &r drabbade.
Nedarvningsmonstret ar inte klarlagt. (Anfinsen o.a., 2007)

Lymfocytar thyroidit

Lymfocytér thyroidit & en immunmedierad destruktion av skoldkortelvavnaden
hos hund, dar flera organsystem paverkas av den minskade cellmetabolism som
brist pa thyroideahormoner leder till. (Day & Shaw, 2008; Feldman & Nelson,
2004a; Scott-Moncrieff & Guptill-Yoran, 2005) Hypothyroidism, med minskad
produktion av thyroideahormonerna thyroxin (T4) och trijodothyronin (T3), &r ett
relativt vanligt tillstdnd hos hund. (Scott-Moncrieff & Guptill-Yoran)

Syntesen och sekretionen av thyroideahormoner regleras fran hypofysen, via
hormonet TSH, Thyroidea Stimulating Hormone, aven kallat thyrotropin. (Scott-
Moncrieff & Guptill-Yoran, 2005) Frisattningen av TSH stimuleras i sin tur av
TRH, Thyrotropin Releasing Hormone, fran hypothalamus (Ferguson, 2007).
Detta medfor att hypothyroidism kan orsakas av storningar inte bara i sjélva
skoldkortelvdvnaden utan &aven i hypofysen eller hypothalamus. Sekundér
hypothyroidism, med brist pa TSH, ar dock ovanligt och tertiar hypothyroidism,
med brist pd TRH, har dnnu inte dokumenterats hos hund. (Scott-Moncrieff &
Guptill-Yoran, 2005)

Den priméra hypothyroidismen, med destruktion av sjalva skoéldkortelvavnaden,
ar alltsd den dverlagset vanligaste formen hos hund. (Scott-Moncrieff & Guptill-
Yoran, 2005; Day & Shaw, 2008) Denna sjukdom ses i tva histologiskt olika
former, dar lymfocytar thyroidit & den ena. Den andra formen &r en icke-
inflammatorisk, idiopatisk atrofi med bindvavsinvaxt, som numera ocksa anses
uppsta som ett senare stadium av lymfocytar thyroidit. (Day & Shaw, 2008;
Ferguson, 2007)

Skoldkortelns hormoner

Thyroideahormonerna har ett stort antal fysiologiska effekter. De Okar
metabolismen och syrekonsumtionen i de flesta av kroppens vavnader, har en
positiv inotrop effekt pa hjartmuskulaturen, har en katabol effekt pa muskler och
fettvdvnad samt stimulerar erytropoes. De ar ocksa viktiga for tillvaxt och
utveckling av nervsystem och skelett. (Scott-Moncrieff & Guptill-Yoran, 2005)

Allt cirkulerande T4 produceras i skoldkorteln, medan det mesta av det T3 som
finns i blodet harror fran en extrathyroidal dejodinering av T4. (Scott-Moncrieff &
Guptill-Yoran, 2005, Feldman & Nelson, 2004a)
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T4, och till en mindre del aven T3, frisatts fran glykoproteinet thyroglobulin,
genom en proteolytisk process i skoldkortelns celler. Thyroglobulinet produceras
av skoldkortelcellerna, for att sedan lagras i lumen av de kolloidfyllda folliklar
som skoldkorteln utgors av, tills det aterupptas av cellerna for att genomga
proteolys. De frisatta skoldkortelhormonerna passerar dérefter ut i blodet.
(Feldman & Nelson, 2004a)

Mer d@n 99 % av T4 och T3 i blodet ar bundet till plasmaproteiner, T4 starkare an
T3. Bara fria hormoner har en biologisk effekt pa kroppens celler, och bara dessa
utdvar negativ feedback pa hypofys och hypothalamus. T3 ar det mest potenta av
de tvd hormonerna, tre till fem ganger mer potent dan T4. (Scott-Moncrieff &
Guptill-Yoran, 2005)

Sjukdomen
Symtom

De flesta organsystemen kan paverkas vid hypothyroidism och vilka kliniska
tecken som ses och dominerar, varierar mellan individer och aven mellan raser.
(Feldman & Nelson, 2004a)

Symtomen pa hypothyroidism ar ofta ospecifika. De vanligaste kliniska
symtomen som ses vid hypothyroidism harrér fran den minskade
cellmetabolismen och den effekt som denna har pa aktivitetsniva och mentalitet.
Ofta blir drabbade hundar sléa, frusna och gar upp i vikt. (Scott-Moncrieff &
Guptill-Yoran, 2005) Andra kliniska symtom involverar hud, nervsystem, muskler
och reproduktionsorgan. Ofta kommer de Kkliniska symtomen gradvis och
smygande, vilket kan gora det svarare for hundagaren att marka forandringar i
aktivitetsniva och dylikt. (Feldman & Nelson, 2004a)

Dermatologiska forandringar ar vanligt vid hypothyroidism, och innefattar torr,
fjallig hud, forandrad paélskvalitet, alopeci (haravfall), och ytlig pyodermi
(hudinfektion). (Scott-Moncrieff & Guptill-Yoran, 2005)

Skoldkortelhormonerna ar nodvandiga for att bibehalla den véxande fasen hos
harfolliklarna. Pals som klipps, nots eller falls véxer alltsa inte ut som den ska hos
hypothyroida hundar. Alopecin &r till en borjan oftast begransad till omraden som
utsdtts for notning och tryck, for att senare bli mer symmetriskt fordelad.
(Feldman & Nelson, 2004a) Framforallt drabbas balen och svansen, medan pélsen
brukar bli kvar pd huvud och ben. (Scott-Moncrieff & Guptill-Yoran, 2005)
Denna endokrina alopeci ar det klassiska utseendet vid hypothyroidism, men
hudsymtomen kan variera mycket i utseende, bade mellan individer och mellan
raser med olika palstyper. (Feldman & Nelson, 2004a)

Hypothyroidism kan leda till symtom fran centrala eller perifera nervsystemet.
Vanligast ar paverkan pa det perifera nervsystemet, daribland fascialisparalys, och
nedsatt proprioception. Det vanligaste neuromuskuldra symtomet &r svaghet.
(Feldman & Nelson, 2004a)

Symtom fran hjartkarlsystemet ar ovanligt, men bradykardi kan upptéickas vid

klinisk undersokning. (Feldman & Nelson, 2004a) Sjukdomen kan daven forvérra
eventuella underliggande hjartfel. (Scott-Moncrieff & Guptill-Yoran, 2005) Aven
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reproduktionsstorningar &r ovanligt, men det som oftast ses ar férlangd andstrus.
(Feldman & Nelson, 2004a)

Medelaldern for diagnos &r 7 ar, men aldersspannet som kan drabbas &r stort.
(Scott-Moncrieff &  Guptill-Yoran, 2005) Det finns ingen tydlig
konspredisposition for utveckling av lymfocytar thyroidit. (Feldman & Nelson,
2004a; Ferm et al, 2009)

Diagnostik

Forekomst av antikroppar mot thyroglobulin (TgAA) i blodet &r nastan alltid ett
tecken pa en underliggande lymfocytér thyroidit. Alla fall av lymfocytar thyroidit
ar dock inte positiva for TgAA. | senare stadier av sjukdomen kan tidigare
positiva hundar bli negativa. (Ferguson, 2007) Totalt &r ungefar halften av alla
hypothyroida hundar TgAA-positiva. (Beale, Halliwell & Chen, 1990; Ferguson,
2007)

Forekomst av TgAA é&r det tidigaste tecknet pa patologiska forandringar i
skoldkorteln, och kan upptédckas fore kliniska symtom ses och sénkta
hormonnivaer kan registreras. (Ferguson, 2007)

Thyroideas funktion kan utvarderas genom matning av serumkoncentrationer av
thyroideahormoner, i synnerhet T4, och av TSH. Laga T4-nivaer i kombination
med hoga TSH-nivaer stodjer diagnosen hypothyroidism, medan normala nivaer
av bade T4 och TSH utesluter diagnosen. Andra kombinationer av resultat ar
svarare att tolka. (Feldman & Nelson, 2004a)

Bade fritt T4 och totalt T4 kan anvandas for att utvardera skoldkortelns funktion.
En analys av endast totalt T4 &r bara av diagnostiskt véarde vid normala eller hdga
koncentrationer, vilka utesluter hypothyroidism. Fritt T4 ger en uppskattning av
vilka koncentrationer som &r tillgdngliga for vévnaderna, och har visat sig
korrelera val med de kliniska symtomen. (Ferguson, 2007)

Diagnostiken av hypothyroidism kompliceras av en 6verlappning av T4-nivaer
mellan friska och hypothyroida hundar, samt av det faktum att flera faktorer kan
sanka nivaerna av thyroideahormoner éven hos icke hypothyroida hundar. Till
dessa faktorer hor andra sjukdomar, lakemedel och naturliga, slumpmaéssiga
fluktuationer Over dygnet. Dessutom finns det skillnader mellan olika raser i
hormonnivaerna. Detta gor att diagnosen hypothyroidism bara kan stallas med
stod av den Kkliniska bilden. (Feldman & Nelson, 2004a)

De minskade koncentrationerna av thyroideahormoner vid ickethyroida
sjukdomar tycks vara ett skydd mot katabolismen vid sjukdom. (Ferguson, 2007)
Sankningen sker trots att skoldkortelvavnaden har tillrackligt med funktionellt
parenkym for att ha potential att frisatta tillrackliga hormonnivaer. Mest paverkas
de totala nivaerna av T4, men i manga fall sanks dven nivaerna av fritt T4. (Torres
0.a., 2003) Sankningen ar mest markant vid allvarligare sjukdomar. (Feldman &
Nelson, 2004a)

Ungeféar en fjardedel av hypothyroida hundar har normala TSH-véarden, men

forhojda varden ar mycket sallsynt hos euthyroida hundar vilket innebdr att testet
bidrar med specificitet vid laga T4-varden. (Ferguson, 2007)
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Behandling

Hypothyroidism behandlas med syntetiskt T4, levothyroxin. Prognosen &r da god
vid primar hypothyroidism. Vanligen ses en snabb forandring i mentalitet och
aktivitet, medan det drgjer langre tid for andra symtom att forbattras. (Feldman &
Nelson, 2004a)

Behandling med levothyroxin kravs bara da kliniska tecken eller diagnostiska
prov tyder pa brist pa thyroideahormon. Bara férekomst av TgAA é&r visserligen
en stark indikation pa en underliggande lymfocytér thyroidit, men innebar inte att
det finns ett behov av levothyroxinbehandling. (Ferguson, 2007)

Patologi

Lymfocytér thyroidit kannetecknas histologiskt av en diffus infiltration av
lymfocyter, plasmaceller och makrofager i skoldkortelvavnaden, med en
progressiv destruktion av folliklarna och sekundar fibros. (Feldman & Nelson,
2004a),

| ungefar halften av fallen av primdr hypothyroidism ses det histologiska
utseendet hos lymfocytar thyroidit. | andra hélften av fallen ses idiopatisk atrofi,
dar skoldkortelns parenkym har ersatts av fettvavnad eller bindvav. Atminstone
en del av dessa fall utgor en slutfas av lymfocytéar thyroidit. (Graham, Refsal &
Nachreiner, 2007)

Sjukdomens uppkomst

Lymfocytér thyroidit & en immunmedierad sjukdom. (Feldman & Nelson, 2004a;
Day & Shaw, 2008) Den immunologiska patogenesen ar inte helt klarlagd, men
innefattar en cytotoxisk destruktion av thyroideas follikelepitel. (Day & Shaw,
2008)

Destruktionen av skoldkartelvavnaden ar en langsam process, och det kan kravas
att mer &n 75 % av vavnaden forstors, innan kliniska symtom ses. Ofta tar det
over ett ar for funktionstester att bli onormala, efter att tester for lymfocytar
thyroidit blivit positiva. (Feldman & Nelson, 2004a)

Den subkliniska forsta fasen av sjukdomen karaktériseras av autoantikroppar mot
thyroglobulin och thyroideahormoner, men en minimal inflammatorisk process i
skoldkortelvavnaden. | senare stadium ses en progressivt varre inflammation, dér
vavnaden forstors. En kompensatorisk 6kning av TSH-koncentrationen ses, men
detta kommer inte att kunna uppratthalla hormonproduktionen och efter en tid
kommer koncentrationerna av thyroideahormoner att minska. Det kan sedan droja
annu en tid innan kliniska symtom uppstar. (Feldman & Nelson, 2004a; Graham,
Refsal & Nachreiner, 2007)

Slutligen uppkommer en atrofisk hypothyroidism, dar thyroideavavnaden har
ersatts av fettvavnad och bindvav, och de inflammatoriska cellerna har forsvunnit.
Franvaron av inflammation leder till att autoantikropparna i blodet férsvinner.
(Graham, Refsal & Nachreiner, 2007)

Autoantikropparna vid lymfocytér thyroidit tros vara ett epifenomen, snarare &n
att ha nagon direkt roll i patogenesen. (Day & Shaw, 2008) Antikropparna ar
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troligen ett resultat av att vavnadsskadan leder till att sjalvantigen, som normalt &r
avgransade fran immunforsvaret, exponeras. (Maitra & Kumar, 2003) | 50-70 %
av fall med hypothyroidism ses antikroppar mot thyroglobulin. (Day & Shaw,
2008) Mer sallsynt ar autoantikroppar mot T4 och T3, men dessa har en betydelse
for diagnostiken genom att de, vid vissa analysmetoder, kan leda till falskt hoga
nivaer av thyroideahormon. (Nachreiner o0.a., 2002) Aven autoantikroppar mot
thyreoperoxidas, det vanligaste autoantigenet vid autoimmun lymfocytar thyroidit
hos ménniska, kan forekomma hos hypothyroida hundar. (Skopek, 2006)

En teori om patogenesen é&r att en defekt hos T-suppressorcellerna skulle géra det
mojligt for andra T-lymfocyter att attackera follikelceller, och inducera
differentiering av autoantikroppsproducerande plasmaceller. (Feldman & Nelson,
2004a) Autoimmun lymfocytar thyroidit hos maénniska, kallad Hashimotos
sjukdom, orsakas just av en sadan defekt i T-cellerna, dar thyroidspecifika CD4+
T-celler inducerar bildandet av CD8+ cytotoxiska T-celler och autoantikroppar,
dér de cytotoxiska T-cellerna &r primért ansvariga for vavnadsskadorna. (Maitra
& Kumar, 2003)

Arftlighet

Genetiska faktorer ar viktiga i utvecklingen av lymfocytér thyroidit, och en 6kad
incidens av sjukdomen ses i vissa raser och familjer. (Feldman & Nelson, 2004a)
Sjukdomen tycks ha en polygen nedarvning hos hund. (Capen, 2001) En
association mellan DLA-haplotyp och utveckling av hypothyroidism har setts.
Hos  Dobermann  och  Riesenschnauzer  har  haplotypen DLA-
DRB1*01201/DQA1*00101/DQB1*00201 identifierats som en riskhaplotyp
(Kennedy, 2006c; Wilbe 0.a, 2010a). Hos Riesenschnauzer har &ven en skyddande
haplotyp, DLA-DRB1*01301/DQA1*00301/DQB1*00501, identifierats. (Wilbe
0.3, 2010a).

Aven hos manniskor med autoimmuna thyroida sjukdomar finns ett samband med
MHC klass I, med olika riskgener identifierade hos olika populationer. (Jacobson
0.a, 2008)

Riskfaktorer i miljon &r daligt kartlagda hos hund, men kopplingar till infektioner
och vaccinering har diskuterats. (Feldman & Nelson, 2004a)

Addisons sjukdom

Addisons  sjukdom, hypoadrenokorticism, orsakas av en  nedsatt
binjurebarksfunktion som ger otillrackliga nivaer av glukokortikoider och/eller
mineralkortikoider. (Day & Shaw, 2008)

Binjurarnas bark producerar ett trettiotal olika hormoner, varav manga inte anses
ha nagon stor klinisk betydelse. Mineralkortikoiderna &r en grupp hormoner, av
vilka det viktigaste &ar aldosteron, med betydelse for elektrolyt- och
vattenhomeostas. (Herrtage, 2005)

Aldosteronets viktigaste funktion dr att skydda mot hypotension och
kaliumintoxikation, genom att framja reabsorption av natrium, klor och vatten och
exkretion av kalium. Frisattningen styrs framforallt av renin-angiotensin-systemet,
och reninfrisattningen fran njurarna paverkas av blodtryck, natrium- och
kaliumnivaer och det sympatiska nervsystemet. (Herrtage, 2005)
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Glukokortikoiderna, varav det viktigaste &r kortisol, har bland annat till funktion
att framja glukoneogenes. Frisattningen av dessa hormon regleras av ACTH
(adrenocorticotrophic releasing hormone) fran framre hypofysen, som i sin tur
regleras av CRH (corticotrophin releasing hormone) fran hypothalamus. Kortisol
utdvar negativ feedback pa bade hypofysens frisattning av. ACTH och
hypothalamus av CRH. (Herrtage, 2005)

Sjukdomen

Symtom

Brist pa bade mineralkortikoider och glukokortikoider paverkar symtombilden vid
Addisons sjukdom. Brist pa aldosteron leder till en forsamrad formaga att behalla
natrium och vatten i kroppen, samt att utsondra kalium. Hyponatremi leder till
hypovolemi, hypotension, minskat cardiac output och minskad renal perfusion,
och ger kliniska tecken som letargi, depression och illamaende. Hyperkalemi leder
till muskelsvaghet, hyporeflexi och nedsatt hjartkonduktion. (Herrtage, 2005)

Bristen pa glukokortikoider leder till nedsatt stresstolerans, aptitloshet,
krakningar, diarré, buksmaértor och letargi. (Herrtage, 2005)

Binjurevavnaden bryts ned gradvis, vilket leder till en successiv utveckling av
kliniska symtom. Till en borjan leder sjukdomen bara till en otillracklig
binjurereserv, som ger kliniska symtom bara vid Okad stress, men tillslut
utvecklas sjukdomen till en standigt otillracklig hormonsekretion. (Feldman &
Nelson, 2004b)

De kliniska tecknen vid Addisons sjukdom — sdasom nedsatt aptit, avmagring,
krakningar, diarré och svaghet — &r ospecifika och liknar ofta mer vanliga
akommor, som exempelvis njursjukdom eller gastrointestinal sjukdom.
Intensiteten for varje symtom kan variera mycket mellan fallen, och under
sjukdomens gang. Klassiskt ar att sjukdomstecknen periodvis varierar. (Feldman
& Nelson, 2004b; Herrtage, 2005)

Akut priméar hypoadrenokorticism visar sig som hypovolemisk chock, en sa kallad
Addisonkris, med ett snabbt, livshotande forlopp. Drabbade djur ar dehydrerade
och har svag puls, kraftig bradykardi, buksmartor, krakningar, diarré och
hypotermi. (Herrtage, 2005)

Omkring 70 % av de hundar som drabbas av Addisons sjukdom &r tikar. Alla
aldrar kan drabbas, men medelaldern vid diagnos ar 4-5 ar. (Feldman & Nelson,
2004)

Diagnostik

Hematologiska fynd kan inkludera lymfocytos, eosinofili och en mild anemi och
till de biokemiska fynden hor prerenal azotemi (6kad méngd urea eller andra
kvédvehaltiga &mnen i blodet), hyponatremi (minskad natriumhalt i blodet),
hyperkalemi (6kad kaliummangd i blodet) och metabolisk acidos (forhdjd halt
sura amnen). En definitiv diagnos stéills genom ACTH-stimulering, da
kortisolnivaerna i blodet ar laga bade fore och efter stimuleringen. (Herrtage,
2005)
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Behandling

Behandlingen for akut hypoadrenokorticism &r vétsketerapi med fysiologisk
saltlosning. Annars behandlas Addisons sjukdom med livslangt tillskott av
mineralkortikoider. Glukokortikoider behover vanligen bara ges i borjan av
behandlingen. (Herrtage, 2005) Prognosen for behandlade hundar ar utmaérkt, med
en normal forvantad livslangd. (Feldman & Nelson, 2004b)

Patologi

Histopatologiska forandringar vid Addisons sjukdom involverar en kraftig atrofi
av binjurebarken, ibland till den grad att binjuren inte langre kan lokaliseras
makroskopiskt. | det som aterstar av cortex finns infiltrat av lymfocyter och
plasmaceller. (Schaer o.a., 1986)

Sjukdomens uppkomst

Den vanligaste orsaken till Addisons sjukdom hos hund &r primar, idiopatisk,
bilateral binjurebarksatrofi. (Day & Shaw, 2008) Immunmedierad destruktion av
binjurebarken &r i regel en gradvis process. Forst efter en forlust av mer &n 90 %
av vavnaden utvecklas kliniska symtom pa hypoadrenokorticism. (Feldman &
Nelson, 2004b)

Hos manniska orsakas Addisons sjukdom vanligen av en autoimmun
inflammation i binjurarna, med lymfocytar infiltration av binjurebarken och
produktion av autoantikroppar mot binjurebarksceller och enzymer som é&r
involverade i steroidmetabolismen. (Day & Shaw, 2008) Hos manniska ar ett av
de viktigaste autoantigenerna 21-hydroxylas. (Winqvist 0.a., 1992)

Aven hos hundar med Addisons sjukdom har lymfocytar infiltration av
binjurebarken och autoantikroppar mot binjurebarksceller pavisats. Detta talar for
att det &ven hos hund finns en autoimmun bakgrund till sjukdomen. (Schaer o.a.,
1986; Day & Shaw, 2008) Det faktum att tikar 16per en hogre risk att drabbas talar
ocksa for en autoimmun etiologi, da en predilektion for tikar ar vanligt vid
immunmedierade sjukdomar hos hund. (Feldman & Nelson, 2004b) Hos vissa
raser, daribland tollare, har dock ingen skillnad i risk setts mellan kénen. (Hughes
0.a., 2007; Oberbauer o0.a., 2002)

Arftlighet

Flera raser ar predisponerade for att utveckla Addisons sjukdom (Feldman &
Nelson, 2004b), och arvbarheten for hypoadrenokorticism har visat sig vara hdg
(Hughes o.a., 2007; Oberbauer o0.a., 2002). Den genetiska bakgrunden till
sjukdomen é&r dock inte helt klarlagd. (Herrtage, 2005) Hos méanniska har ett
samband setts mellan autoimmun adrenalit och HLA. (Maitra & Kumar, 2003)
Aven hos hund har flera haplotyper visat sig paverka risken for att utveckla
hypoadrenokorticism. (Massey o.a., 2013)

Nova Scotia duck tolling retriever &r en av de hundraser som har en ovanligt hog
incidens av hypoadrenokorticism, och sjukdomen tycks neddrvas autosomalt
recessivt i rasen. (Hughes  o.a, 2007) Haplotypen DLA-
DRB1*01502/DQA*00601/DQB1*02301 har satts i samband med en hdgre risk
att utveckla sjukdomen hos nordamerikanska tollare. Risken okar ocksa for de
individer som ar homozygota i DLA klass Il-regionen. (Hughes o.a., 2010)
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Ovriga sjukdomar

Vitiligo

Vitiligo &r en sjukdom dar opigmenterade flackar uppstar i huden, ofta i ansiktet i
évergangen mellan hud och slemhinnor. (Alhaidari, 2005) Tillstandet ar ovanligt
hos hund och tros ha autoimmuna orsaker. (Hargis & Ginn, 2007) Hos méanniska

har ett flertal gener med olika roller i immunfdrsvaret kunnat associeras med
generaliserad vitiligo. (Spritz, 2012)

Lesionerna som uppstar vid vitiligo & asymtomatiska, men sjukdomen innebér
hos ménniska en o6kad risk for 6gonsjukdomar, skoldkortelsjukdomar, diabetes
mellitus och Addisons sjukdom. (Gross o.a., 2005)

Histologiskt ses en avsaknad av melanocyter i lesionerna. Nagra inflammatoriska
infiltrat ses vanligen inte (Alhaidari, 2005), men ibland kan en mindre ansamling
av lymfocyter ses perivaskulért (Gross o.a., 2005).

Sjukdomen har en tydlig raspredilektion hos hund (Gross o.a., 2005). Den tros
vara recessivt nedarvd (Hargis & Ginn, 2007). | regel ar det unga hundar, atta
manader till tre ar gamla, som drabbas (Alhaidari, 2005).

Sjukdomens patogenes &r omstridd. (Schallreuter 0.a., 2008) Det finns flera skilda
teorier, déribland en autoimmun destruktion av melanocyterna; en neurokemisk
inhibering av sjdlva melanogenesen; och defekter 1 melanocyternas
skyddsmekanismer mot melaninets toxiska prekursorer. (Hargis & Ginn, 2007,
Schallreuter o.a., 2008) Ingen av dessa teorier har fullkomligt lyckats forklara hur
melanocyterna forstors. En komplex patogenes med en kombination av
mekanismer fran olika teorier, dar flera etiologiska faktorer samverkar, har
foreslagits ligga bakom sjukdomen. (Schallreuter o.a., 2008)

Epilepsi

Idiopatisk, eller primar, epilepsi, ar ett tillstind med aterkommande anfall som
saknar en pavisbar strukturell orsak i CSN. Vanligen handlar det om kortvariga
tonisk-kloniska anfall (tonisk kramp &r en ihallande kramp med stelhet; klonisk
kramp innebar korta, snabba muskelryckningar), som debuterar i en alder pa
mellan ett halvt och tre ar. Mellan anfallen ar de drabbade hundarna normala, och
inga avvikelser upptacks vid klinisk och neurologisk undersékning. (Taylor,
2003)

Tillstandet har sitt upphov i nagon form av nedarvd funktionell stérning i hjarnan
och anfallen tros orsakas av en obalans i neurotransmissionen. (Taylor, 2003)
Autoantikroppar kan utgora en del av patogenesen vid epilepsi. Hos ménskliga
patienter med olika typer av epilepsi har hojda nivaer av autoantikroppar, mot
exempelvis glutamatreceptorer och DNA-molekyler, i flera fall pavisats i serum.
(Galor o.a., 2004)
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MATERIAL OCH METODER
Teori

I en genetisk associationsstudie undersoks huruvida en viss gen kan kopplas till en
viss egenskap eller sjukdom. Detta gors genom att frekvenserna av olika alleler av
genetiska markorer som mikrosatelliter eller Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) alternativt om sjukdomsgenen &ar kand eller om en kandidatgen analyseras
sa jamfors allelfrekvenser mellan olika grupper av kliniskt diagnosticerade
individer. En hogre frekvens av en viss allel i en grupp med en viss sjukdom,
jamfért med i en grupp friska individer, innebdr att denna allel kan sattas i
samband med en hogre risk att utveckla sjukdomen. Det &r viktigt att urvalet av
hundar inte &r stratifierat, for om fallen skulle tas fran i huvudsak en
subpopulation och kontrollerna fran en annan blir det svart att avgéra om ett
sjukdomssamband ar verkligt eller om en genetisk skillnad mellan fall och
kontroll bara beror pa att de tillhor olika subpopulationer.

I manga fall anvander man sig av polymorfa genetiska markorer, som SNP:s eller
mikrosatelliter, i associationsstudier. N&r det galler DRB1, DQA1 och DQB1
finns det dock sa manga alleler — och nya hittas hos nast intill varje ny hundras
som studeras — att tillgdngliga SNP-arrayer inte kan sarskilja alla kdnda alleler.
For att i detta fall avgora vilka alleler som en individ bar pad maste istéllet
nukleotidsekvenserna bestdmmas genom en process som kallas sekvensering.
Eftersom variationen inom dessa gener ar begrénsad till exon 2, som kodar for den
antigenbildande delen av molekylerna, behtdver bara denna del av sekvenserna
analyseras.

Fran DNA, som kan extraheras ur exempelvis ett blodprov, produceras kopior av
de onskade sekvenserna med hjélp av PCR-teknik. Da tillsatts specifika primers
for exon 2 fran de tre polymorfa DLA klass Il generna DRB1, DQA1 och DQBI1,
tillsammans med termostabilt DNA-polymeras och fria nukleotider till DNA:t ,
varefter blandningen utsétts for ett antal sérskilda temperaturer i cykler for att
DNA-amplifiering ska ske. | varje cykel separeras forst DNA-molekylens strangar
genom upphettning till 95°C (denaturering). Dérefter sdnks temperaturen till
omkring 50-60°C och primers binder till de enkla DNA-strdngarna (annealing).
Temperaturen hojs till 72°C, och polymeraset bygger pa med nukleotider tills
fullstandiga dubbelstrangade kopior av DNA-sekvensen har bildats (elongering).
Dessa kopior denatureras genom en ny upphettning, vilket paborjar nasta cykel.
Pa detta satt leder varje PCR-cykel till en fordubbling av antalet kopior.

De primers som anvdnds for PCR &r i denna studie markta med en
nukleotidsekvens som kallas T7, for att sekvenseringsprimern T7 ska kunna binda
dit vid sekvenseringen. Overskott av primers och nukleotider renas darefter bort
genom tillsats av enzymer.

Vid sekvenseringen kopieras DNA-strangarna med hjalp av DNA-polymeras, med
T7 som primer, i en process som liknar PCR men som fdrutom vanliga
deoxynukleotidfosfater (dNTP) é&ven involverar en liten mangd sérskilda
dideoxynukleotider (ddNTP), dven dessa med kvavebaserna adenin, guanin,
thymin eller cytosin. Dideoxynukleotiderna saknar den hydroxylgrupp pa 3’-
positionen som ar nodvandig for att binda till sig ndsta nukleotidfosfat, vilket
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innebdr att nér de inkorporeras i en DNA-strdng kommer de att hindra fortsatt
syntes av den strangen. (Griffiths, 2000)

Dideoxynukleotidfosfaterna kommer att inkorporeras slumpmaéssigt 1 det
syntetiserade DNA:t, pa olika platser pa olika strangar. Darfor kommer DNA-
fragment i olika langder att uppstda for var och en av de fyra
dideoxynukleotidfosfaterna, och dessa langder kommer att motsvara alla olika
positioner som respektive bas har i sekvensen. (Griffiths, 2000)

Segmenten separeras i storleksordning genom kapillarelektrofores — dar en
elektrisk spanning anvands for att fora fragmenten genom tunna kapill&rer.
Fragmenten kommer att passera kapilldren i en ordning som motsvarar deras
storlek. (Klug, Cummings & Spencer, 2007) Genom att de fyra
dideoxynukleotiderna ges en fluorescerande mérkning i varsin farg kan en
detektor lasa av vilken kvavebas varje erhallen langd avslutas med. (Griffiths,
2000) Resultatet visas som ett elektroferogram, en graf med en serie toppar i de
fyra fargerna, dar varje topp motsvarar en nukleotid i sekvensen.

Elektroferogrammen granskas darefter med hjélp av datorprogram for att kunna
korrigeras och kompletteras. Dér jamfors de med sa kallade consensus-sekvenser
for DRB1, DQA1l och DQB1, som visar de nukleotider som tidigare har
identifierats for varje position i sekvensen. De erhallna sekvenserna jamfors sedan
med ett referensbibliotek med allelernas namn.

Den procentuella fordelningen av olika alleler i grupper av sjuka och friska kan
darefter jamforas. Samband undersoks &ven for haplotyperna, det vill séga
kombinationerna av DRB1, DQA1 och DQB1, och for genotyperna. | de fall da en
skillnad kan ses, kan den statistiska signifikansen beddémas exempelvis med en
2x2-tabell.

Hundar

| studien ingar 35 hundar med bekréaftade eller misstankta autoimmuna sjukdomar,
alla av rasen Nova Scotia duck tolling retriever. | kontrollgruppen ingar 39 hundar
av samma ras, vilka ar over sju ar och inte har drabbats av nagon autoimmun
sjukdom. De totalt 74 hundarna i studien kommer fran tre lander: fran
Storbritannien, Sverige och, en liten grupp, fran USA (Boston).

| studien ingar 13 fall av SRMA och 12 fall av CLT. Dessutom ingar 10 fall av
ovriga sjukdomar av autoimmun, eller troligen autoimmun, bakgrund, dven om
antalet individer med dessa sjukdomar ar alltfor litet for att hitta en signifikant
association valde vi att inkludera dessa i studien. | tabell 2 visas en
sammanstallning av sjukdomar och hemland fér hundarna i studien.

Tabell 2: Sammanstéllning av de hundar som ingar i studien

Sverige  Storbritannien USA Totalt
SRMA 13 13
CLT 7 2 3 12
Ovriga sjukdomar:
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Addisons sjukdom 3 3

Vitiligo 1 1
Epilepsi 1 1
Trolig autoimmun 1 1
hudsjukdom
Trolig autoimmun
: 1 1
munsjukdom
Autoimmun tandsjukdom 1 1
Allergi och kronisk kolit
I . 1 1
— misstankt autoimmunt
Friska kontroller 25 12 2 40

DNA

| studien anvands DNA som har extraherats fran blodprover fran namnda hundar
och spétts till en koncentration av 10-20 ng/pl.

Amplifiering av DNA-sekvenser (PCR)

Amplifiering av sekvenserna DRB1, DQAL och DQB1 gbérs med PCR-teknik. De
primers som anvands for amplifiering av respektive sekvens visas i tabell 3.
”Reverse”-primern for DRB1 och DQA1L samt “forward”-primern for DQB1, ar
markta med nukleotidsekvensen T7, som sedan kommer anvandas vid
sekvenseringen.

For amplifiering av DRB1 och DQAL anvénds en reaktionsmix med AmpliTaq
Gold (Applied Biosystems). 2 pl DNA ingar i en total reaktionsvolym pa 20 pl,
vilket ger en DNA-koncentration pa 1-2 ng/ul. Primers ("forward” och "reverse”)
tillsatts till en slutkoncentration av 0,25 pM vardera och dNTP till en
koncentration av 0,2 mM. Resterande reaktionslosning bestar av 1 x PCR-buffer,
MgCl; till en koncentration av 1,5 mM och 0,7 u AmpliTag Gold (DNA-
polymeras), samt H,O for att nd den 6nskade volymen pa 20pl.

For amplifiering av DQB1 anvands istéllet HotStarTaq (Qiagen). | den totala
reaktionsvolymen pa 25 pl ingar 2ul DNA, vilket innebar en DNA-koncentration
pa 0,8-1,6 ng/ul. Primers ingar har med en koncentration av 0,1uM vardera och
dNTP med en koncentration pa 0,25 mM. Dessutom ingar 1x buffert, 0,625 u
HotStarTag-enzym, 1x Q-16sning och H,O i reaktionsldsningen.

Tabell 3: Primers for DRB1, DQAL och DQB1, samt sekvensen T7.(F = forward, R =
reverse)

DRB1F CCGTCCCCACAGCACATTC
DRB1R (+T7) (T7)YTGTGTCACACACCTCAGCACCA
DQA1F TAAGGTTCTTTTCTCCCTCT
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DQALR (+T7) (T7)GGACAGATTCAGTGAAGAGA

DQB1F (+T7) (T7)CTCACTGGCCCGGCTGTCTC
DQB1R CACCTCGCCGCTGCAACGTG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Vid amplifieringen anvands touchdown-PCR, vilket innebdr att temperaturen
under annealing-fasen sanks for varje cykel. | tabell 3 visas de PCR-program som
anvands for varje sekvens.

Produkten fran PCR-reaktionen utvarderas genom gelelektrofores av stickprover.

Tabell 4: PCR-program fér amplifiering av DRB1, DQAL och DQB1

Steg 1 Steg 2 Steg 3 Steg 4
DRB1
14 cykler 20 cykler
95°C 15 min 95°C 30 s 95°C 30's re 10
62-55°C 1min (- o .
0,5°Clcykel) 55°C 1min
72°C 1 min 72°C 1 min
DQAl
14 cykler 20 cykler
95°C 15 min 95°C 30's 95°C 30's re ¢ 10
54-47°C 1min (- o .
0,5°Clcykel) 47°C 1 min
72°C 1 min 72°C 1 min
DQB1
8 cykler 40 cykler
95°C 10 min 95°C 30's 95°C 30's 72°C 7 min
73-66°C 30 s (- o
0,5°Clcykel) 66°C 30
72°C 4 min 72°C 4 min

Enzymatisk rening av PCR-produkt (ExoCIAP)

Overskottet av primers och dNTP:s avlagsnas enzymatiskt fran PCR-produkten,
med exonukleas 1 (Exol, fran E.coli) och "calf intestine alkaline phosphatase”
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(CIAP). Till varje brunn med 20 pl (DRB1 och DQAL) eller 25 pl (DQB1) PCR-
produkt tillsatts 2 pl ExoCIAP-reaktionsmix, bestaende av Exol, CIAP samt Tag-
buffert med KCI och MgCl, (Fermentas).

Efter 1h inkubation i 37°C, inaktiveras enzymerna genom upphettning till 85°C i
15 min.

Sekvensering

Till 1 pl av PCR-produkten tillsatts 1 ul av sekvenseringsprimern T7 (till en
slutkoncentration pa 0,28 uM) och 16 pl vatten.

Sekvenseringen utférs av Uppsala Genome Center Sequencing Service,
Rudbeckslaboratoriet. Dar anvdnds BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) for sekvenseringsreaktionen och de resulterande DNA-fragmenten
separeras genom kapillarelektrofores med ABI3730XL.

Sekvensanalys

De erhallna sekvenserna analyseras i Macintosh-programmen
MatchToolsNavigator (version 1.0.2b3, Applied Biosystems) och MatchTools
(version 1.0 research edition, Applied Biosystems). Forst bearbetas sekvenserna i
MatchToolsNavigator, dér elektroferogrammen granskas, och jamférs med
consensus-sekvenser for korrigering och komplettering. Dérefter jamfors
sekvenserna mot ett referensbibliotek av alleler i programmet MatchTools, som
presenterar namnet pa den allel som stammer in pa varje sekvens.

Statistik

En 2x2-tabell, i form av ett program tillnandahallet av VVassarStats webplats for
statistiska berakningar, anvandes for att utvardera om eventuella skillnader i allel-
och haplotypfrekvens mellan kontroller och de olika sjukdomskategorierna var
statistiskt signifikanta. Med detta kan odds ratio, relativ risk och p-vérde for
alleler och haplotyper réknas ut.
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RESULTAT

| tabell 5 visas de alleler som har identifierats i den totala studiepopulationen pa
74 hundar, samt i vilka frekvenser dessa forekommer. Déar visas ocksa
fordelningen av alleler i respektive population av Nova Scotia duck tolling
retriever. | bilaga 1 visas en forteckning 6ver varje individs alleluppséttning.

Resultat presenteras bara for DRB1 och DQAL, eftersom DQB1 utgick ur studien
nér sekvenseringen inte lyckades trots flera forsok.

Tabell 5: Fordelning av alleler av DRB1 och DQAL, i den totala studiepopulationen (Tot)
pa 74 hundar, samt hos de 41 svenska hundarna (Sv), de 27 brittiska hundarna (Eng) och
de 6 hundarna fran Boston (Bost.)

Tot. Sv Eng Bost.
DRB1
*00601 31,1(46) 34,1(28) 24,1(13) 41,7 (5)
*01502 30,4 (45) 30,5(25) 31,5(17) 25(3)
*01501 18,2 (27) 195(16) 148(8) 25(3)
*02301 10,8 (16)  6,1(5) 18,5(10) 8,33(1)
*00101 47 12(Q) 11.1(6)
*00401 4,1(06) 7,3(6)
*01301 0,7(1)) 12(@)

[148] [82] [54] [12]
DQA1
*00601 48,6 (72) 50(41) 46,3(25) 50 (6)
*005011 31,1(46) 34,1(28) 24,1(13) 41,7 (5)
*00301 11,5(17) 7,3(6) 18,5(10) 8,3(1)
*00101 47 12(Q) 11.1(6)
*00201 4,1(06) 7,3(6)

[148] [82] [54] [12]

DRB1-alleler

Sju alleler av DRB1 hittades i den totala studiepopulationen. De vanligaste
DRB1-allelerna ar *00601 och *01502, som bada har en frekvens pa ungefar 30
%. Den forstndmnda ar den allra vanligast férekommande i den svenska
populationen, medan den senare &r nagot vanligare i den brittiska.

Aven DRB1*01501 och DRB1*02301 ar relativt vanliga, och utgor ungefar en
femtedel respektive en tiondel av DRB1-allelerna. DRB1*02301 férekommer
med en cirka tre ganger storre frekvens i den brittiska populationen jamfort med i
den svenska. De mer ovanliga allelerna & DRB1*00101, *00401 och *01301, dar
den sistndmnda hittades i bara ett enda exemplar.
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DQA1-alleler

Den vanligaste av de fem funna allelerna av DQAL1 var *00601, som utgjorde
néstan hélften av allelerna, féljd av *005011 med en knapp tredjedel, och *00301
med ungefér en tiondel, &ven om den sistndmnda ndarmar sig en femtedel i den
brittiska populationen.

Av de tva mer sallsynt forekommande allelerna identifierades DQA1*00201 bara
i den svenska populationen, medan DQA1*00101 var betydligt vanligare hos de
brittiska hundarna an hos de svenska.

Allelfrekvenser for de olika sjukdomskategorierna

| tabell 6 framgar fordelningen av alleler i de olika grupperna i studien: friska
kontroller; hundar med SRMA,; hundar med CLT; hundar med 6vriga autoimmuna
sjukdomar; samt en sammanslagning av alla hundar med nagon form av
immunmedierat tillstdnd (det vill siga SRMA, CLT eller en 6vrig sjukdom).
Ingen signifikant skillnad i allelfrekvenser forekommer mellan de olika
grupperna.

| tabell 7 och 8 visas resultat separat for den svenska respektive brittiska
populationen. De hundar fran Boston som ingick i studien presenteras inte i ndgon
egen tabell pa grund av sitt laga antal.

Tabell 6: Fordelning av alleler for DQA1 och DQB1 hos alla de 74 hundar som ingar i
studien. Tot. = alla hundar, FK = friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT =
hundar med lymfocytar thyroidit, O = évrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar
(SRMA, CLT och dvriga)

Tot. FK M CLT o) AS

DRB1
*00601 31,1(46) 32,1(25) 34,6(9) 25(6) 30(6) 30(21)
*01502 30,4 (45) 33,3(26) 30,8(8) 29,2(7) 20(4) 27,1(19)
*01501 182 (27) 16,7(13) 154 (4) 167(4) 30(6) 20 (14)
*02301 10,8 (16) 10,3(8) 11,5(3) 125(3) 10(2) 11,4 (8)
*00101 47(7) 383 771 83(2 0 57(4)
*00401 41(6) 26(2) 0 83(2 102 57(4)
*01301 07(1) 13(1) 0 0 0 0

[148] [78] [26] [24]  [20] [70]
DQA1
*00601 48,6 (72) 50 (39) 46,2 (12) 45,8 (11) 50(10) 47,1 (33)
*005011 31,1(46) 32,1(25) 34,6(9 25(6) 30(6) 30 (21)
*00301 115(17) 115(9) 11,5(3) 125(3) 10(2) 11,4 (8)
*00101 47(0) 3903 771 83(2 0 57(4)
*00201 41(6) 26(2) 0 83(2 102 57(4)

[148] [78] [26] [24] [20] [70]
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Tabell 7: Prevalens av alleler av DQA1 och DQB1 hos de 41 svenska hundarna i studien.

(Sverige) Tot. FK o) CLT AS
DRB1
*00601 34.1(28) 38(19) 27,8(5) 286(4) 28,1(9)
*01502 30,5(25) 38(19) 222(4) 143(2) 188 (6)
*01501 195(16) 14(7) 333(6) 21,4(3) 28,1(9)
*00401 73(6) 4(2) 11,12 143(2) 12,5(4)
*02301 61(5) 4(2) 56(1) 143(2)  94(3)
*00101 1,2 (1) 0 0 71(1) 31()
*01301 12(1) 2() 0 0 0
[82]  [50] [18] [14] [32]
DQAL
*00601 50 (41) 52 (26) 55,6 (10) 357(5) 46,9 (15)
*005011 34.1(28) 38(19) 27,8(5) 286(4) 28,1 (9)
*00301 73(6) 6(3) 56(1) 1432  94(3)
*00201 73(6) 4(2) 11,12 143(2) 12,5(4)
*00101 1,2 (1) 0 0 71(1) 31()
(B2 [50]  [18] [14]  [32]

Tabell 8: Férdelning av DQAL- och DQB1-alleler hos de 27 brittiska hundarna i studien.

(Storbrit.) Tot. FK M CLT AS
DRB1
*01502 31,5(17) 29,2(7) 30,8(8) 50(2) 33,3(10)
*00601 241 (13) 16,7(4) 34,6(9) 0 30 (9)
*02301 18,5(10) 25(6) 1153) 25(1) 13,3(4)
*01501 148(8) 16,7(4) 154(4) 0 13,3 (4)
*00101 11,1(6) 125@Q3) 7,7(2) 25(1) 10(3)
[54] [24] [26] [4] [30]
DQA1
*00601 46,3 (25) 45,8 (11) 46,2(12) 50(2) 46,7 (14)
*005011 241 (13) 16,7(4) 34,6(9) 0 30 (9)
*00301 18,5(10) 25(6) 1153) 25(1) 13,3(4)
*00101 11,1(6) 125@Q3) 7,7(2) 25(1) 10(Q3)
[54] [24] [26] [4] [30]
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Haplotyper

| tabell 9 framgar hur DRB1 och DQA1 é&r kopplade till varandra. Sju olika
DRB1-DQA1-haplotyper kunde identifieras hos Nova Scotia duck tolling
retriever i denna studie. I bilaga 1 visas haplotypuppsattningen for alla hundar.

Tabell 9: DRB1-DQA1-haplotyper

*00601 *005011
*01502 *00601
*01501 *00601
*02301 *00301
*00101 *00101
*00401 *00201
*01301 *00301

Prevalensen av haplotyperna i studiepopulationen visas i tabell 10. De vanligaste,
med en prevalens pa omkring 30 % vardera, &r haplotyp
DRB1*00601/DQA1*005011 och DRB1*01502/DQA1*00601. Aven
DRB1*01501/DQA1*00601 och DRB1*02301/DQA1*00301 &r ganska vanligt
forekommande. Mer ovanliga &r haplotyperna DRB1*00101/DQA1*00101,
DRB1*00401/DQA1*00201 och DRB1*01301/DQA1*00301.

Tabell 10: Fordelningen av DRB1-DQAL-haplotyper visas for den totala
studiepopulationen (Tot) pa 74 hundar, samt for de 41 svenska hundarna (Sv), de 27
brittiska hundarna (Eng) och de 6 hundarna fran Boston (Bost.)

DRB1 DQA1l Tot. Sv Eng Bost.
*00601 *005011 31,1 (46) 34,1(28) 24,1 (13) 41,7 (5)
*01502 *00601 30,4 (45) 30,5(25) 315(17) 25(3)
*01501 *00601 18,2 (27) 19,5(16) 14,8(8) 25 (3)
*02301 *00301  10,8(16) 6,1(5) 185(10) 8,3 (L)

*00101 *00101 47(7)  12(1) 111(6)
*00401 *00201 41(6) 7,3(6)
*01301 *00301 07(1) 12()

[148] [82] [54]  [12]

Haplotypfrekvenser for de olika sjukdomskategorierna

En jamforelse av haplotypfrekvenser mellan kontroller och de olika kategorierna
av autoimmuna sjukdomar visas i tabell 11. | tabell 12 och 13 redovisas resultatet
separat for den svenska respektive den brittiska populationen. Nagon signifikant
skillnad mellan de friska kontrollerna och de sjuka hundarna avseende
haplotypfrekvenser kan inte pavisas.
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Tabell 11: Fordelning av DRB1-DQA1-haplotyper hos alla de 74 hundar som ingar i
studien. (Tot. = alla hundar, FK"= friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT =
hundar med lymfocytar thyroidit, O = évrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar)

Tot. FK M CLT O AS
*00601 *005011  31,1(46) 32,1(25) 34,6(9) 25(6) 30(6) 30 (21)
*01502 *00601 = 30,4 (45) 33,3(26) 30,8(8) 29,2(7) 20(4) 27.1(19)
*01501 *00601 18,2 (27) 16,7(13) 154 (4) 167 (4) 30(6) 20 (14)
*02301 *00301 = 10,8(16) 10,3(8) 115(3) 12,5(3) 10(2) 114 (8)

*00101 *00101 47(7) 38@B) 7712 83(2 0 57(4)
*00401 *00201 41(6) 26(2) 0 83 1012 57(4)
*01301 *00301 07(1)  1,3(1) 0 0 0 0

[148] [78] [26] [24] [20] [70]

Tabell 12: Fordelning av DRB1-DQAZ1-haplotyper hos de svenska hundarna. . (Tot. =
alla hundar, FK = friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT = hundar med
lymfocytar thyroidit, O = 6vrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar)

Tot. FK o) CLT AS
*00601 *005011  34,1(28) 38(19) 27.8(5) 28,6(4) 28,1(9)
*01502 *00601  30,5(25) 38(19) 222(4) 143(2) 18,8 (6)
*01501 *00601  19,5(16) 14(7) 333(6) 21,4(3) 28,1(9)

*00401 *00201 73(6) 42 1112 143(2) 12,5(4)
*02301 *00301 61(5) 4(2) 56(1) 143(2) 94(3)
*00101 *00101 1,2 (1) 0 0 711 31(1)
*01301 *00301 12(1) 2(1) 0 0 0

[82] [50] [18] [14] [32]
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Tabell 13: Fordelning av DRB1-DQAZ1-haplotyper hos de brittiska hundarna. . (Tot. =
alla hundar, FK = friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT = hundar med
lymfocytar thyroidit, O = 6vrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar)

Tot. FK M  CLT  AS
*01502 *00601  31,5(17) 29,2(7) 30,8(8) 50(2) 33,3(10)
*00601 *005011 24,1 (13) 167 (4) 346(9 O 30 (9)
*02301 *00301  185(10) 25(6) 11,5(3) 25(1) 133 (4)
*01501 *00601 @ 14,8(8) 167(4) 154(4) 0  13,3(4)
*00101 *00101  11,1(6) 125(3) 7,7(2) 25(1) 10(3)

[54] [24] [26] [4] [30]
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Genotyper

| tabell 14 visas de kombinationer av haplotyper som férekom hos hundarna i
studien. Den allra vanligaste genotypen var haplotypen DLA-
DRB1*00601/DQA1*005011 i par med DLA-DRB1*01502/DQA1*00601. Sett
bara till den brittiska populationen var dock kombinationen DLA-
DRB1*01502/DQA1*00601 och DLA-DRB1*02301/DQA1*00301 vanligast.

Tabell 14: Fordelningen av genotyper visas for den totala studiepopulationen (Tot) pa 74
hundar, samt for de 41 svenska hundarna (Sv), de 27 brittiska hundarna (Eng) och de 6
hundarna fran Boston (Bost.)

Haplotypl
Haplotyp 2 Tot. Sv Eng Bost.
DRBL-O0OUDOAL O 54 T3@  37(
DRBLOL DA 27 24 37
DRBL-OLOIDOAI-00g01  243(18) 2031 148(H) B3
DRBL-OIOUDOATO0G0T | 14801 146() 111 B3Q
DRBL-OLODOAL 0G0 1350 171 74@  167()
DRELZ0UDOALOOL | 108®)  49() 22209
pReL0010DOAL 0001 41 ) 113)
DRETOOOIDOATO0 | 1G240 740
bRB10z30/D0AL 030 54 () 1@ 1670)
pReL0010DOAL 001 14 (D) 371
pRELGZOUDOAL 0L 4D 4@ 37
DREVOOMOUDOALOL | 54 98
pRELOI0UDOAT 00 LA 24()
DREVODIOUDOATO0ZL | L4 24
pRetoioUboALzL M4 240

[74] [41] [27] [6]
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Genotypfrekvenser for de olika sjukdomskategorierna

| tabell 15 framgar hur genotyperna fordelas mellan kontroller och de olika
sjukdomskategorierna. | tabell 16 och 17 visas resultatet separat for den svenska
respektive den brittiska populationen.

Tabell 15: De genotyper som férekom hos de 74 hundarna, férdelade enligt kategori.
(Tot. = alla hundar, FK = friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT = hundar med
lymfocytar thyroidit, O = 6vrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar)

Haplotyp 1 Tot. FK M CLT o AS
Haplotyp 2

DRB1*00601/DQA1*005011

DRB1*00601/DOA1*005011 >+ (H 51(@ 7.7 (1) Lo 5702
DRB1*01502/DQA1*00601

DRB1*01502/DQA1*00601 >/ @ 28D 7.7 () 29(1)
DRB1*00601/DQA1™005011 55 1 gy 989 (11) 23.1(3) 333 (4) 20,0 (7)

DRB1*01502/DQA1*00601

DRB1*00601/DQA1*005011
DRB1*01501/DQA1*00601

DRB1*01502/DQA1*00601
DRB1*01501/DQA1*00601

DRB1*01502/DQA1*00601

149(11) 179(7) 154(2) 83(1) 10() 11,44

135(10) 103(4) 7.7(1) 83() 40  17,1(6)

DRB1*02301/DOA1*00301 108 (8) 128(5) 154(2) 83 (D) 8,6 (3)
DRBI-00101D0A-0001 41 51 83 () 290)
DRBI-0010/DOAL 0t | 41®) 2600 77 83() 572)
DRBI-020IDOAI- 0001 P49 51@ 77 () W 570
e o 770) 291
DRBI-02301D0A-0001 13 26() 33) 10 570
DRBI*0060L/DQAL*0050LL ¢ 4o 5 ) s 200 860

DRB1*00401/DQA1*00201

DRB1*01502/DQA1*00601
DRB1*01301/DQA1*00301

DRB1*02301/DQA1*00301
DRB1*00401/DQA1*00201

DRB1*01502/DQA1*00601
DRB1*00401/DQA1*00201

14(1)  26()
1,4 (1) 8,3 (1) 2,9 (1)

14(1)  26()

[74] [39] [13] [12] [10] [35]
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Tabell 16: De genotyper som forekom hos de svenska hundarna, férdelade enligt kategori
(Tot. = alla hundar, FK = friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT = hundar med
lymfocytar thyroidit, O = 6vrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar)

Haplotyp 1

anlotn 2 Tot. FK cLT o AS

DRB1*00601/DQA1*005011

DRB1*00601/DQA1*005011 '~ O 80(2) 0 1L1@ 63
DRB1*01502/DQA1*00601

DRB1*01502/DQA1*00601 >+ (D 401 0 0 0

DRBL*0060LDQAT00S0LL 505 10y 40010) 286 (2 . 125@)

DRB1*01502/DQA1*00601

DRB1*00601/DQA1*005011
DRB1*01501/DQA1*00601

DRB1*01502/DQA1*00601

14,6 (6) 16,0 (4) 143(1) 111(1)  125(2)

DRB1*01501/DOA1*00601 171 () 120() 0 444 (4) 250 (4)
DRBI0230UDOAR0001 40 80@ 0 0 0
oAy 24 0 13m0 63
D DALy 49() 0 13M 11 1250)
DRI BoA ot 8@ 40 13(M)  220)  188Q)
DRBI-OL0DOAL00s0r 24 40 0 0 0
DRBIOOMOUDOAL OO0 24 0 M3® 0 63
DRBI-00A0LDOALop0r 24D 40 0 0 0
[41] [25] (7 (9] [16]
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Tabell 17: De genotyper som forekom hos de brittiska hundarna, fordelade enligt
kategori. (Tot. = alla hundar, FK = friska kontroller, M = hundar med SRMA, CLT =
hundar med lymfocytér thyroidit, O = 6vrig autoimmun sjukdom, AS = alla sjukdomar)

Haplotyp 1

Haplotyp 2 Tot. FK M CLT AS
* *

reroosouDoAtoosos 37 ) 1w 670
pRELOLS2DOAL 0060 7 () 7 67()
Bsgﬁgggggggﬁigggg? 14,8 (4) 8,3 (1) 23,1 (3) 20,0 3)
ngizggggﬂggﬁzggggil 1113 8,3 (1) 15,4 (2) 133(2)
8551181§8§588’21188§81 7,4(2) 8,3 (1) 7,7(1) 6,7 (1)
DRBIO2UDOALOGL | 2200 0@ 154 500() 2000
DRBIOOIODOALgi0 U@ 187 154() 5000)  67()
DRBL00IOUDOATOI0T | 4@ 83 7T 67 ()
DREL0Z0UDOAL000 111G 187 7T 67()
pRELOOl0UDOAL 0001 37 D) 7 67 ()
PRELOZIOUDOAL 0L 3T 830

[27] [12] [13] [2] [15]

41



DISKUSSION

| den hé&r studien har allel- och haplotypfrekvenser for gener inom DLA
undersokts hos 74 hundar av rasen Nova Scotia duck tolling retriever, i syfte att
undersoka eventuella samband med immunmedierade sjukdomar som drabbar
rasen. Den interindividuella variation som ses inom DLA och den funktion som
genprodukterna har i immunforsvaret gor generna till sjalvklara kandidater i
sOkandet efter genetiska faktorer bakom autoimmuna och immunmedierade
tillstand. Sadana samband har hittats tidigare, for den har rasen och for flera
andra. Resultaten av denna studie uppvisar dock inga stora skillnader mellan allel-
och haplotypfrekvenser i kontrollgruppen och de i gruppen av hundar med
immunmedierade tillstand, atminstone inte nar det galler de alleler som &r sa pass
frekventa att det alls & meningsfullt att gora en statistisk jamforelse.

Totalt identifierades 7 alleler av DRB1 och 5 alleler av DQAL, som fordelades pa
7 DRB1/DQAL-haplotyper. De tva vanligaste haplotyperna,
DRB1*00601/DQA1*005011 och DRB1*01502/DQA1*00601, har bada en
frekvens som ligger omkring 30 %, bade bland de friska kontrollerna och
grupperna  av  sjukdomsfall.  Den  tredje  vanligaste  haplotypen,
DRB1*01501/DQA1*00601 hade en frekvens pa strax under 17 % bland de friska
kontrollerna, vilket var 3 procentenheter under frekvensen i den samlade
sjukdomsgruppen. Den fjarde vanligaste haplotypen,
DRB1*02301/DQA1*00301, lag pa en frekvens nagot Gver 10 % i bade
kontrollgruppen och den samlade sjukdomsgruppen. Né&r det galler de mer
ovanliga allelerna motsvaras de procentuella skillnaderna i absoluta tal bara av
enstaka alleler vilket gor att de ar av litet varde for jamforelser. Detsamma géller
for de flesta av de frekvenser som har réknats ut separat for meningit, CLT och
Ovriga sjukdomar.

Om den svenska populationen analyseras for sig ses tydligare skillnader mellan de
friska kontrollerna och sjukdomsfallen. DRB1*01501, och den haplotyp som den
ingar i, har dubbelt sa hog frekvens i gruppen av samlade sjukdomsfall som i
gruppen med friska kontroller. For den nédrbeslaktade allelen DRB1*01502 géller
det motsatta, den &r dubbelt s vanlig hos de friska kontrollerna an i
sjukdomsgruppen. Detta skulle alltsa antyda att DRB1*01501/DQA1*00601
skulle kunna medféra en hogre risk att utveckla immunmedierade sjukdomar
medan DRB1*01502/DQA1*00601 istallet skulle ha en skyddande effekt, men
underlaget &r inte stort nog for att sambanden ska vara signifikanta. Det kan lika
val rora sig om en slumpmaéssig variation, sarskilt som DLA-
DRB1*01502/DQA1*00601/DQB1*02301 i sjalva verket ar en identifierad
riskhaplotyp fér Addisons sjukdom i nordamerikanska populationer av rasen
(Hughes o.a., 2010).

| den héar studien bar visserligen 2 av de 3 hundarna med Addisons sjukdom pa
denna identifierade riskhaplotyp, men den ar ocksd den nast vanligaste i den
svenska populationen som helhet och finns hos 18 av de 25 friska kontrollhundar.
Det finns alltsa ingen tendens till att den skulle vara 6verrepresenterad bland de
addisonsjuka individerna. Da &ar det snarare DLA-DRB1*01501/DQA1*00601
som uppvisar en sadan tendens: 3 av de 3 addisonsjuka hundarna bar den
haplotypen men bara 7 av 25 av de friska, svenska kontrollerna. Men det &r forstas
inte rimligt att dra mer an spekulativa slutsatser utifran bara tre individer.
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Den riskhaplotyp for CLT som har identifierats hos Dobermann och
Riesenschauzer, DLA- DRB1*01201/DQA1*00101/DQB1*00201 (Kennedy,
2006¢; Wilbe o.a, 2010a), tycks over huvud taget inte forekomma hos tollare
(Wilbe o.a. 2009; Hughes o.a., 2010).

Inga signifikanta samband kan alltsa ses mellan DRB1/DQA1-uppsattning och
risk for att utveckla de immunmedierade tillstand som ingar i studien. | de fall da
tydliga skillnader i frekvenser kan ses mellan kontroller och fall handlar det om
att enstaka alleler gor en stor procentuell skillnad. Antalet hundar, sérskilt med de
mer sallsynta allerna och haplotyperna, ar for fa for att vare sig kunna bekréfta
eller utesluta nagot samband med sjukdomsutveckling. Daremot &r det inte troligt
att nagon av de sallsynta allelerna ar en viktig bidragande orsak till de vanligare
sjukdomarna i studien, hos den har rasen, just pa grund av deras sallsynthet.

Inte heller i den storre studie av tollarsjuka som har gjorts hos svenska och finska
tollare, dar 49 fall av SRMA ingick, sags nagot samband mellan DLA och SRMA.
Déremot sags en forhojd risk for att utveckla den reumatiska formen av tollarsjuka
hos de individer som bar pa DLA-DRB1*00601/DQA1*005011/DQB1*02001,
sarskilt homozygoter. (Wilbe o0.a., 2009) Det kan tyda pa att MHC-molekylens
struktur inte spelar nagon storre roll i utvecklingen av meningitformen av
tollarsjuka, medan den kan vara betydande for den reumatiska formen.

Studier har visat pa samband mellan homozygoti for DLA klass 1l och en ¢kad
risk for vissa autoimmuna sjukdomar. | synnerhet, men inte bara, galler det just
homozygoti for riskalleler. Hos tollare har detta samband setts for Addisons
sjukdom (Hughes o.a., 2010) och immunmedierad reumatisk artrit (Wilbe o.a.,
2009).

I en population dar individerna parar sig mer eller mindre slumpvist skulle den
stora variationen inom MHC innebédra att de flesta individer skulle vara
heterozygota, men den inavel som rasaveln innebér for alltid med sig en hogre
grad av homozygoti. Detta géller givetvis inte bara for generna i DLA, utan inavel
innebdr en generellt hdgre risk for att exempelvis sjukdomsframkallande alleler,
som ofta ar recessiva, ska forekomma i dubbletter hos en individ.

I den hér studien ses ingen antydan om ett samband mellan homozygoti och risk
for sjukdom. Antalet homozygoter bland studiens hundar &r 6ver huvud taget
anmarkningsvart lagt och verkar inte vara rattvisande for den verkliga
populationen av tollare. Bara 6 individer, 8 %, var homozygota for sin
DRB1/DQAL1-haplotyp och dessa var jamt férdelade mellan kontroller och fall.

Allt som allt férekom 15 olika genotyper bland de 74 hundarna. Fyra av dessa var
markant vanligare an de Ovriga, och var naturligt nog kombinationer av de
vanligaste haplotyperna. Daremot var det alltsd mer séllsynt att dessa vanliga
haplotyper kombinerades med identiska haplotyper. Som jamforelse kan ndmnas
att 23 % (18 av 78) av de friska kontrollerna i studien av tollarsjuka hos svenska
och finska hundar var homozygota for DLA-DRB1/DQA1/DQB1 (Wilbe o.a.,
2009), medan bara 12 % (3 av 25) svenska, friska kontroller homozygota for sin
DLA-DQB1/DQA1-haplotyp i den hér studien.

43



Eftersom antalet identifierade DQA1-alleler &r lagre an antalet DRB1-alleler,
forekommer vissa DQAIl-alleler i kombination med fler an en DRB1-allel.
DQA1*00601 kombineras med bade DRB1*01502 och *01501, och bada dessa
kombinationer &r vanliga haplotyper. Att de tvd DRB1-allelerna skiljer sig at pa
bara en basposition tyder pa att kopplingen till DQA1 troligen skedde innan denna
mutation intraffade. Aven om fa individer i studien & homozygota avseende hela
sin haplotyp ar fler homozygota for bara DQAL. Det ror sig om 18 % i
kontrollgruppen och 26 % i den kombinerade fallgruppen — en skillnad som inte
ar signifikant da det aven har handlar om mycket fa individer.

I den hér studien erhdlls bara resultat for DRB1 och DQAL, men de ofullstandiga
haplotyperna kan atminstone delvis kompletteras med DQB1-alleler utifran andra
undersokningar av DLA klass |1 hos tollare. | en studie pa totalt 176 svenska och
finska tollare identifierades de haplotyper som visas i tabell 14 (Wilbe o0.a., 2009).
Utifran detta kan man forutsdaga vilka de fullstandiga haplotyperna &r for
atminstone de svenska hundarna som anvandes i min studie — det finns inga skal
att anta att deras haplotyper skulle innehalla andra DQB1-alleler &n dessa.

Tabell 14: DRB1-DQA1-DQB1haplotyper i den svenska tollarpopulationen
DRB1 DQAl DQB1
*00601 *005011 *02001
*01502 *00601 *02301
*01501 *00601 *00301
*00401 *00201 *01501
*02301 *00301 *00501

Detta kan dock inte Gverforas direkt till de tva andra populationerna. Hos
nordamerikanska tollare har delvis andra haplotyper identifierats. (Hughes o.a.,
2010) Dar forekommer DRB1*01501/DQA1*00601 bade tillsammans med
DQB1*02301och DQB1*00301, och detsamma géller for
DRB1*01502/DQA1*00601. I 6vrigt ses dock samma haplotyper som i den
svenska populationen.

Motsvarande studier har inte gjorts for brittiska tollare, vilket gor det svart att
beddma vilka de fullstandiga haplotyperna skulle vara for dessa hundar, &ven om
de som ar gemensamma for bade svenska och nordamerikanska sannolikt &r
desamma dven for de brittiska. DRB1*00101/DQA1*00101, som ses i den
brittiska populationen, har inte tidigare identifierats i den nordamerikanska
(Hughes o.a., 2010) eller den svenska (Wilbe o.a., 2009) populationen. Hos andra
raser har DRB1*00101/DQA1*00101 setts i kombination med DQB1*00201 och
i mindre utstrackning med DQB1*03601. (Kennedy o.a., 2007a)

Enligt mina resultat fanns DLA-DRB1*00101/DQA1*00101 och DLA-
DRB1*01301/DQA1*00301 i varsitt exemplar hos de svenska hundarna. Med
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tanke pa att dessa haplotyper inte upptacktes i den storre studien av svenska och
finska tollare (Wilbe o.a., 2009) ar det mojligt att det har skett misstag i
hanteringen av DNA:t eller i analysen av sekvenserna. Alternativt kunde det réra
sig om haplotyper som forekommer mycket sallsynt i populationen och av en
slump har identifierats just i den mindre grupp som ingar i den har studien, men
jag bedomer det som mindre sannolikt. Om man bortser fran dessa tva individer
far man istallet det resultat som i tabell 15 jamférs med den andra
undersokningens resultat. Med undantag fran DLA-
DRB1*00401/DQA1*00201/DQB1*01501, som i den har studien har en betydligt
hogre frekvens, stimmer haplotypfrekvenserna ganska vél dverens.

Tabell 15: En jamforelse mellan haplotypfrekvenser for de svenska tollarna enligt
denna studie (med tva individers osakra resultat bortraknade), med resultatet fran
en annan studie (Wilbe o0.a. 2009), av svenska och finska hundar av samma ras.

DRB1 DQAl1 DQ@B1 Andeli% (antal) Jamforelse: Andel i %
(Wilbe o.a., 2009)

*00601 *005011 *02001 35,9 (28) 40,3
*01502 *00601 | *02301 30,8 (24) 34,1
*01501 *00601 *00301 19,2 (15) 15,1
*00401 *00201  *01501 7,7 (6) 0,9
*02301 *00301 *00501 6,4 (5) 9,7

Den stora genetiska variationen inom MHC klass Il &r begransad till exon 2, som
kodar for den antigenbindande delen av MHC-molekylerna. | andra delar av
generna skulle mutationer framfor allt innebéra en risk for att molekylen inte
langre skulle fungera optimalt och dessa selekteras darfor bort.Variation i den
antigenbildande delen &r daremot gynnsamt. Det gor att en heterozygot individ
kommer att kunna binda till ett storre antal olika peptidantigen, vilket innebar en
fordel for den individens immunforsvar. | ett storre perspektiv gynnas hela arter
av en hog variation i MHC. N&r en art utsdtts for ett nytt smittdmne &r
sannolikheten hog att nagra individer ska ha forutsattningarna, det vill saga
lampliga MHC-molekyler, att bekdmpa smittan och dverleva.

De sju alleler av DRB1 som kan identifieras hos rasen i den har studien ar bara en
brakdel av de som totalt har identifierats hos hund som art. Mer &n halften av
hundarna i den har studien bar pa DRB1*00601, och detsamma galler for
DRB1*01502. Nar det galler DQAL, som inte finns i lika manga varianter, bar
mer an 80 % av hundarna pa DQA1*00601, och nastan 60 % pa DQA1*005011.
Av de 74 hundar som ingick i studien var det bara 7 som inte bar pa nagon av de
tva vanligaste haplotyperna, DRB1*00601/DQA1*005011 och
DRB1*01502/DQA1*00601. Flest DRB1/DQA1l-haplotyper kunde identifieras i
den svenska studiepopulationen, vilket troligen &r en effekt av att ett storre
studiematerial 6kar sannolikheten for att hitta mer séllsynta haplotyper. Allt som
allt forekom 15 olika genotyper, men tva tredjedelar av den totala populationen
hade nagon av de 4 mest frekventa genotyperna. | den svenska studiepopulationen
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hade nastan 30 % av hundarna samma genotyp avseende DRB1 och DQAL,
namligen DRB1*00601/DQA1*005011-DRB1*01502/DQA1*00601. Over 60 %
hade nagon av de tre vanligaste genotyperna. Allt detta dr exempel pa den
begrénsade variation som dr ett typiskt resultat av rasavel.

Eftersom det i studien ingar individer bade fran Sverige och Storbritannien, samt
ett fatal ur en amerikansk population, ar det mojligt att gora iakttagelser av hur
haplotypfrekvenser kan variera mellan olika populationer inom en ras. Antalet
amerikanska hundar i studien ar for litet for kunna dra andra slutsatser an att de
haplotyper som pavisades i detta lilla urval, och darmed sannolikt hor till de
vanligare i populationen, ar de som ocksd ar vanligast i den totala
studiepopulationen. Mellan den svenska och den brittiska populationen kan fler
jamforelser goras.

De fyra vanligaste DRB1-DQA1-haplotyperna aterfinns i alla tre populationerna,
men det finns skillnader i de relativa frekvenserna av dessa. Sérskilt tydligt ar att
haplotypen DRB1*02301/DQA1*00301 tycks vara omkring tre ganger vanligare i
den brittiska populationen an i den svenska. De tva vanligaste haplotyperna ar
desamma for de svenska och de brittiska hundarna, men medan
DRB1*00601/DQA1*005011 ar den allra vanligaste bland de svenska, sa é&r
DRB1*01502/DQA1*00601 allra vanligast bland de brittiska. Nar det galler de
mindre vanliga haplotyperna utgér DRB1*00101/DQA1*00101, som bara finns
hos en av de svenska hundarna, omkring en tiondel av haplotyperna i den brittiska
populationen, medan DRB1*00401/DQA1*00201 bara identifierades i den
svenska populationen.

Det gemensamma ursprunget leder till stora likheter mellan rasens olika
populationer, men att det ocksa finns skillnader &r i hogsta grad vantat.
Allelfrekvenserna beror till stor del pa vilka hundar som har importerats till
respektive land och darmed utgdr grunden for rasen i det landet, samt vilka
individer som uppfédarna har valt att avla vidare pa. Ett mojligt exempel pa detta
ar att DRB1*00101/DQA1*00101, som enligt mina resultat skulle utgéra ca 11 %
av haplotyperna i den brittiska populationen, inte har identifierats i populationen
av nordamerikanska tollare (Hughes o.a., 2010) trots att rasen har sitt ursprung i
Kanada. Kanske forekommer den mer séllsynt dar medan aveln i Storbritannien
har lett till att den blivit vanligare.

De skillnader i haplotypfrekvenser som ses har illustrerar hur som helst vikten av
att undvika stratifiering i studiepopulationen, det vill sdga att inte jamfora friska
hundar fran en population med sjuka hundar fran en annan population.

Den stora variationen i exon Il &r en av tva sarskilt utmarkande egenskaper hos
MHC klass Il. Den andra ar den hoga graden av kopplingsojamvikt, som pa satt
och vis faktiskt leder till en lagre variation. Om det inte vore fér denna sa skulle
slumpméssiga rekombinationer dver tiden ha lett till ett mycket stérre antal
haplotyper an vad som nu férekommer. Den naturliga selektionen har dock gynnat
mekanismer som istéllet leder till nedarvning av sarskilda kombinationer av
alleler. Det tyder pa att vissa kombinationer helt enkelt & mer funktionella &an
andra, och att det i manga fall & genprodukternas samverkan, snarare &n varje
enskild produkts funktion, som har storst betydelse. Det kan vara en forklaring till
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att sjukdomsassociationer ofta blir starkare nar man tar hansyn till hela haplotyper
an om man bara ser till de enskilda generna.

Aven om variationer inom MHC Kklass Il har visat sig vara av stor vikt for
utveckling av immunmedierade tillstdnd och autoimmunitet sa ar det langt ifran
den enda genetiska faktorn att ta hansyn till i sammanhanget. | det komplexa
immunforsvaret samverkar ett mangfald av celler och molekyler och det finns
darmed ett stort antal gener som paverkar immunfdrsvarets funktion och kan spela
en roll i autoimmuna sjukdomstillstand. Kanske kan den viktigaste orsaken till
SRMA och meningitformen av tollarsjuka hittas bland dessa gener. Néar det galler
de andra sjukdomar som ingick i denna studie skulle en stérre associationsstudie
med fler individer som &r drabbade av varje sjukdom kunna ge en béttre inblick i
mojliga samband med DLA klass 2.

Var forstaelse for etiologin bakom den har typen av sjukdomar &r annu inte
tillracklig. All forskning som kan Oka kunskapen om dessa tillstand ar darfor
viktig for att dessa effektivare ska kunna forebyggas och behandlas hos djur och
maéanniskor.
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Bilaga 2

Bilaga 2 - Konsensussekvenser
Teckenforklaring
A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Tymin

R=AellerG,Y=TellerC,M=AecellerC,K=GellerT,S=GellerC,W=A
eller T

H=A,CellerT,B=G, TellerC,V=G,CellerA,D=G, AellerT
N=AC, TellerG

DQA1

GACCATGTTGCCWACTACGGCATAAATGTCTACCAGTCTTACGGTCCC
TCTGGCCAGTWCACCCATGAATTTGATGGCGATGAGGAGTTCTACGTG
GACCTGGAGAAGAAGGAAACTGTCTGGCGGCTGCCTGTGTTTAGCACA
TTTASAAGTTTTGACCCACAGGGTGCRCTGAGAAACTTGGCYAKARYA
AAACAAAACTTGAACATCMTGACTAAAAGKTCCAACMAAACTGCTGC
TACCAAT --—-mmmmmmemmem oo

DQB1

GATTTCGTGTWCCAGTDTAAGKBCGAGTGCTATTTCACCAACGGGACG
GAGCGGGTGCGGCTTCTGRCKARADRCATCTATAACCGGGAGGAGYW
CGTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTWCCGGGCGGTCACGGAGC
TCGGGCGGCCCKNSGCTGAGTMCTGGAACSSRCAGAAGGASVWSWTG

GASCRRRDRCGGGCMRMGSTGGACACGGTGTGCAGACACAACTACGG

GDKGGAAGAGCTCWMCACGTTGCAGCGGCGA

DRB1

CACATTTCKTGDRSVWGKHWAAGBYCGAGTGCYATTTCACCAACGGG
ACGGAGCGGGTGCGGYWBSTGRHRAGANRCATCYATAACCGGGAGGA
GHWCSYGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTWCCGGGCGGTCACGG
AGCTCGGGCGGCSCDHSGCTGAGTMCTGGAACSSGCAGAAGGAGHTCT
TGGAGSRGRVSCGGSCMRMGGTGGACACSKWSTGCAGACACAACTAC
SGGGTGRKYGAGAGCTTCRCGGTGCAGCGGCGAG
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