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Bakgrund

Under de senaste decennierna har ett antal fall av en medfédd utvecklingsrubbning i
extremitetsskelettet hos shetlandsponnyer detekterats och diagnostiserats. Defekten ér 1 allra
hogsta grad ett aktuellt problem inom shetlandsponnyrasen da flera fall har rapporterats dven
under de senaste aren till Sveriges Shetlandssillskap (SSS) (Kristin Johansson, SSS
avelskommitté, muntlig kommunikation). Intresset for shetlandsponnyrasen Okar och de
anviandningsomraden som finns for rasen blir alltmer inriktat pa tdvling, vilket stiller hoga
krav pa hallbarhet och god hilsa.

Defekten yttrar sig i form av att ulna (armbédgsbenet, som utvecklas invid
underarmsbenet radius) och fibula (vadbenet, som utvecklas invid skankbenet tibia)
utvecklas i hela sin ldngd, i stillet for att som normalt till storsta delen tillbakabildas under
fosterutvecklingen. Resultatet blir en felaktig skelettuppbyggnad som i sin tur leder till
rorelsestorning och hilta (Thyreen 1994). Utvecklingsrubbningen medfor sa allvarliga
avvikelser att drabbade djur maste avlivas. Fullt utvecklade ulna och fibula &r ett exempel pa
atavism, d.v.s. en atergang till ett tidigare evolutionért stadium (Hall BK 1995).

De vanligaste kliniska symptomen dé ulna och fibula &r fullt utvecklade &r foljande;
korta ben, lagrektanguldr kroppsbyggnad, inatvinklade karpalleder, hastranghet, bockhov,
utdttdighet och successivt forsimrade onormala rorelser. Symptomen blir virre och vérre
allteftersom folet véxer och de flesta avlivas under det forsta halvaret.

Rontgenfynd visar att humerus, radius och tibias tillvixtzoner sluts tidigare an
normalt samtidigt som ulnas och fibulas onormala tillvixt gor att de blir lingre &n
respektive rorben. Detta i sin tur leder till kné- respektive hastrang (fransysk) benstdllning
med sneda vinklar i karpus och hasled. Benen under dessa leder blir da roterade utdt med
utattaighet som foljd. Den felaktiga belastningen i respektive led gor i sin tur att ledernas
smaben utvecklas onormalt. De felvinklade benen ger en kraftig rorelsestorning och hélta
som tilltar allteftersom folet vixer (Thyreen 1994).

Tidigare studier visar att sjukdomen foljer en enkel autosomal recessiv nedidrvning
(Hermans WA 1970). Med autosomal menas att det defekta anlaget ej dr bundet till
konskromosomerna. Ett recessivt anlag kommer till uttryck forst nédr det finns 1 dubbel
(homozygot) uppsittning hos individen, det vill sdga individen behdver drva anlaget fran
bade moder och fader for att uppvisa egenskapen. Det &dr déarfér mycket svart att avla bort
recessivt nedirvda defekter. Problemet ligger framfor allt i svarigheten att identifiera friska
anlagsbirare med enkel uppsittning av anlaget (heterozygot).

For att 16sa detta har man stor nytta av genetisk analys (DNA test) av avelsdjur. Med
hjélp av genetisk analys kan man bestimma bade hingstens och stoets genvarianter och pa sa
vis fa en mer effektiv selektion av avelsdjur. Inte minst viktigt dr att information om ett
avelsdjur dr bérare av sjukdomsanlag eller inte, kan tas fram ndr som helst under dess livstid
och inte krédver att individen har reproducerat sig.

Specifik malbeskrivning
Det Overgripande malet med denna studie &r att identifiera den gen och mutation som
reglerar utvecklingen av den érftliga defekten krumma {6l hos shetlandsponny. Detta gors for



att mojliggora design av ett genetiskt test som kan anvidndas for att pavisa anlaget hos
individer som bér pa anlaget i enkel uppsittning (dolt anlag) och ddrmed inte visar nigra
symptom av sjukdomen, samt att diagnosen av en sjuk individ blir mer siker. I den forsta
fasen av denna studie samlade vi in blodprover fran defekta héstar, anlagsbirare, samt friska
kontroller. I ndsta fas genomfordes en omfattande genotypning av individernas hela
arvsmassa, som sedan foljdes av statistisk analys for att identifiera kromosomregionen och
direfter den ansvariga genen.

Material och Metoder

Héstmaterial

Material fran Sverige: Vi har analyserat 6 st krumma fall, 18 anlagsbirare (bade bekriftade
och starkt misstinkta) samt 24 friska kontrolldjur dér de allra flesta héstar har sitt ursprung i
Sverige. De friska kontrolldjuren bestar av hingstar som fatt manga avkommor (vi valde de
med flest avkommor som samtidigt fanns blodprov for i SLU’s biobank) dér vi intervjuat
dgarna om avkommornas sjukdomsstatus, for att i mojligaste man undvika okinda
anlagsbidrare i kontrollgruppen. Vi har dven noga tagit del av information om kénda
sjukdomsbirare fran uppfodare for att undvika dessa i kontrollgruppen.

Material fran USA: Vi har analyserat 8 st krumma fall, 5 bekriftade anlagsbédrare och 13
friska kontrolldjur. Materialet kommer ifran professor Ernie Bailey och hans medarbetare
John Ebert, Gluck Equine Research Center, Department of Veterinary Science, University of
Kentucky, Lexington, USA.

Genotypning med SNP chip
Arvsmassan hos héstarna i vart insamlade héstmaterial har genomsokts med hjélp av ett sa

kallat Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-chip (Illumina Inc.). Genotypningen har
utforts pa individuella DNA prover. Bade svenska och amerikanska djur genotypades med
Illumina SNP60K Beadchip.

Helgenomssekvensering
Vi har dven utfort helgenomssekvensering av 6 svenska fall och en pool av 22 svenska
kontrolldjur.

Finmappning av genen
Nir vi ska finmappa genen har vi stor nytta av de prover som vara samarbetspartners fran

USA har bidragit med.

Resultat

SNP chip data

Associationsanalys av hela genomet m.h.a. SNP-chip data visar inte pa nagon signifikant
association. Den mest troliga forklaringen till det dr att SNP chipet inte tdcker in hela
arvsmassan. Doktorand Lisa Andersson har gjort de genetiska associationsanalyserna i
programmet PLINK. Vi har dirfor utfort helgenomssekvensering av det svenska
histmaterialet.



Helgenomssekvensering

De sex krumma fallen indexerades sekvenserades individuellt medan kontrolldjuren
sekvenserades i en pool. De forsta analyserna av helgenomssekvenserna visar pa 4
kandidatregioner for defekten krumma fol (Figur 1). Detta visar pa fordelen med att leta efter
genen for defekten i varje baspar i genomet. Da det kan finnas risk for konkurrens fran
utldndsk forskargrupp viéljer vi att hir endast presentera att vi funnit fyra kandidatregioner,
men inte vilka kromosomer eller var pa kromosomerna signalen detekterats. I de
identifierade regionerna finns flera kodande gener. Sekvenserna dr i nulidget under en mer
ingaende analys. Forskare Carl-Johan Rubin och doktorand Nima Rafati leder de fortsatta
bioinformatiska analyserna i projektet. Bioinformatikerna ingar i professor Leif Anderssons
forskargrupp, Inst for Medicinsk Biokemi och Mikrobiologi, Uppsala Universitet. Planen &r
att Nima Rafati ska utfora studien som en del i sin avhandling. Det finns en stor kompetens
av liknande projekt inom forskargruppen och chanserna bedoms goda for att den ansvariga
genen ska identifieras.

Figur 1. Homozygotianalys fran helgenomsekvensering identifierar fyra kandidatregioner nér
alla sex krumma {0l jamfors. Y-axeln visar heterozygotigrad och X-axeln ér platsen langs
med genomet.

Vikten av ett framtida DNA-test for krumma f6l

Det dr mycket svart att avla bort recessiva defekter eftersom anlaget birs dolt av
heterozygota individer, samt det faktum att endast i genomsnitt var fjarde avkomma till tva
anlagsbirare blir homozygot och f6ds med defekten. De metoder som finns — 1 de flesta fall
endast testparningar — dr tidskrdvande, dyra och etiskt tveksamma (Thyreen 1994). For att
minska spridningen av anlaget i Sverige, tas idag konstaterat anlagsbarande hingstar ur avel.
Detta gors med stdd av djurskyddslagen for att forhindra att det f6ds individer som utsétts for
lidande. Ett problem é&r att inte alla uppfodare rapporterar de sjuka folen Det kan bero pa
okunskap eller helt enkelt for att "morka” det faktum att en avelsindivid kan vara bérare da
detta kraftigt minskar virdet pa individen.

Informationsspridning

Var malsittning dr att publicera de genetiska resultaten om krummagenen i vetenskaplig
tidskrift av hog kvalitet. Vi deltar regelbundet i internationella genetikkonferenser dér
resultaten kommer att presenteras bade muntligt, med abstrakt och poster. Vi tror bland annat
att Tidningen Shetlandsponnyn, Sveriges Shetlandsséllskaps hemsida, Tidningen Ridsport,
HistSvergie’s hemsida och publicerad egen hemsida och nyhetsbrev fran institutionen for
husdjursgenetik dr lampliga organ for spridning av information fran forskning till féltet, men
naturligtvis dven 1 seminarieform vid ldmpligt “hédstevenemang” (exempelvis Eurohorse,
Hippocampusdagarna eller Hippologenhetens ldrardagar vid SLU).  Sveriges



Shetlandsséllskap och Héstavelsforbundet kommer att hjédlpa till med sérskilt riktade
informationsinsatser nédr genen blivit identifierad. Information sker ocksd genom
www .hdstsverige.se.
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