Slutrapport: Genetiska studier av sommareksem hos
islandshastar

Bakgrund och syfte

Sommareksem, eller man- och svansskorv, ar en form av overkdnslighet mot
insektsbett. Sjukdomen forknippats starkt med angrepp av svidknottet Culicoides. Pa
Island ar sjukdomen ytterst ovanlig vilket antas bero pa att svidknottet inte ar utbrett i
landet. I en studie gjord pa hastar i Sverige har en Overensstimmelse mellan
utbredningen av svidknottet och sommareksem pavisats (Brostrom et al. 1987). Av de
islandshastar som importerats till Sverige fran Island far omkring 30 %
sommareksem, medan frekvensen hos svenskfodda islandshastar ar cirka 8 %
(Bjonsdottir et al 2006, Eriksson et al 2008). Sjukdomen medfor ett stort lidande for
héasten och en ekonomisk forlust for dgaren. Sommareksem visar sig i milda fall som
en fortjockning av och klada i mankam och svansrot. I svara fall bildas ett vatskande
eksem over en stor del av kroppen med paverkan av allmantillstandet. Utlosandet av
den allergiska hudinflammationen ar ett komplext samspel mellan arv och miljo.
Denna studie har pagatt under tre ar (2005-2007) med det overgripande syftet att
studera den arftliga bakgrunden till sommareksem hos islandshéstar. Projektet
kommer att fortsatta under minst 3 ar till (2008-2010) med mal att identifiera
kromosomregioner och gener som reglerar eksemutveckling.

Projektets malsattning

Malet i den forsta fasen av denna studie var att samla in kliniska data om
sommareksem ifran ett stort antal islandshastar fodda i Sverige. Vi ville aven att de
kliniska uppgifterna skulle vara graderade med avseende pa sjukdomens
svarighetsgrad. Ur vart insamlade dataset ville vi sedan kunna gora tva saker; 1)
berdkna arftligheten for sommareksem och 2) identifiera stora halvsyskonfamiljer att
anvandas for att hitta eksemgener. Ifran de identifierade halvsyskonfamiljerna ville vi
sedan samla in har- och blodprover. Det insamlade héastmaterialet kommer vi att
anvanda bade for att studera kandidatgener samt for att gora en omfattande sokning i
hela arvsmassan efter gener som reglerar eksemutveckling hos islandshast. En
kandidatgen ar en gen som redan blivit associerad till eksemutveckling genom studier
av en annan art (exempelvis hos ménniska, hund eller mus) eller histras.

Material och metoder

Arvbarhetsskatting av sommareksem

Under ar 2005 distribuerade vi en enkit till over 3000 hastagare. Enkaten riktade sig
till agare av islandshastar fodda i Sverige ar 1991-2001 efter 33 olika hingstar med
manga avkommor. Enkéten kunde besvaras antingen via brev eller Internet.

Kloning och sekvensering av kandidatgenen SPNIKS

Serinproteasinhibitorn som kodas av genen SPINKS har i flera studier hos manniska
visats vara associerad till utveckling av allergiskt eksem (Hoffjan and Epplen 2005).
Vi har darfor klonat och strukturbestamt (antal och langd av exoner/introner) genen
hos hast. Detta har vi gjort genom att ta fram cDNA-sekvensen for genen och sedan
amplifierat genomiskt DNA med hjalp av PCR. Renade PCR-produkter sekvenserades
ifrin bada hall med DYEnamic™ ET dye terminator kit (Applied Biosciences
Uppsala, Sweden) och genererades pa ett MegaBACE 1000 kapillar instrument




(Amersham Biosciences). Sekvenserna analyserades 1 mjukvaruprogrammet
Sequencher 3.1.1 software (Gene Codes Corporation, Inc, Ann Arbour, MI, USA).
SPINKS resekvenserades sedan hos fem sjuka och fem friska islandshiastar for att
identifiera singelnukleotidpolymorfier (SNPs eller enkelbasparsvariation) att
anvandas for att testa om association fanns med sjukdomen hos ett storre antal
individer. Identifierade SNPs genotypades darefter med hjalp av pyrosekvensering
(Pyrosequencing Inc.) hos > 250 individer.

Resultat

Arvbarhetskattning

Vi har i en enkétstudie utskickad till over 3000 hastagare samlat in sjukdomsdata fran
cirka 1800 hastar. Svarsfrekvensen pa enkaten var ungefar 40%. Graden av eksem
registrerades i fyra klasser, fran symptomfri till svart eksem. Frekvensen av
sommareksem var 8% och varierade mellan 0-30% for avkommegrupper till olika
hingstar. Avkommor efter ston med sommareksem hade 1 hogre grad sjalva utvecklat
eksem. Vi sag inga signifikanta effekter av hastens alder, daremot fanns en signifikant
effekt av region i Sverige och av kon: valacker hade nagot mer problem #n ston.

Av de ca 1800 individerna kvalificerade 1250 att inga i en statisktisk analys
for att berdkna arvbarheten for sommareksem hos svenskfodda islandshastar.
Arvbarheten for svarighetsgrad av sommareksem beraknades till 0.3 med en sa kallad
fadermodell. Mottaglighet for eksem hos svenskfodda islandshastar beror saledes till
cirka 30 % pa genetiska faktorer.

Insamling av biologiskt material

En forutsattning for att detta projekt ska na malsattningen och lyckas identifiera de
gener som reglerar uppkomst av eksem ar insamlingen av hastmaterialet. Vi har
genom enkitstudien identifierat 13 halvsyskonfamiljer dar sommareksem segregerar.
Vi samlat in 251 harprover ifran de 13 familjerna (dar 12 % har eksem). Forutom det
utvalda familjematerialet identifierade enkiatstudien ytterligare 71 svenskfodda héstar
med eksem. Var anstrangning att samla in och identifiera blodprover har resulterat i
230 prover ifran sjuka och friska islandshéstar. Ytterligare 36 blodprover harrorande
ifran 17 andra hastraser finns i var blodbank. Detta ar ett tillrackligt antal prover for
att utfora sa kallade associationsstudier bade av kandidatgener och over hela
arvsmassan.

Analys av kandidatgenen SPINKS5

SPINKS har genom studier hos ménniska vistats associera till eksem och kodar for ett
protein som heter LEKTI. Proteinet hdmmar skadliga fraimmande @amnen,
serinproteaser, som angriper huden. LEKTI antas darfor spela en roll for att bibehalla
hudens funktion som en skyddande barridr. For att detektera SNPs i SPINKS re-
sekvenserades hos 12 sjuka och 12 friska islandshédstar for hela genen. De
identifierade polymorfierna visas i Tabell 1. Totalt har vi sekvenserat 8.2 kilobaser
hos ca 18-24 individer. Ungefar 20 % av sekvensen representeras av exoner i
SPINKS, resten ar intronsekvens.




Tabell 1. Detection av SNPs i SPINKS5 med hjalp av re-
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Fyra av 43 identifierade SNPs 1 SPINKS valdes ut for vidare analys hos ett storre
antal sjuka och friska islandshéstar for att utreda om genen associerade till
sommareksem eller inte. Totalt genotypades 62 sjuka individer och 220 friska
individer for de fyra SNP-markorerna. Genetisk variation 1 SPINKS mellan
individerna korrelerades med forekomst av sommareksem. Tabell 2 visar
genotypningsresultaten for en av de testade SNP-markorerna som ligger i exon 15

position 20.

Position
-289(A/G), -50(G/T), +6(A/T)

~394(C/T), -160(C/T)
~183(G/T), 93(A/G), +90 (C/T),
+104(C/T)

+100(C/T)

_83(C/T), 82(C/G), +70(A/T)
45(A/C), +24(C/T)

+202(C/T)

_60(C/T), +85(A/G), +113A/G)

+170 (C/T)

20(A/G), 64(A/G)

-186(A/G), -56(C/A), -54(C/T)
-188(A/G)

-156(G/T)

-16(A/G), +218(C/G)

-55(A/G), -43(C/T), +125(A/G)
-124(A/C), -21(C/T), +139(A/G)
-124(A/C), -21(C/T), +139(A/G)
-48(C/T), 73(C/G)

+11(G/T), -113(C/T)
-64(T/C)



Tabell 2. Genotypningsresultat av SNP i exon 15 position 20.

Hingst sjuka friska
ccC CT TT ccC Ct 771
1 2 0 0 19 2 2
2 5 0 0 11 0 0
3 4 2 0 17 8 5
4 0 1 0 2 0 0
5 4 0 0 13 2 0
6 2 0 0 2 0 0
7 4 0 0 14 2 0
8 1 0 0 2 0 0
9 2 1 0 14 2 0
10 5 0 0 16 4 0
11 1 0 0 1 0 0
12 1 0 0 6 0 0
13 6 0 0 30 4 0
14 1 2 0 5 1 0
15 3 1 0 15 1 0
16 2 0 0 8 1 0
17 11 0 0 10 1 0
18 1 0 0 0 0 0
55 7 0 185 28 7

frekvens sjuka CC 0,887
frekvens sjuka CT 0,113

frekvens friska CC 0,841
frekvens friska CT 0,127
frekvens friska TT 0,032

Ingen association till sjukdom kunde pavisas i hastmaterialet for nagon av de fyra
SNP-markorerna. Studien visar att genen SPINKS troligen inte har en betydande roll
for uppkomst av eksem hos islandshist.

Diskussion och framtidsplaner
Nista steg ar att paborja det omfattande arbetet med att ta reda pa vilka specifika
gener som orsakar eksem. Ar 2008 planerar vi att gora en omfattande sokning i hela
arvsmassan efter gener som reglerar eksemutveckling hos islandshist. Arvsmassan
hos hastarna i vart insamlade sjukdomsmaterial kommer att genomsokas med hjalp av
ett sa kallat SNP-chip. SNP-chipet innehaller 50.000 genetiska markorer
(avlasningspunkter) val spridda over alla kromosomerna. De genetiska markorerna
kommer att lasas av hos 100 eksemhistar och 100 friska kontroller. Efter en
avancerad statistisk analys kan man sedan faststdlla vilka avlasningspunkter som
associerar till sjukdomen. Darefter gar man vidare och tittar pa vilka gener som ligger
1 narheten av de sjukdomsassocierade avlasningspunkterna. SNP-chipet ar idag
fardigkonstruerat och en forsta leverans berdknas ske under februari 2008.

Nar eksemgenerna sedan blivit identifierade blir det mojligt att designa enkla
genetiska tester for eksem. Da kan vi ge hastuppfodare den information de behover



for att bli mer precisa 1 sitt avelsarbete. Med hjalp 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 ar barare
av sjukdomsanlag kan tas fram nédr som helst under dess livstid och inte kraver att
individen har reproducerat sig. Genetiska tester har storst betydelse for
sjukdomsgener. Den hoga forekomsten av eksem hos vissa hastraser gor det svart att
exkludera alla sjuka individer for avel. I stallet kravs ett mer langsiktigt avelsarbete
mot friskare héstar dar de allra sjukaste individerna tas ut avel forst.
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Forskargruppen planldgger att gora en ny egen forskningshemsida vid SLU under
2008.
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