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1 Einleitung

Erbkrankheiten spielen in der heutigen Hundezucht eine zunehmend grof3e Rolle.
Dies mag zum einen an der immer effektiveren Bekdmpfung infektioser, diatetischer
und anderer erworbener Krankheitsursachen liegen, zum anderen werden aufgrund
intensivierter Forschung auf diesem Gebiet flir immer mehr Erkrankungen genetische
Hintergrinde aufgedeckt. Als Erbfehler werden Erkrankungen bezeichnet, die durch
genomische Mutationen verursacht und von den Eltern an die Nachkommen
weitergegeben werden, wobei die Eltern nicht selber betroffen sein mussen. Die
Vererbung kann dominant, rezessiv oder intermediar erfolgen und von einem
(monogen) oder mehreren (polygen) Genorten verursacht werden. Erbdefekte lassen
sich in Missbildungen, Stoffwechselstérungen und genetische Dispositionen einteilen.
Der erste Verdacht, dass ein Krankheitsbild einen erblichen Hintergrund haben
konnte, ergibt sich zumeist aus einem familidren oder innerhalb einer Rasse
gehauften Auftreten der Erkrankung. Annahernd 500 Erbkrankheiten sind heute beim
Hund bekannt. Allerdings sind nur fir einen kleinen Teil die zu Grunde liegenden
Mutationen aufgeklart. Etwa die Halfte aller bekannten Erbkrankheiten kénnen als
rassespezifisch bezeichnet werden. Fir etliche Erkrankungen des Hundes kann eine
familiare Haufung beobachtet werden.

Da die Therapie von Erbdefekten, die oft mit der fehlerhaften Ausbildung oder dem
Fehlen von Korperteilen oder Stoffwechselkomponenten einhergehen, meist sehr
schwierig oder gar unmoglich ist, liegt der Schwerpunkt in der Bekampfung dieser
Erkrankungen in der Prophylaxe. Dies bedeutet, dass im Interesse der
Populationsgesundheit keinesfalls Tiere zur Zucht verwendet werden durfen, die
einen Erbdefekt an ihre Nachkommen weitergeben kdnnten. Dies ist in der Praxis
jedoch oft schwierig umzusetzen, da etliche Erbdefekte sich oft nicht als kongenitale
Missbildungen &ufRern, sondern sich erst beim adulten Tier zeigen, oft sogar erst
nach den ersten Zuchteinsadtzen. Dariber hinaus ist es oft nicht mdéglich,
Anlagetrager, die selber gesund sind, zu identifizieren. Fir viele genetische
Erkrankungen, die sich durch ein spates Manifestationsalter auszeichnen, wird von

Zuchtern nicht an einen erblichen Hintergrund und somit an einen Zuchtausschluss
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gedacht. Schlief3lich existieren fur etliche erbliche Defekte Phanokopien, also gleiche
oder sehr dhnliche Phanotypen, die umweltbedingt hervorgerufen werden kdénnen.
Fur eine gute Zuchthygiene ist daher die Etablierung molekulargenetischer
Diagnostikmethoden fur weitere Erbkrankheiten unabdingbar. Molekulargenetische
Testverfahren, die entweder als direkte Gentests die kausale Mutation selber
nachweisen, oder als indirekte Tests einen mit der Erkrankung assoziierten Genotyp
an genetischen Markern identifizieren, kénnen betroffene Tiere bereits vor dem
Auftreten der ersten Symptome entlarven. AuRerdem kdonnen nur auf diesem Wege
Anlagetrager sicher identifiziert und Ph&nokopien ausgeschlossen werden.

Gerade flur Erbdefekte, die nur in wenigen Familien oder kleinen Hundepopulationen
auftreten, kann die Identifizierung der kausalen Mutation recht schwierig sein, da es
oft nicht moglich ist, ausreichend betroffene und nicht betroffene unverwandte Tiere
bzw. gut strukturierte Familien (z. B. Halbgeschwistergruppen) mit vielen Betroffenen
zu untersuchen. Daher werden hier anstelle genomweiter Assoziations- oder
Kopplungsstudien Kandidatengenuntersuchungen durchgefihrt. Hierbei wird ein Gen
oder eine genomische Region ausgewahlt, die bei anderen Rassen oder Spezies
einen &ahnlichen Phanotyp verursacht. Dies ist auch bei kleineren Tierzahlen oder

schlecht strukturierten Familien moglich.

In der vorliegenden Arbeit soll ein familiares bzw. in bestimmten Rassen haufigeres
Auftreten einiger Erkrankungen des Hundes beschrieben und die Rolle bestimmter
Gene an der Entstehung dieser Krankheiten untersucht werden. Fir den kaninen
sekundaren Hyperdarenokortizismus wird eine Rassedisposition angenommen. In
dieser Arbeit wird erstmals das familidre Auftreten dieser Erkrankung beim
Rauhaardackel untersucht. Dartiber hinaus wird versucht, die Ursache der mit der
Merle-Fellfarbe assoziierten Augenmissbildungen aufzudecken. Fir die kongenitale
sensorineurale Taubheuit der Dalmatiner werden zwei Kandidatengene auf ihre
mogliche Beteiligung an der Erkrankung untersucht. Schlie8lich wird ein
Kandidatengen fur ein Gastroenteropathie-Syndrom beim Norwegischen Lundehund

auf kausale Mutationen Uberpruft.
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2 Literaturtbersicht Uber die Rassedisposition und das
familiar gehaufte Auftreten des sekundaren Cushing-
Syndroms beim Hund

Review of literature on breed predisposition and fa milial occurrence of

pituitary-dependent hyperadrenocorticism in dogs

Zusammenfassung

Das Cushing-Syndrom, haufig auch als Hyperadrenokortizismus bezeichnet, zahlt zu
den haufigsten Endokrinopathien des Hundes. Bei ca. 75 % der Félle liegt der
Erkrankung ein ACTH-sezernierender Tumor der Hypophyse zu Grunde. Besonders
Hunde kleiner Rassen sind haufig von dieser Endokrinopathie betroffen. Eine
Rassedisposition wird insbesondere bei Pudel, Dackel, verschiedenen Terrierrassen,
Boxer, Beagle und Schnauzer vermutet. Dies kénnte ein Hinweis auf eine genetische
Komponente fir die Atiologie des kaninen Hyperadrenokortizismus sein. Auch das in
einigen Fallen familiar gehaufte Auftreten des Cushing-Syndroms lasst auf eine
genetische Grundlage schlieBen. Die bisherigen Verdffentlichungen uber
Rasseverteilungen bestéatigen das vermehrte Vorkommen des hypophysenabhagigen
Hyperadrenokortizismus bei den Rassen Pudel, Dackel, Boxer und verschiedenen
Terrierrassen. Der Vergleich mit dem humanen familidren Cushing-Syndrom
erbrachte keine Hinweise auf mogliche Kandidatengene, da beim Menschen die
primare Form des Hyperadrenokortizismus deutlich haufiger ist und eine familiare
Komponente aufweist, wahrend die sekundare Form nur selten auftritt und nur

gelegentlich Bestandteil erblicher Syndrome ist.

Schlusselworter:  Hund, Hyperadrenokortizismus, Cushing-Syndrom, Disposition,

Rasseverteilung
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Summary

Hyperadrenocorticism or Cushing’s disease is one of the most frequent
endocrinopathies in dogs. About 75 % of the cases reported are caused by an
ACTH-producing pituitary tumor. Especially small dog breeds are affected by
Cushing’s disease. A breed predisposition is often assumed, particularly in breeds
like poodle, Dachshund, Boxer, Beagle, Schnauzer and several Terrier breeds. This
could be seen as a hint for a genetic background of this disease. The few cases of
familial occurrence also suggest a genetic aetiology. Previous reports on breed
distributions confirm overrepresentation of the pituitary-dependent
hyperadrenocorticism in Poodles, Dachshunds, Terriers and Boxers. In human, the
primary hyperadrenocorticism can occur in familial settings and several causal
mutations in genes were identified. As the isolated secondary hyperadrenocorticism
Is rare in human and not yet characterized on the molecular genetic level, candidate

genes could not be identified for the dog this way.

Keywords: dog, hyperadrenocorticism, Cushing’'s disease, breed disposition,

familiarity

Einleitung

Unter dem Begriff ,Cushing-Syndrom“ werden unabh&ngig von der Atiologie alle
klinischen und biochemischen Abweichungen zusammengefasst, die durch
chronischen Glukokortikoidiberschuss ausgelést werden (Neiger et al.,, 2002).
Besonders beim Hund wird haufig der Begriff Hyperadrenokortizismus synonym
verwendet, womit in der Regel auch nur ein exzessiver Glukokortikoidspiegel
gemeint ist und nicht ein Uberangebot an Mineralokortikoiden, Androgenen oder
Ostrogenen. In der letzten Zeit hat sich die Definition des Hyperadrenokortizismus
oder Cushing-Syndroms als xdurch chronischen endogenen
Glukokortikoidiberschuss ausgeldster Symptomenkomplex” durchgesetzt. Die friher
oft mit dazu gezahlte iatrogene, also die durch Glukokortikoidapplikation ausgeldste
Form, wird heute nicht mehr als Cushing-Syndrom bezeichnet.
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Beim Hyperadrenokortizismus koénnen hinsichtlich der Atiologie zwei Formen
unterschieden werden. Dem priméaren und sekundaren Hyperadrenokortizismus liegt
jeweils ein hormonproduzierender Tumor zu Grunde. Im Falle eines priméren
Hyperadrenokortizismus sind Zellen der Nebennierenrinde tumords entartet, die
ubermafiige Cortisolsynthese erfolgt also unabhangig von der Hb6he des ACTH
(adrenocorticotropes Hormon, Adrenokortikotropin)-Spiegels. Dahingegen betrifft die
tumorése  Verdnderung beim  sekundaren  Hyperadrenokortizismus  die
adrenokortikotropinsezernierenden Zellen der Hypophyse. Es kommt also durch eine
gesteigerte  ACTH-Sekretion sekundar zur erhdhten (ACTH-abhangigen)
Cortisolproduktion. Im englischen Sprachgebrauch wird diese Form auch als
Cushing’s disease bezeichnet, im Deutschen ist die Zuordnung des Begriffes Morbus
Cushing jedoch gerade in der Veterinarmedizin nicht eindeutig zu dem
hypophysenabhéangigen Hyperadrenokortizismus und kann auch als Synonym fur die
adrenale Form verwandt werden. Selten kann die gesteigerte ACTH-Synthese auch
von anderen Neoplasien, z.B. von Lungenkarzinomen, ausgehen. Die ebenfalls zu
diesem Komplex zahlende hypothalamusabhangige Form ist beim Menschen aul3erst
selten und beim Hund bisher nicht beschrieben.

Der kanine Hyperadrenokortizismus

Der Hyperadrenokortizismus beim Hund ist mit einer Inzidenz von 0,1 % als eine der
haufigsten Endokrinopathien anzusehen (Chastain et al., 1986). In einigen
Tierkliniken wird das Cushing-Syndrom inzwischen sogar o6fter als der Diabetes
mellitus  diagnostiziert, der lange Zeit als die haufigste Stérung des
Hormonhaushaltes des Hundes galt (Feldman und Nelson, 2004).

Zu den ACTH-abhangigen Formen zahlen nicht nur die durch hypophyséare
Verédnderungen hervorgerufene Cushing’'s disease, sondern auch hypothalamische
Fehlfunktionen oder eine ektopische ACTH-Produktion, z.B. in einem Lungen- oder
Pankreaskarzinom (Peterson, 1987). Ektopischer Hyperadrenokortizismus ist beim
Menschen selten zu finden, beim Hund wurde bislang sogar nur ein Einzelfall
beschrieben (Galac et al., 2005). Hypothalamus-abhédngige Formen des

Hyperadrenokortizismus wurden bislang beim Hund nicht nachgewiesen, sie werden
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allerdings als potenzielle Ursache der Hypercortisolamie angesehen (Krieger, 1983;
Van Wik et al., 1992). Diese Annahme stiutzt sich auf die nachgewiesene
dopaminerge Inhibition der ACTH-Sekretion aus der Pars intermedia (Kemppainen
und Sartin, 1986). Ein zentraler Dopaminmangel wird gelegentlich fur den ACTH-
Uberschuss verantwortlich gemacht (Reusch et al., 1999). Gegen diese Hypothese
spricht zum einen der nach chirurgischer Entfernung des Hypophysentumors
absinkende ACTH-Spiegel (Avgerinos et al., 1989), andererseits lasst auch der
niedrige Spiegel des Corticotropin-Releasing Hormons (CRH) im Liquor
cerebrospinalis betroffener Hunde diese Hypothese als wenig wahrscheinlich
erscheinen (Van Wijk et al., 1992).

In der Regel wird der ACTH-abhangige Hyperadrenokortizismus (PDH, pituitary
dependent hyperadrenocorticism) durch hypophyséare Veranderungen bedingt, in 90
% dieser Falle ist ein Hypophysentumor die Ursache (Zerbe, 1992), wobei die Pars
distalis haufiger betroffen ist.

Ca. 75 % - 85 % aller Hunde mit Hyperadrenokortizismus sind von der
hypophyséaren oder sekundaren Form betroffen (Feldmann, 1983). Davon weisen
uber 80 % ein Mikroadenom mit einem Durchmesser unter 1 cm auf (Peterson et al.,
1982a), bei etwa 10-15 % der Hunde kann ein Makroadenom gefunden werden
(Duesberg et al.,, 1995). ACTH-sezernierende Hypophysenadenome oder
Corticotropinome sind in der Regel monoklonalen Ursprungs (Biller, 1994; Gicquel et
al., 1992). Karzinome der Adenohypophyse sind beim Hund selten beschrieben.
Hypophysare Hyperplasien oder primare Feedbackdefekte ohne neoplastische
Veréanderung sind Uberaus selten und spielen beim Hund kaum eine Rolle (Axlund
und Behrend, 2003).

Den hypophyséren Formen liegt eine gesteigerte ACTH-Produktion zu Grunde, die
durch den Cortisolfeedback nicht mehr beeinflusst werden kann. ACTH wird durch
proteolytische Spaltung aus dem Pro-Hormon-Vorlaufer Pro-opiomelanocortin
(POMC) gebildet. Die Expression des POMC-Gens in der Hypophyse wird durch
CRH hoch- bzw. unter dem Einfluss von Glukokortikoiden herrunterreguliert (Drouin
et al., 2007). Dieser Mechanismus funktioniert in entarteten corticotrophen

Hypophysenzellen nicht mehr. Durch den folgenden Cortisoliiberschuss kommt
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aufgrund eines weiteren Rickkopplungseffekts die CRH-Sekretion zum Erliegen und
der Hypothalamus verliert seine regulierende Funktion (Tyrrell, 1991; Van Wik et al.,
1992).

Der ACTH-Uberschuss bedingt eine bilaterale Hyperplasie der Zellen der
adrenokortikalen Zona fasciculata und Zona reticularis, die von einer priméren
Nebennierenrindenhyperplasie abgegrenzt werden muss.

Der adrenale Hyperadrenokortizismus wird auch als ACTH-unabhangig bezeichnet,
da in diesem Fall die Nebennierenrinden autonom einen Uberschuss an Cortisol
sezernieren und durch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse nicht
mehr zu kontrollieren sind.

Bis zu einem Viertel der kaninen Hyperadrenokortizismusfalle werden durch diese
Atiologie ausgelost. In den meisten Fallen verursacht eine adrenokortikale Neoplasie
die Erkrankung, wobei Adenome und Karzinome etwa gleich haufig vorkommen
(Reusch und Feldmann, 1991). Diese Tumoren sind in der Regel unilateral, nur
selten werden bilaterale Neoplasien beobachtet (Ford et al., 1993). Etwas haufiger ist
das gemeinsame Auftreten mit Phdochromozytomen anzutreffen (Von Dehn et al.,
1995), was die Diagnosestellung erschweren kann. Eine Kalzifizierung der benignen
und malignen Tumoren tritt in etwa 50 % der Falle in Erscheinung (Reusch und
Feldmann, 1991).

Der aufgrund des hormonproduzierenden Tumors exzessive Cortisolspiegel
verursacht durch einen permanenten negativen Riuckkopplungseffekt eine dauerhafte
deutliche Erniedrigung der ACTH- und CRH-Konzentration. Dies hat die Atrophie der
Zona fasciculata und der Zona reticularis der betroffenen und contralateralen
Nebennierenrinde zur Folge (Peterson et al.,, 1986). Die Zona glomerulosa bleibt
bestehen, so dass die Mineralokortikoidsekretion nicht beeintrachtigt ist.

Eine seltene Form des adrenalen Hyperadrenokortizismus ist die adrenokortikale
noduléare Hyperplasie, bei Hunden und Katzen wird eine Haufigkeit von ca. 5 % der
Falle von Hyperadrenokortizismus vermutet. Die zugrunde liegende Pathogenese ist
unbekannt (Feldman und Nelson, 2004). Beim Menschen ist diese Form mit 20 %

aller Falle haufiger anzutreffen.
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In einigen betroffenen Hunden konnten gleichzeitig konkurrierende Tumoren der
Hypophyse und der Nebennierenrinde gefunden werden (Greco et al., 1999). Dies
kann zu irrefihrenden Ergebnissen der endokrinen Screeningtestverfahren fihren,
da die betroffenen Hunde die Kriterien beider Formen erfillen.

Die vielfaltigen Symptome des kaninen Hyperadrenokortizismus ergeben sich aus
dem breiten Wirkungsspektrum der Glukokortikoide. Hier sind besonders die
glukoneogenesefordernde, die eiweisskatabole, die lipolytische sowie die
immunsuppressive Wirkung zu nennen. Variationen in der Auspragung zwischen den
einzelnen betroffenen Hunden kommen vor. Auch in der Entwicklung der Symptome
existieren Unterschiede zwischen den Tieren. Wahrend sich das Krankheitsbild bei
einigen Hunden schnell ausbildet, entwickeln sich die Symptome bei anderen Tieren
Uber Monate oder gar Jahre hinweg, zum Teil sogar mit Phasen des Stillstandes oder
der scheinbaren Besserung (Peterson et al., 1982b).

80-85 % der betroffenen Tiere zeigen die Leitsymptome Polyurie und Polydipsie
(Ramsey und McGrotty, 2002). Ebenso viele betroffene Hunde zeigen Polyphagie
(Dewe-Mathew und Steffey, 2002). Viele der betroffenen Hunde zeigen ein typisches
aulleres Erscheinungsbild. Dies wird in erster Linie durch eine birnenférmige
Umfangsvermehrung des Abdomens infolge Stammfettsucht und Hepatomegalie
gepragt, welche bei etwa 90-95 % der betroffenen Hunde zu finden ist.
Generalisierter Muskelabbau ist bei 75-80 % der betroffenen Hunde zu beobachten.
Er ist eine Folge des gesteigerten Proteinkatabolismus und auf3ert sich zumeist in
allgemeiner Schwache des Hundes bis hin zur Apathie. Insbesondere hinsichtlich der
Haut- und Haarkleidveréanderungen variiert das klinische Bild oft stark zwischen den
einzelnen Betroffenen. Bei etwa 10 % der Hunde hingegen zeigen sich an der Haut
die einzigen Anzeichen eines Cushing-Syndroms (Reusch, 2005). Am
augenfalligsten sind die Verdnderungen am Haarkleid der betroffenen Hunde. Sie
bestehen in erster Linie in einer bilateral symmetrischen Alopezie, v. a. am Rumpf,
verursacht durch die Hemmung des Nachwachsens der Haare. Das verbleibende
Haar erscheint stumpf, trocken, dinn, kraus und hell. Die Haut der betroffenen
Hunde wird dinn und unelastisch, subkutanes Fettgewebe ist kaum ausgebildet und

Wundheilungsverzogerung sowie Narbendehiszenz treten oft auf. Komedonen
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entstehen aus keratinverstopften Haarfollikeln besonders am ventralen Abdomen,
auch Seborrhée ist gelegentlich zu finden. Die Schutzfunktion der Haut dieser Tiere
ist meist zerstort, so dass es oft zu Folgeerkrankungen wie Demodikose oder
Pyodermie kommt (White et al., 1989). Auch auf die Reproduktionsorgane hat der
erhohte Cortisolspiegel gelegentlich einen deutlich negativen Einfluss. Uber ein
negatives Feedback wird die hypophysare Gonadotropinsekretion gehemmt.
Dadurch kommt es oft zur Atrophie der Hoden bzw. Ovarien (Feldman und Tyrrell,
1982; Hill et al., 2005). Bei der Hundin kann es ebenfalls durch eine Reduktion der
Gonadotropinsekretion  zu  einem persistierenden  Angdstrus ~ kommen.
Prostatahyperplasie und Perianaladenome kdnnen mogliche Folgen sein. Dariber
hinaus produziert auch die hypertrophierte weibliche Nebennierenrinde vermehrt
Androgene. Im Gegensatz zum Ruden resultieren hieraus bei einigen Hindinnen
deutliche Effekte: es kommt zur Virilisation mit klitoraler Hyperplasie und eventuell
Hypertesteronamie (Dow et al., 1988; Feldman und Tyrrell, 1982). In seltenen Fallen
kann es beim sogenannten atypischen Hyperadrenokortizimus anstelle einer
uberméaRigen Kortisolproduktion zu einem Uberschuss an Sexualsteroiden, die
ebenfalls in der Nebennierenrinde gebildet werden, kommen. Dann liegen die
klinischen Symptome ausschlie3lich im Bereich der Sexualorgane vor. Eine
sexualhormon-abhéngige Alopezie tritt ebenfalls haufig auf. Diese atypische
Auspragung des Hyperadrenokortizismus wird ofter bei adrenalen Tumoren als bei
sekundarer Nebennierenrindenhyperplasie beobachtet (Greco, 2007).

Uber 50 % der betroffenen Hunde zeigen einen klinisch meist unauffalligen
Bluthochdruck. Vermutlich ist hierfir eine vermehrte Reninsekretion, eine erhohte
vaskulare Catecholaminsensitivitdtt und eine Hemmung der vasodilatativen
Prostaglandine verantwortlich (Goy-Thollot et al., 2002; Martinez et al., 2005). Wird
das Cushing-Syndrom von einem Makroadenom verursacht, so kann es durch
Gehirnkompression zu verschiedenen neurologischen Symptomen kommen.
Beispiele hierfir sind Verhaltensanderung, Blindheit, Ataxie, Strabismus und
Tetraplegie (Kipperman et al., 1992). Allerdings sind Mikroadenome weitaus haufiger.
Respiratorische Symptome gehdren gelegentlich ebenfalls zum Krankheitsbild des

kaninen Cushing-Syndroms. Einige betroffene Hunde fallen durch deutlich
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vermehrtes Hecheln auf. Ursachen hierfur kdnnen sowohl eine Thoraxkompression
durch das vermehrt abdominale oder thorakale Fettgewebe oder die vergrol3erte
Leber als auch eine Schwéachung der Interkostalmuskulatur oder des Zwerchfells
sein. Aullerdem leiden betroffene Hunde auch an einem erhdhten Risiko fur
pulmonale Thrombembolien, ausgeldst durch den Bluthochdruck und den erhdhten
Hamatokrit sowie eine Hyperkoagulabilitdt, die durch eine gesteigerte Konzentration
von Gerinnungsfaktoren und eine verminderte fibrinolytische Kapazitat entsteht
(Boscaro et al., 2002; Small et al., 1983).

Auch auf die Kalziumhomdoostase hat der Cortisoliberschuss einen deutlichen
Einfluss. Dies aullert sich in einigem Fallen in Urolithiasis infolge von
Kalziumoxalatsteinen, Calcinosis cutis und anderer Weichgewebsmineralisierung,
z.B. in Lunge oder Niere (Berry et al, 1994; Hess et al., 1998). Der
zugrundeliegende Pathomechanismus ist noch ungeklart, es wird allerdings eine
glukokortikoidinduzierte gesteigerte Synthese von Parathormon als Mitursache
vermutet (Ramsey und Herrtage, 2001). Tatsachlich konnte bei einigen betroffenen
Hunden ein sekundarer Hyperparathyreoidismus festgestellt werden (Ramsey et al.,
2005).

Zusatzlich kann das klinische Bild durch Folgeerkrankungen variieren. Da
Glukokortikoide eine Insulinresistenz bewirken, entwickeln einige Betroffene einen
Diabetes mellitus (Nestler und McClanahan, 1992). Die immunsuppressiven Effekte
des Cortisols begtinstigen verschiedene Infektionen, v. a. bakterielle Hautinfektionen,
akute Pankreatitis und rekurrierende Harnwegsinfekte werden haufig angetroffen

(Forrester et al., 1999). Osteoporose wird ebenfalls oft beobachtet.

Neben dieser klinischen Symptomatik stitzt sich die Diagnostik des kaninen
Cushing-Syndroms einerseits auf bildgebende Verfahren wie Ultraschall oder die
Magnet-Resonanz-Tomographie, zum anderen liefern auch Laboruntersuchungen
wertvolle Hinweise. Besonders der deutliche Anstieg der Leberenzyme,
insbesondere der alkalischen Phosphatase infolge der glukokortikoidinduzierten
Bildung eines hitzestabilen Isoenzyms weist auf einen Hyperadrenokortizismus hin.

Weitere Blutbildverdnderungen, wie z.B. ein Stressleukogramm, der Anstieg der
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Glukose- und Triglyzeridwerte oder eine verminderte Konzentration von Thyroxin
sind nicht sehr spezifisch und kénnen allenfalls als Anhaltspunkte gewertet werden
(Dunn, 1997; Solter et al., 1993).

Diagnostische Tests in Form von spezifischen endokrinen Screening-Testverfahren
sind bei Verdacht zusatzlich zur klinischen Symptomatik fir eine Diagnosestellung
unentbehrlich. Am wichtigsten ist der Low-dose Dexamethasonsuppressionstest, der
sehr sensitiv und spezifisch ist, sowie der ACTH-Stimulations-Test, der vor allem zur
Uberwachung der Therapie des Hyperadrenokortizismus geeignet ist (Dunn et al.,
1995; Dunn, 1997).  Weitere  Testverfahren sind der  High-dose
Dexamethasonsuppressionstest, die Urin-Cortisol-Creatinin-Clearance, der ACTH-

Radioimmunassay und der ACTH-Chemilumineszenzassay.

Genetik des Cushing-Syndroms

Mensch

Beim humanen Hyperadrenokortizismus handelt es sich zumeist um eine spontane
Tumorerkrankung der Hypophyse oder der Nebennierenrinde. Allerdings gibt es in
einigen Fallen Hinweise auf erbliche Ursachen. So ist beispielsweise die Inzidenz
von adrenokortikalen Neoplasien in der Bevolkerung Stdbrasiliens 10-15-mal héher
als in anderen Regionen (Figueiredo et al., 2005). Dies kénnte sowohl durch
umweltbedingte Einflisse als auch durch genetische Alterationen in dieser
Subpopulation bedingt sein. Auch in Korea treten adrenokortikale Tumoren, die zu
einem Cushing-Syndrom fuhren, haufiger auf als in westlichen Landern (The Korean
Society of Endocrinology 2000). Eine kroatische Studie zeigte keinen Unterschied in
der Haufigkeit von ACTH-sezernierenden Hypophysenadenomen zwischen der
Bevolkerung in den kontinentalen und mediteranen Regionen des Landes (Vrkljan et
al., 2006).

Dariber hinaus sind zurzeit bereits familidre Syndrome bekannt und auch

molekulargenetisch untersucht, zu deren Krankheitsbild auch eine Form des
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Hyperadrenokortizismus gehdren kann. Besonders die primére Form des Cushing-
Syndroms tritt beim Menschen haufig in diesem Zusammenhang auf. Zu diesen
Erkrankungen zahlen zum einen das Li-Fraumeni Syndrom (LFS) und das Beckwith-
Weidemann Syndrom (BWS), bei denen es bereits in der frihen Kindheit zu
adrenokortikalen Karzinomen kommt (Hatada et al. 1996; Wagner et al., 1994),
sowie die multiplen Neoplasie-Syndrome Carney Complex (CNC) und multiple
endokrine Neoplasie Typ 1 (MEN1). Diese Erkrankungen kdnnen neben Tumoren
anderer endokriner Organe ebenfalls mit adrenokortikalen Neoplasien einhergehen
(Kirschner et al., 2000; Marx und Nieman, 2002; Stratakis et al., 1996). Die
verursachenden Gene sind das Tumor Suppressor Gen p53 fur das LFS (Wagner et
al. 1994) und das Gen p57Kip2 fir das BWS (Hatada et al., 1996). Beim Carney
Complex ist die kausale Veranderung in dem fir die in die second messenger
involvierte Proteinkinase A kodierenden Gen PRKA1A (Synonym CNC1) zu suchen
(Kirschner et al., 2000), bei der multiplen endokrinen Neoplasie 1 ist das MEN1-Gen
(Menin-Gen) verandert (Marx und Nieman, 2002).

Sekundarer Hyperadrenokortizismus tritt seltener in Form von erblichen Syndromen
auf, jedoch kénnen Hypophysentumoren gelegentlich auch im Zusammenhang mit
CNC oder MEN1 beobachtet werden. Aul3erdem konnen sie Teil des McCune-
Albright Syndroms (MAS) sein. Allerdings sind bei dieser Erkrankung
Corticotropinome wesentlich seltener anzutreffen als andere Hypophysentumoren
(wie z.B. Somatropinome) (Weinstein et al., 2002). Das hier mutierte Oncogen
GNASL1 kodiert ebenfalls fiir Bestandteile der second messenger Kaskade. Dieses
Gen wird auch fur isolierte Corticotropinome verantwortlich gemacht (Mantovani et
al., 2004; Riminucci et al., 2002).

AulRerdem sind hier auch Erkrankungen wie die ,ACTH-independent macronodular
adrenocortical hyperplasia“ (AIMAH) oder die ,primary pigmented (micro-) nodular
adrenocortical disease® (PPNAD) zu nennen, bei denen es durch noduléare
Nebennierenrindenhyperplasie ebenfalls zum familiaren primaren
Hyperadrenokortizismus kommt (Nies et al., 2002; Stratakis und Kirschner, 1998).
Verursachende Gene konnen hier ebenfalls PRKAL1IA und GNAS1 sein. Eine

mikronodulare Nebennierenrindenhyperplasie kann auf3erdem auch durch eine
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Mutation in dem fir die Phosphodiesterase 11A4 (PDE11A4) kodierenden Gen
verursacht werden (Horvath et al., 2006).

Das ,Pituitary Tumor Transforming Gene* (PTTG) wird oft fir isolierte
Hypophysenadenome verantwortlich gemacht, allerdings handelt es sich hierbei nur
selten um Corticotropinome (Zhang et al., 1999). Fur viele weitere Gene, darunter
Protooncogene, Tumor Suppressor Gene, spezifische Gene fur Rezeptoren,
Cytokine oder die hypophysare Entwicklung, wird eine Beteiligung an der Entstehung
von Hypophysentumoren, auch Corticotropinomen, postuliert (Dahia und Grossmann,
1999). Allerdings scheint es sich hierbei um spontane Tumoren und nicht um
familiare Erkrankungen zu handeln. Bei allen drei mdglichen Formen des humanen
Morbus Cushing (Hypophysenadenom, -hyperplasie oder sekundarer
Hyperadrenokortizismus ohne offensichtliche hypophysare Veranderung) konnte im
Gegensatz zur gesunden Hypophyse eine Methylierung der CpG Inseln des Tumor
Suppressor Gens pl6 gefunden werden (Farrell, 2006; Simpson et al., 2004). Die
Bedeutung dieser Methylierung ist jedoch noch unklar. Zahlreiche weitere Gene
wurden  mittels genomweiten  Transkriptanalysen identifiziert, die in
Corticotropinomen uber- oder unterexprimiert werden (Evans et al., 2001; Morris et
al., 2005). Auch hier ist nicht klar, welche Rolle diese Gene spielen.

Ein familiarer sekundarer Hyperadrenokortizismus ist beim Menschen sehr selten.
Nur wenige Félle von ,Familial Cushing’'s Disease” sind beschrieben, in denen
zumindest zwei nah verwandte Personen erkrankten, ohne dass es Anzeichen
anderer Tumoren oder sonstiger Veranderungen gab (Gardner et al., 1989; Salti und
Mufarrij, 1981; Swinburn und Holdaway, 1988). Bei den haufigeren ,Familial Isolated
Pituitary Adenomas” (FIPA) handelt es sich allerdings in der Regel um
Somatropinome oder Prolactinome und nur sehr selten um Corticotropinome (Daly et
al., 2006), und die genetischen Ursachen sind bislang ungeklart. Schlief3lich ist beim
Menschen eine erbliche Disposition fur Hypophysenadenome bekannt, der eine
Mutation des Aryl-Hydrocarbon Rezeptor-interagierendem Protein (AIP)-Gens zu
Grunde liegt. Allerdings konnte diese Mutation nur bei
wachstumshormonsezernierenden Adenomen und nicht beim humanen Morbus

Cushing gefunden werden (Vierimaa et al., 2006).
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Hund

Das kanine Cushing-Syndrom ist eine eigenstandige Krankheit, die z. T. mit anderen
Stérungen assoziiert sein kann. Trotz der wenigen Ubereinstimmungen zur familiaren
Form des Menschen gibt es auch beim Hund Hinweise auf eine erbliche Form.

Einige Hunderassen weisen eine hdohere Pravalenz des Hyperadrenokortizismus auf
als andere (Tab. 1.). Eine Disposition kann also fur einige bestimmte Rassen
angenommen werden. Allerdings besteht keine Einigkeit dartber, welche Rassen
tatsachlich disponiert sind. So werden im Zusammenhang mit der sekundaren Form
des Cushing-Syndroms oft die Rassen Mittel- und Toypudel, Dackel, kleine Terrier (v.
a. Boston, Dandie Dinmont, Jack Russell, Bull-, Silky, Staffordshire Bull- und
Yorkshire Terrier), Boxer, Deutsche Schaferhunde, Beagle und auch Schnauzer
genannt. Adrenokortikale Tumoren treten haufiger bei Boxern, Retrievern (Labrador,
Curly Coated und Nova Scotia Duck-Tolling Retriever), Pudeln, Dackeln, Deutschen
Schaferhunden, Pointern, Lhasa Apsos und Leonbergern auf (Gross, 2000; Gough
und Thomas, 2004; Padgett, 1998). In diesem Zusammenhang werden von
verschiedenen Autoren sehr viele unterschiedliche Hunderassen genannt. Hierbei
fallt allerdings auf, dass Pudel, Dackel, Boxer und Terrier immer unter den genannten
Rassen sind. Dieser Eindruck bestétigt sich in den wenigen Statistiken, die zu der
Rasseverteilung des Hyperadrenokortizismus aufgestellt wurden. So fanden Feldman
und Nelson (2004) in einer Untersuchung unter insgesamt 750 vom
hypophysenabhangigen Hyperadrenokortizismus (PDH) betroffenen Hunden 16 %
Pudel, 11 % Dackel, 10 % Terrier (2 % Boston Terrier) und 7 % Beagle. Zu 2 % bis 6
% waren Deutsche Schaferhunde, Labrador Retriever, Australian Shepherds,
Malteser, verschiedene Spaniel, Schnauzer, Lhasa Apsos, Chihuahua, Golden
Retriever, Shi Tzus und Boxer betroffen. Unter 102 vom adrenalen
Hyperadrenokortizismus betroffenen Hunden befanden sich 15 % verschiedene
Pudel, 12 % Deutsche Schaferhunde, 12 % verschiedene Terrier (4 % Boston
Terrier), 11 % Dackel und 10 % Labrador Retriever. Eine Haufigkeit zwischen 3 %

und 5 % wiesen Cocker Spaniel, Alaskan Malamut, Shi Tzu, Boxer, Shetland
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Sheepdog, Englische Springer Spaniel und Australian Shepherds auf (Feldman und
Nelson, 2004).

In einer weiteren Studie wurde anhand des Patientengutes des University of
California Veterinary Medical Teaching Hospital (VMTH) die Rasseverteilung des
Hyperadrenokortizismus an insgesamt 117 Tieren beschrieben. Hier wurde jedoch
nicht zwischen primarer und sekundarer Form unterschieden. Es wurde ein
signifikant hoheres Risiko bei Tieren der Rassen Pudel, Dackel und Boxer gefunden.
Dies ergab sich aus dem relativen Anteilen von Pudeln (32,5 %, darunter 24,8 %
Zwerg-Pudel), Dackeln (24,8 %) und Boxern (5,1 %) sowie Mischlingen aus diesen
Rassen (5 %, 1 % und 1 %), die mit der Gesamtpopulation der in diesem Zeitraum
am VMTH vorgestellten Tiere dieser Rassen in Relation gesetzt wurde. Auch die
verschiedenen Terrierrassen waren unter den betroffenen Hunden mit 7,5 %
inklusive der Terriermischlinge recht haufig vertreten, ebenso die Beagle und
Beaglemischlinge mit 7,7 %. Die Ubrigen betroffenen Hunde gehdrten zu den Rassen
Spaniel, Chihuahua, Labrador Retriever, Welsh Corgi, Afghane, Deutscher
Schaferhund, Zwergschnauzer, Spitz, Siberian Husky, Vizsla und Maltesermischling
sowie Mischlinge unbekannter Rassen (Ling et al., 1979).

In einer aktuellen Studie Uber an PDH erkrankte Patienten zwischen 1998 und 2003
dreier veterindrmedizinischer Zentren in GroRRbritannien (Queens Veterinary School
Hospital, University of Cambridge; Small Animal Hospital, University of Glasgow und
Queen Mother Hospital for Small Animals, Royal Veterinary College of the University
of London) ergab sich folgendes Bild der Rasseverteilung unter insgesamt 148
Hunden: Huhnerhunde (,gun dogs"“) waren zu 18, 2%, Jagdhunde (,hounds®) zu 5,4
% (in dieser Gruppe Dackel mit 2,7 %), Hatehunde zu 7,4 %, Terrier zu 19,6 %, Toy-
Hunde zu 23,7 % (darunter Yorkshire Terrier mit 13,5 %), Gebrauchshunde zu 6,8 %
(darunter Pudel und Zwergschnauzer mit jeweils 2 %) und schlief3lich Arbeitshunde
zu 9,5 % (darunter Boxer mit 6 %) betroffen. Diese Zahlen wurden mit der Nationalen
Statistik 1990 im Vereinigten Konigreich registrierter Hunde verglichen. Daraus ergab
sich eine Uberdurchschnittich hohe Pravalenz des PDH unter den Toy- und
Terrierrassen sowie den Dackeln und Pudeln, die zu dieser Zeit zu den selteneren

Rassen in Grof3britannien zahlten. Im Gegensatz dazu waren die Jagdhunde
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gemessen an der Gesamtpopulatuion in der Studie unterrepréasentiert. Die h&aufig
betroffenen Yorkshire Terrier sind die beliebtesten Hunde GroRbritanniens. Uber
Hunde mit adrenokortikalen Neoplasien wurde hier allerdings keine Aussage
gemacht (Barker et al., 2005).

Eine Statistik Uber 59 betroffene Hunde, die zwischen 1995 und 2000 an der
Specialized Clinic for Dermatology and Metabolic Disoders der National University
Veterinary of Taiwan vorgestellt wurden, ergab folgendes Bild: 53 dieser Hunde
waren an PDH erkrankt, 6 hatten Nebennierentumoren. Die betroffenen Rassen
waren Malteser mit 17 %, Zwergpudel mit 14 %, Spitze mit 12 %, Kurzhaardackel
und Zwergpinscher mit je 7 %, Cocker Spaniel mit 5 %, Pekingesen 3 % und
Chihuahua, Zwergschnauzer, Shetland Sheepdogs, Shi Tzu und Yorkshire Terrier zu
je 2 %. Die restlichen 27 % waren Mischlinge (Huang et al., 2001).

Von insgesamt 200 Hunden, die zwischen 1980 und 1990 am Veterinrary Medical
Teaching Hospital der School of Veterinary Medicine, University of California mit
Hyperadrenokortizismus vorgestellt wurden, wurden fir eine Studie 43 Hunde
ausgewahlt, bei denen ein Hypophysentumor mittels CT/MRI oder histologisch durch
eine Nekropsie sicher nachgewiesen werden konnte. Unter diesen 43 Hunden
befanden sich zu je 9 % Dackel, Zwergpudel, Boxer und Deutsche Schaferhunde
sowie zu jeweils 7 % Boston Terrier und Australian Shepherds. Uber die Rassen der
tbrigen Hunde wurde keine Angabe gemacht (Kipperman et al., 1992).

In Deutschland wurden &hnliche Studien an der Klinik und Polyklinik fur kleine
Haustiere und dem Institut fir Veterinarpathologie der Freien Universitdt Berlin
durchgefuhrt. Unter den 60 Betroffenen, bei denen nicht zwischen primarem und
sekundarem Hyperadrenokortizismus unterschieden wurde, waren 60 % Pudel, 22 %
Dackel, 10 % Terrier (Fox-, Welsh- and Yorkshireterrier), 3 % Cocker Spaniel und je
2 % Zwergschnauzer, Boxer und Dalmatiner (Opitz et al., 1983). In einer spateren
Untersuchung wurden die Befunde von 97 an der FU Berlin behandelten und
sezierten betroffenen Hunden gesammelt. Die Haufigkeit der betroffenen Rassen
teilte sich auf in 38 % Pudel, 24 % Dackel, 8 % Terrier (4 % Yorkshire, 2 % Fox und
je 1 % Skye und Welsh Terrier), je 5 % Schnauzer und Boxer und in jeweils 1 %

Beagle, Cocker Spaniel, Collie, Dalmatiner, Deutscher Schaferhund, Irischer Setter,
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Rehpinscher und Sheltie. Die restlichen Hunde waren Mischlinge, wobei 6 % Pudel-,
2 % Dackel- und je 1 % Schnauzer-, Skye Terrier- bzw. Fox Terrier-Mischlinge
waren. Der Vergleich mit dem Sektionsgut desselben Institutes der Jahre 1981 bis
1990 ergab, dass Dackel und Pudel unter den betroffenen Tieren deutlich
uberreprasentiert, Terrier und Schnauzer etwa ebenso haufig in beiden Gruppen und
Mischlinge sowie Deutsche Schaferhunde in der Gruppe der Betroffenen deutlich
unterreprasentiert waren. Darlber hinaus wurde auch die Rasseverteilung
hinsichtlich der Atiologie des Hyperadrenokortizismus beschrieben. Betroffene Pudel
zeigten zu 81 % PDH, zu 11 % adrenale Tumoren (aT) und zu 8 % PDH und
adrenale Tumoren gemeinsam (PDH/aT). Bei den Dackeln ergab diese Verteilung 70
% PDH, 7 % aT und 22 % PDH/aT. Erkrankte Terrier waren zu 75 % von PDH und
zu 25 % von aT betroffen, die Mischform kam bei diesen Rassen nicht vor. Bei den
Schnauzern schlief3lich lag zu 20 % PDH, zu 60 % aT und zu ebenfalls 20 % PDH/aT
dem Hyperadrenokortizismus zu Grunde. Das geringe Auftreten von Boxern unter
den betroffenen Tieren erklaren die Autoren mit dem generell geringen Vorkommen
dieser Rasse in Berlin und somit im Sektionsgut. Eine Disposition dieser Rasse ist
somit nicht auszuschlie3en (Nothelfer und Weinhold, 1992).

Eine an der Klinik fur Kleintiermedizin der Veterinarmedizinischen Fakultat Zirich
durchgefuhrte Untersuchung beschreibt die Rasseverteilung fir 32 von insgesamt 62
Hunden, die zwischen 1996 und 2001 in dieser Kinik mit hypophysarem
Hyperadrenokortizismus vorgestellt wurden. Bei diesen Hunden wurde zusatzlich
durch Computertomographie zwischen Mikro- und Makroadenomen unterschieden.
Unter den Patienten mit Mikroadenomen befanden sich zu je 10 % Yorkshire Terrier,
Zwergschnauzer und Golden Retriever, zu 30 % Dackel sowie zu 40 % Pudel. Unter
den Hunden mit Makroadenomen waren Lhasa Apso, West Highland White Terrier,
Pinscher, Franzosische Bulldogge, Bulldoggenmischlinge, Shar Pei, Siberian Husky,
Bearded Collie, Bergamasker und Weimaraner zu je 4,5 %, Collies zu 9 %, Dackel
und Pudel zu je 13,6 % sowie Boxer zu 18,2 % vertreten. Insgesamt waren Hunde
mit Makroadenomen signifikant schwerer als Hunde mit Mikroadenomen (Reusch et
al., 2001).
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Zwischen Dezember 1992 und Juli 1996 wurde am Department of Clinical Sciences
of Companion Animals der Universitat Utrecht bei 52 vom PDH betroffenen Hunden
eine transsphenoidale Hypophysektomie durchgefihrt. Unter diesen Hunden waren
zu 25 % Mischlinge, zu 13,5 % Zwergpudel, Terrier zu 11,5 % (7,7 % Yorkshire und
3,8 % Bedlington Terrier), Dackel ebenfalls zu 11,5 % (Rauhaardackel 7,7 % und
Kurzhaardackel 3,8 %) und Beagle, Malteser, Golden Retriever und Mittelschnauzer
zu jeweils 3,8 % zu finden. Die Ubrigen 23,1 % waren reinrassige Hunde anderer
Rassen (Meij et al., 1998). Eine aktuellere Rasseverteilung der vom PDH betroffenen
Patienten zwischen 1993 und 2003 in dieser Klinik ergab 9,3 % Pudel (7,3 %
Zwergpudel und 2 % Standardpudel), 8 % Rauhaardackel, 7,3 % Terrier (4 % Jack
Russell und 3,3 % Yorkshire Terrier), 4 % Malteser, jeweils 2,7 % English Cocker
Spaniel und Labrador Retriever und zu je 2 % Beagle, Bouvier des Flandres,
Dalmatiner und Deutscher Schaferhund. Die tbrigen Hunde waren Mischlinge (20,7
%) oder gehorten anderen Rassen an (37,3 %) (Hanson et al., 2005).

Unter 60 vom Hyperadrenokortizismus betroffenen Hunden, die zwischen 1989 und
1993 am Department of Clinical Veterinary Medicine der University of Cambridge
vorgestellt wurden, und von denen 57 die sekundare Form aufwiesen, befanden sich
26,7 % Terrier (11,7 % Scottish, 6,7 % Yorkshire und je 1,6 % Jack Russell, Border,
Cairn, West Highland White und English Bull Terrier), 15 % Spaniel (13,3 % Cavalier
King Charles und 1,6 % Cocker Spaniel), 13,3 % Retriever (je 6,7 % Labrador und
Golden Retriever), 10 % Mischlinge, 8,3 % Zwergpudel, 5 % Dackel, 5 % Setter (3,3
% English und 1,6 % Irish Setter), je 3,3 % Dalmatiner und Border Collie und jeweils
1,6 % Shetland Sheepdog, Bulldogge, Shih Tzu, Lhasa Apso, Greyhound, und
Zwergschnauzer (Dunn et al., 1995).

In einem Zeitraum von vier Jahren bis 1970 wurden 27 Hunde mit Cushing-Syndrom
in der Small Animal Clinic der University of Pennsylvania behandelt. Nur drei dieser
Hunde hatten adrenale Neoplasien, bei den Ubrigen 24 konnte eine bilaterale
Hyperplasie der Nebennieren und somit PDH diagnostiziert werden. Unter den 27
Hunden waren Pudel zu 33,3% (Zwergpudel 29,6 % und Toy Pudel 3,7 %), Dackel
und Terrier zu je 22,2 % (7,4 % Boston Terrier und je 3,7 % Dandie Dinmont, Skye,
Scottish und Bedlington Terrier), Boxer und Spaniel zu je 7,4 % (je 3,4 % Cocker und
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Springer Spaniel) und schlief3lich zu je 3,4 % Deutscher Schaferhund und Rhodesian
Ridgeback vertreten. Welchen Rassen davon die drei Hunde mit
Nebennierentumoren angehdrten, wurde leider nicht erwahnt (Siegel et al., 1970).

In einer klinischen und pathologischen Studie der Ohio State University wurde die
Rasseverteilung unter 26 Hunden mit Neoplasien der Adenohypophyse beschrieben.
24 dieser Hunde zeigten Polydipsie und Polyurie, 16 von ihnen weitere deutliche
klinische und pathologische Symptome eines Hyperadrenokortizismus. 44,3 % der 26
Hunde gehorten der Rasse Boxer an, 23,1 % waren Boston Terrier, 11,5 % Collies,
jeweils 3,8 % Beagle, Afghanen, Zwergpinscher und Dackel. die verbleibenden 7,7 %
waren Mischlinge. Boston Terrier und Boxer wurden zu brachicephalen Rassen
zusammengefasst und waren mit insgesamt 65 % deutlich am haufigsten vertreten
(Capen et al., 1967).

Schlief3lich wurde in einer Studie Uber 129 an PDH erkrankten Hunden, die zwischen
1987 und 1995 an der Veterindrmedizinischen Fakultat der Universitat Utrecht
behandelt wurden, folgende Rasseverteilung festgestellt: Dackel waren zu 12 9%,
Pudel zu 18 % und Yorkshire Terrier zu 9 % betroffen. 23 % der Patienten waren
Mischlinge. Die restlichen 38 % verteilten sich auf 33 nicht naher bezeichnete
Rassen (Den Hertog et al., 1999).

Trotz zum Teil recht unterschiedlicher Haufigkeiten der einzelnen Rassen fallt auf,
dass Pudel und Dackel sowie etwas weniger deutlich auch verschiedene
Terrierrassen und Boxer aus diesen Studien als am haufigsten betroffene Rassen
hervorgehen, so dass bei diesen Hunden eine Disposition fur den
Hyperadrenokortizismus angenommen werden kann. Aufl3erdem konnte gezeigt
werden, dass v. a. bei diesen Rassen die hypophysare Atiologie des Cushing-
Syndroms Uberwiegt. Eine Geschlechtsdisposition konnte in keiner Studie festgestellt
werden.

In Tabelle 1 st die Rasseverteilung des kaninen hypophysaren
Hyperadrenokortizismus zusammengefasst. Auf die adrenale Form wird hier nicht
eingegangen, da es sich sowohl bei den beschriebenen familiaren Fallen als auch
bei den untersuchten Hunden um die generell weitaus haufigere sekundare Form
handelt.
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Einzelféalle von einem MEN1-ahnlichen Krankheitsbild beim Hund sind beschrieben
worden, z.B. ein Schnauzer mit Tumoren in Hypophyse, Nebennierenrinde und —
mark (Thuroczy et al., 1998) oder ein Mischling mit PDH und priméren
Hyperparathyreoidismus (Walker, 2000). Im Zusammenhang mit einer Cushing-
Problematik sind solche Félle allerdings extrem selten, und es gibt keinen Hinweis
auf Erblichkeit.

Familiar gehauftes Auftreten von kaninem Hyperadrenokortizismus wurde bislang nur
bei zwei Terrierrassen und dem Rauhaardackel beobachtet: Erstmalig wurde kaniner
familidrer Hyperadrenokortizismus bei Hunden der Rasse Yorkshire Terrier
beschrieben. Die betroffenen Tiere in diesem Fall waren eine Hindin und ihr Sohn,
deren eindeutiger Hyperadrenokortizismus vermutlich auf einen Hypophysentumor
zuruckzufiihren war. Das einzige Geschwistertier des Riden wurde negativ getestet
(Schulman und Johnston, 1983). In einem weiteren Fall waren sieben Dandie
Dinmont Terrier einer Familie betroffen. Sechs dieser sieben erkrankten Terrier
wiesen eine enge Verwandtschaft zueinander auf. Au3erdem zeigten die betroffenen
Tiere einen signifikant héheren Verwandtschafts- und Inzuchtkoeffizienten als eine
Kontrollgruppe von 29 Dandie Dinmont Terriern. Die Autoren sehen damit den
Nachweis fur eine genetische Ursache der Erkrankung erbracht, da eng verwandte
Tiere haufiger betroffen waren als die Gesamtpopulation. Erbliche Faktoren kénnten
hierbei Einfluss auf die Tumorinitiation oder —promotion nehmen (Scholten-Sloof et
al., 1992). Bei elf Rauhaardackeln wurde ein Cushing-Syndrom diagnostiziert und bei
weiteren sechs Rauhaardackeln konnte aufgrund der klinischen Symptome die
Verdachtsdiagnose fir ein Cushing-Syndrom gestellt werden. Da sich alle erkrankten
Tiere in ein gemeinsames Funf-Generationen-Pedigree einordnen liel3en, ist von
einem familiaren hypophysaren Hyperadrenokortizismus auszugehen. Die vom
Cushing-Syndrom betroffenen Rauhaardackel waren um mehr als den Faktor 2,5
hohergradig miteinander verwandt als ca. 10.000 zuféllig aus der gesamten
Population ausgewahlte Hunde (Stritzel et al., 2008).

Bislang wurden wenige molekulargenetische Untersuchungen beziglich des kaninen
sekundéaren Hyperadrenokortizismus durchgefihrt. Eine Expressionsanalyse des

kaninen POMC-Gens, das fur den ACTH-Vorlaufer Pro-Opiomelanokortin codiert,
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schloss eine verédnderte Expression oder GrofRe der POMC-mRNA als Ursache von
Hypophysentumoren aus (Mol et al.,, 1991). Ein molekulares Screening an 16 von
PDH betroffenen Hunden umfasste die beim Menschen in die hypophysare
Tumorgenese involvierten Gene GS (Codon 159-240), K- und N-ras (Codon 1-71),
H-ras (Codon 12/13) sowie die DNA-bindende Domane des Glukokortikoid-
Rezeptors. Es konnten keine Mutationen in diesen Genen gefunden werden (Van
Wijk et al., 1997). In einer anderen Studie wurde der fir POMC-Expression obligate
T-box transcription factor Tpit, der auch die Differenzierung der corticotrophen und
melanotrophen Zellen reguliert, untersucht. Weder eine tumorspezifische Mutation
noch ein verandertes Expressionsmuster konnten festgestellt werden (Hanson et al.,
2008). Mdogliche Ansatze fur Kandidatengene konnten sich aus den an der
Tumorgenese der ACTH-produzierenden hypophysaren wund nicht-malignen
Mikroadenomen beteiligten Proteinen ergeben. Untersuchungen an Menschen und
Hunden fuhrten zu der Erkenntnis, dass zwei Proteine, namlich das
Tumorsuppressorprotein Brgl und die Histondeacetylase 2 (HDAC2) an dem
physiologischen Rickkopplungsmechanismus der Glukokortiode auf die ACTH-
Produktion in den kortikotropen Zellen der Hypophyse eine sehr kritische Rolle
spielen. Eine Defizienz von Brgl und/oder HDAC2 stellen mdglicherweise das
Schlusselereignis fur die Tumorgenese der Mikroadenome dar. So war bei 50% der
auf Glukokortikoide resistenten hypophysaren Mikroadenome die Expression der
Tumorsuppressorproteine Brgl oder HDAC2 nicht nachweisbar (Bilodeau et al.,
2006).

Schlussfolgerungen

Die beschriebenen erblichen komplexen Erkrankungen des Menschen kommen in
dieser Form beim Hund zwar nicht vor, aber die nachgewiesene deutliche
Hyperadrenokortizismus-Disposition einiger Hunderassen sowie die beschriebenen
Einzelfalle familiar gehauften Auftretens der Erkrankung lassen eine erbliche
Komponente in der Atiologie des kaninen Cushing-Syndroms als wahrscheinlich
erscheinen. Allerdings tritt der Hyperadrenokortizismus auch bei vielen anderen

Rassen, die nicht als disponiert gelten, sporadisch auf, und oftmals erkranken nur
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Einzeltiere einer Familie. Daher ist anzunehmen, dass beim Hund, ebenso wie beim
Menschen, eine erbliche familiare Form und eine spontane Form des

Hyperadrenokortizismus vorkommen kdnnten.
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Tabelle 1. Rasseverteilung der vom hypophysenabhangigen

Hyperadrenokortizismus betroffenen Hunde in verschiedenen Studien, sortiert nach
der Anzahl untersuchter Hunde

Rasseverteilung in % (gerundet)

Anzahl
Autor "
Pudel Dackel Terrier Beagle Boxer Schnauzer untersuchter
Hunde
Feldman u. 10
16 11 7 2 3 750
Nelson 2004 (4 BT)
Hanson et 8
9 7 3 / /
al. 2005 (RHD) 150
Barker et al. 33*
2* 3* / 6 2
2005 (24 YT) 148
Den Hertog 9
18 12 ? ? ?
et al. 1999 (YT) 129
34*
21*
(31
(16 1 5 2
PDH;
Nothelfer et 3 PDH; 6 (PDH (PDH (1 PDH;
al. 1992 5 PDH oder oder 1PDHund
PDH 81
und aT) aT) arm)
und
aT)
aT)
27 60
Dunn et al. _
5 (12 ST; / / 2 (57 mit
1995
7YT) PDH)
B 12
Meij et al. 12
14 (8 4 / 4
1998 (8YT) 52

RHD)
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Tabelle 1: Fortsetzung

Rasseverteilung in % (gerundet)

Anzahl
Autor :
Pudel Dackel Terrier Beagle Boxer Schnauzer untersuchter
Hunde
Kipperman et 7
Pp 9 o / . / .
al. 1992 (BT)
Reusch et al.
22 19 6 / 13 3 32
2001
Siegel et al. 22 57
33 22 / 7 / _
1970 (7 BT) (24 mit PDH)
26
Capen et al. 23 (16 mit klin.
/ 4 4 42 / |
1967 (BT) PDH; 24 mit
PD/PU)

die mit * gekennzeichneten Rassen waren gemessen an der Gesamtpopulation
(Sektionsgut der FU Berlin bzw. in Grol3britannien registrierte Hunde zur Zeit der
Untersuchung) Uberreprasentiert.

PDH: pituitary dependent hyperadrenocorticism

aT: adrenokortikale Tumoren
YT: Yorkshire Terrier
BT: Boston Terrier

ST: Scottish Terrier

WWT: West Highland White Terrier
RHD: Rauhaardackel

PD/PU: Polydipsie und Polyurie
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3 Familidres Auftreten des kaninen hypophyséaren
Hyperadrenokortizismus beim Rauhaardackel

Familial canine pituitary-dependent hyperadrenocorticism in wirehaired

Dachshunds

Zusammenfassung

Der durch eine neoplastische Entartung der kortikotropen Zellen der Hypophyse
ausgeloste sekundare Hyperadrenokortizismus (Cushing-Syndrom) des Hundes ist
eine haufige endokrine Erkrankung mit deutlicher Rassedisposition, besonders bei
kleineren Hunderassen. Bei elf Rauhaardackeln wurde ein Cushing-Syndrom
diagnostiziert und bei weiteren sechs Rauhaardackeln konnte aufgrund der
klinischen Symptome die Verdachtsdiagnose fur ein Cushing-Syndrom gestellt
werden. Da bei diesen elf Hunden ein priméarer Hyperadrenokortizismus
ausgeschlossen werden konnte und sich alle erkrankten Tiere in ein gemeinsames
Pedigree  einordnen lieBen, ist von einem familiaren hypophysaren
Hyperadrenokortizismus auszugehen. EIf von den insgesamt 17 Tieren zeigten eine
sehr enge verwandtschaftliche Beziehung, so dass sie zu vier Kernfamilien
zusammengefasst werden konnten. Bei zwei Vollgeschwistern konnten neben
klinischen und labordiagnostischen auch pathomorphologische Befunde erhoben
werden. Die Hauptbefunde bestanden in atrophischer Dermatose mit Alopezie,
Erhdhung der Aktivitat der Leberenzyme im Blutplasma sowie bilateraler
adrenokortikaler Hyperplasie und entsprachen somit dem Bild des sekundaren
Hyperadrenokortizismus des Hundes. Ungewdhnlich allerdings war das bei einem
dieser Tiere nachgewiesene Hypophysenkarzinom. Ahnlich wie bei Menschen mit
Hyperadrenokortizismus konnte bei einem betroffenen Rauhaardackel eine 2,9-fach
erhohte mRNA Expression des MDR1-Gens nachgewiesen werden. Diese Studie
dokumentiert erstmals den familiaren hypophysaren Hyperadrenokortizismus beim

Rauhaardackel, die MDR1-Uberexpression bei dieser Endokrinopathie des Hundes
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und den insgesamt  dritten beschriebenen Fall  von familiarem

Hyperadrenokortizismus beim Hund.

Schlusselworter:  Hund, Rauhaardackel, Cushing, Hyperadrenokortizismus, familiér,

Hypophysenadenom, MDRL1.

Summary

Canine pituitary hyperadrenocorticism (Cushing’s disease) caused by neoplasia of
the corticotrope cells is one of the most common endocrine diseases especially in
smaller dog breeds. Cushing's disease was diagnosed in eleven wire-haired
Dachshunds and for further six wire-haired Dachshunds Cushing’s disease was
suspected on the basis of clinical signs. A joined pedigree could be ascertained for all
these 17 dogs. Eleven of these dogs were so closely related to each other, that they
were summarized in four nucleus families. Two fullsiblings were examined by means
of clinical, laboratory diagnostic and morphological methods. The main lesions
consisted of atrophic dermatosis with alopecia, increase of activity of liver enzymes in
plasma and bilateral adrenocortical hyperplasia and therefore corresponded to the
typical signs of a secondary hyperadrenocorticism. A rather unusual finding was the
pituitary carcinoma in one of these dogs. Similarly to human patients affected by
hyperadrenocorticism, real-time PCR analysis showed a 2.9-fold increase of
expression of the canine MDR1 gene in the liver of one affected wirehaired
Dachshund. This study documents the first familial occurrence of pituitary-dependent
hyperadrenocorticism in wirehaired Dachshunds, the overexpression of the MDR1
gene in the dog and the third case of familial hyperadrenocorticism in dogs ever
described.

Keywords : dog, wirehaired Dachshund, Cushing’s disease, hyperadrenocorticism,

familial, pituitary adenoma, MDR1.



Familidrer hypophyséarer Hyperadrenokrtizismus beim Rauhaardackel 43

Einleitung

Der Hyperadrenokortizismus z&hlt zu den haufigsten Endokrinopathien beim Hund.
Hierbei wird zwischen einer primaren (peripheren) und einer sekundaren (zentralen)
Form unterschieden. Dem primaren Hyperadrenokortizismus liegt meist eine
tumordse Entartung der Nebennierenrinde oder eine Hyperplasie der
Nebennierenrinde zu Grunde, wohingegen die sekundare Form durch Neoplasien in
der Hypophyse, die adrenokortikotropes Hormon (ACTH) sezernieren, hervorgerufen
wird. Besonders bei Hunden kleinerer Rassen ist die hypophysare Form weitaus am
haufigsten anzutreffen (Feldmann, 1983). Fur einige Hunderassen, wie
beispielsweise Pudel, Dackel und diverse Terrier, gilt eine Rassedisposition als
gesichert. Die generelle Pravalenz wird von Chastain et al. (1986) mit 0,1 %
angegeben, basierend auf einer Statistik mit 8.000 Hunden ohne Rasseangabe, die
im University of Missouri-Columbia Veterinary Medical Teaching Hospital (UMC-
VMTH) untersucht wurden.

Meist sind Hunde im Alter von sieben bis neun Jahren betroffen. Eine
Geschlechtsdisposition ist nicht beschrieben. Typische klinische Symptome sind
ausgepragte Polyurie und Polydipsie (PU/PD), Polyphagie oder Allotriophagie,
Stammfettsucht, Hepatomegalie mit Atrophie der Bauchmuskulatur, generalisierte
Muskelatrophie sowie Haut- und Haarkleidveranderungen wie Verdinnung der Haut,
Seborrhée, Welpenfell (lang, hell, gelockt) oder Alopezie. Diverse Infektionen sind
infolge der immunsupprimierenden Wirkung des Cortisols haufig. Hinweise auf das
Vorliegen der Erkrankung kann ein Screening mit Hilfe labordiagnostischer Methoden
liefern. Hier fallt zundchst der Anstieg der Leberenzymaktivitaten, wie z. B.
Glutamatdehydrogenase (GLDH), Alanin-Aminotransferase (ALT), Gamma-Glutamyl-
Transferase ( -GT) oder Aspartat-Aminotransferase (AST) aufgrund der zum
Krankheitsbild gehdérenden Hepatopathie auf. Einen besonderen Stellenwert nimmt
die Alkalische Phosphatase (AP) ein, da es hier aufgrund der
glukokortikoidinduzierten Bildung eines hitzestabilen Isoenzyms zu einem massiven
Anstieg kommt. Auch ein verminderter Thyroxin (T4)-Spiegel bei normalem
Thyroidea-stimulierendem-Hormon (TSH)-Wert kann bei entsprechender Klinik auf

einen  Hyperadrenokortizismus  hinweisen, ebenso wie eine erhdhte
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Glukosekonzentration. Diagnostische Screening-Testverfahren sind der Low dose
Dexamethason Suppressionstest (LDDST) und der High dose Dexamethason
Suppressionstest (HDDST). Beim LDDST erfolgt bei Hyperadrenokortizismus keine
Suppression des Cortisolspiegels nach Dexamethasonapplikation, wéahrend beim
HDDST die Cortisolkonzentration durch die hdhere Dexamethasondosis auch im
Falle eines Cushing-Syndroms in der Mehrzahl der Falle erniedrigt wird. Beim
ACTH-Stimulationstest wird im Falle eines Hyperadrenokortizismus ein erhdhter
Stimulationswert fur Cortisol gemessen wird. Der Urin Cortisol/Kreatinin-Quotient ist
wenig spezifisch und kann nur zum Ausschluss eines Cushing-Syndroms verwendet
werden. Sicheres Indiz fur die sekundare Form ist die ultrasonographische
Darstellung einer bilateralen VergréRerung der Nebennieren (Dunn, 1997; Peterson,
2007).

Ein familidr gehéauftes Auftreten der Erkrankung beim Hund wurde bislang in der
Literatur erst selten beschrieben. In einem Fall waren eine Yorkshire Terrier Hindin
und einer ihrer Soéhne erkrankt (Schulman et al.,, 1983). Obwohl keine weitere
Untersuchung zur Abklarung der Atiologie vorgenommen wurde, gehen die Autoren
von der hypophyséren Form der Erkrankung aus. Bis auf einen weiteren gesunden
Nachkommen wurden keine weiteren verwandten Hunde untersucht. Der zweite Fall
des familiaren Auftretens vom Cushing-Syndrom umfasst sieben Dandie Dinmont
Terrier, bei denen die hypophysare Form des Hyperadrenokortizismus diagnostiziert
wurde (Scholten-Sloof et al., 1992). Die Analyse der Pedigrees zeigte, dass alle
betroffenen Hunde einer Familie angehérten. Durch Recherchen bei Zichtern und
Haltern konnten drei weitere Tiere identifiziert werden, die aufgrund ihrer
Krankengeschichte vermutlich ebenfalls betroffen waren und zu derselben Familie
gehorten. Die Inzucht- und Verwandtschaftskoeffizienten der betroffenen
untersuchten Tiere waren signifikant hoher als die der Kontrollgruppe, die aus einem
Zehntel der niederlandischen Gesamtpopulation an Dandie Dinmont Terrier bestand.
Neben dem Hyperadrenokortizismus sind auch andere familiare Endokrinopathien
beim Hund bekannt. So wurde z. B. eine Familie von Samojeden Hunden

beobachtet, in der drei Wurfgeschwister, deren Eltern sowie ein gemeinsamer
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Vorfahre von Mutter und Vater vom Insulin-abhangigen Diabetes mellitus betroffen
waren (Kimmel et al., 2002).

Ursache des kaninen familiaren Hyperadrenokortizismus ist eine tumordse Entartung
der Kortikotropin sezernierenden Zellen der Adenohypophyse. Fur familiare oder
hereditare tumordse Erkrankungen beim Hund gibt es weitere Beispiele, wie
Mammatumoren beim Beagle (Schafer et al., 1998), Lymphosarkome beim
Bullmastiff (Onions, 1984) oder multifokale renale Zystadenokarzinome beim
Deutschen Schaferhund (Lingaas et al., 2003). Neoplastische Endokrinopathien mit
familiar gehauftem Auftreten wurden beim Hund ebenfalls bereits beschrieben. So
konnte ein autosomal dominanter Erbgang fir den primaren Hyperparathyreoidismus
in einem Pedigree von Wolfsspitzen nachgewiesen werden (Goldstein et al., 2007).
Das familidre Auftreten von medullaren Schilddrisenkarzinomen wurde bei drei
Wurfgeschwistern von Alaskan Malamute-Mischlingen sowie deren Vater
beschrieben (Lee et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit sollen von Hyperadrenokortizismus betroffene
Rauhaardackel mittels klinischen, pathologisch-anatomischen/-histologischen und
genetischen Methoden untersucht werden. Da die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebenniere-Achse und Plasmakortisolkonzentration auch durch das MDR1 Gen
beeinflusst werden koénnen, insbesondere bei Vorliegen der mdrl-1  Mutation

(Mealey et al., 2007), sollte die Expressionshohe des MDR1 Gens bestimmt werden.

Material und Methodik

Tiere

Von einem Zichter wurde uns eine vom Hyperadrenokortizismus betroffene
Rauhaardackelfamilie tbermittelt. Bei den drei Wurfgeschwistern wurde vom
jeweiligen Haustierarzt ein Hyperadrenokortizismus diagnostiziert. Eines der
Wurfgeschwister (Hund A) wurde in der Klinik fur Kleintiere der Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover klinisch untersucht. Nach dem plétzlichen Tod dieses Hundes
wurde eine pathologisch-anatomische und -histologische  Untersuchung

vorgenommen. Ein weiteres betroffenes Wurfgeschwister musste aufgrund der sich
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zunehmend verschlimmernden Symptome nach Absetzen der Therapie
eingeschlafert werden. Dieser Hund (Hund B) wurde ebenfalls pathologisch-
anatomisch und -histologisch untersucht. Vor der Euthanasie konnte eine klinische
Allgemeinuntersuchung durchgefihrt werden.

Daraufhin konnten tber Aufrufe in Hundemagazinen, uber die Klinik fur Kleintiere der
Tierarztlichen Hochschule Hannover, praktizierende Tierarzte sowie Zichter und
Halter 14 weitere vom Hyperadrenokortizismus betroffene Rauhaardackel ermittelt
werden. Von diesen Hunden wurden grof3tenteils die tierarztlichen Befunde zur
Verfugung gestellt. Alle betroffenen Rauhaardackel in dieser Studie gehoren einer
jagdlich genutzten Linie und dem Farbschlag saufarben an. Nach Uberprifung der
Abstammungsdaten wurde eine Verwandtschaft zu den drei oben erwéhnten
Wurfgeschwistern festgestellt. Laut Vorbericht des jeweiligen Haustierarztes,
Angaben der Besitzer oder der eigenen Allgemeinuntersuchung zeigten alle diese
Rauhaardackel einen fir Morbus Cushing typischen Habitus mit zumindest einer
oder meist mehreren der folgenden Veranderungen: Alopezie, Stammfettsucht,
Muskelatrophie, Polyurie/Polydipsie und Polyphagie.

Der Hyperadrenokortizismus wurde bei elf Rauhaardackeln (Hunde A, B, D, E, G, H,
J, L, M, N, O) durch weitergehende Untersuchungen, wie in Tab. 1 dargestellt,
abgesichert. Mit Ausnahme von Hund P wurde vom jeweiligen Haustierarzt ein
Hyperadrenokortizismus sicher diagnostiziert. Bei den Hunden C, F, I, K und Q
zeigten sich die typischen klinischen Veranderungen fur das Cushing-Syndrom,
jedoch war es fur diese Tiere nicht mdglich, weitere Untersuchungsbefunde zu

erhalten.

Untersuchungsmethode

Die klinische Untersuchung von Hund A erfolgte in der Klinik fur Kleintiere der
Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover. Sie beinhaltete die Kklinische
Allgemeinuntersuchung, insbesondere Adspektion und Palpation im Hinblick auf
einen typischen Habitus eines vom Hyperadrenokortizismus betroffenen Hundes. Es
wurde auch eine ultrasonographische Untersuchung durchgefiihrt. AuRerdem wurden

Laborparameter wie rotes und weil3es Blutbild, Aktivitdt der Leberenzyme ALT,
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GLDH und AP, Blutkonzentrationen von Harnstoff und Kreatinin sowie die Werte der
Blutgase, des Saure-Base-Haushaltes und der Blutelektrolyte bestimmt. Hund B
konnte vor der Euthanasie adspektorisch und palpatorisch allgemein untersucht
werden. Die Untersuchung im Institut fur Pathologie der Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover umfasste die Erhebung morphologischer und histologischer
Verdanderungen von Hund A und B. Auch der Vater dieser Hunde wurde
adspektorisch und palpatorisch untersucht. Die Mutter wurde pathomorphologisch
untersucht.

Im Rahmen der Sektion konnten von Hund B in RNAlater konservierte Proben zur
Isolierung der mRNA aus verschiedenen Organen, darunter der Leber, entnommen
werden, um die Expressionshohe des caninen MDR1-Gens (multidrug resistance
oder ABCB1, ATP-binding Cassette, subfamily B member 1; GenBank
NM_001003215) im Lebergewebe zu bestimmen.

Aus der Leber von Hund B wurde die mRNA mittels des RNeasy 96 Universal Tissue
Kits (Qiagen, Hilden) gemald den Herstellerangaben isoliert. Die Umschreibung in
cDNA erfolgte unter Benutzung der  SuperScript IlI Reverse Transkriptase
(Invitrogen, Karlsruhe), eines Oligo-dT Primers und 10 | der isolierten RNA in einem
20 | Reaktionsansatz. Zur Quantifizierung des MDR1 Gentranskriptes wurde eine
PCR (polymerase chain reaction) mit dem in Exon 12 liegenden Vorwartsprimer 5’-
GAC CGT GCA GCT GAT GCA-3' und dem in Exon 13 liegendem Ruckwartsprimer
5-GGT CCT AAT GTC CTG TCC ATC AA-3’ zur Amplifikation eines 79 bp grofRen
PCR-Produktes mit einer an der Grenze von Exon 12 zu Exon 13 liegenden VIC-
markierten TagMan MBG (minor groove binding)-Sonde durchgefiihrt. Als endogene
Kontrolle wurde das canine Haushaltsgen GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) herangezogen. Mit dem Vorwartsprimer 5-GGC ACA GTC AAG
GCT GAG AAC-3’ in Exon 4 und dem Ruckwartsprimer 5-TCC AGG AGC GAG
ATC-3’ in Exon 5 wurde ein 101 bp groRRes Produkt mit einer im Grenzbereich von
Exon 4 zu Exon 5 liegenden FAM-markierten TagMan MGB-Sonde gemald der
caninen mRNA-Referenzsequenz (GenBank NM_001003142) amplifiziert. Die
anschlieBende quantitative RT-PCR wurde mit dem ABI 7300 Sequence Detection

System (Applied Biosystems) in einem 20 | Reaktionsansatz mit dem SensiMix DNA
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Kit (Quantance, London), mit je 50 M Vorwarts- und Ruckwartsprimer und 10 M
TagMan-Sonde bei einer Annealing- und Elongationstemperatur von 58T
durchgefuhrt. Die ermittelte MDR1 transkript-spezifische Expressionshéhe wurde auf
die Expressionshohe des caninen GAPDH bezogen ( Cy). Die relative
Expressionshéhe wurde Uber die 2- C; Methode mit den aus Leberbiopsieproben
von zwei Klinisch unauffalligen Hunden der Rasse Elo ermittelten Werten als
Kalibrator errechnet (Livak und Schmittgen, 2001).

Daraufhin wurden die cDNA-Produkte des MDR1-Gens des untersuchten
Rauhaardackels auf dem automatischen Kapillarsequenziergerat MegaBACE 1000
(GE Healthcare, Freiburg) mit Gberlappenden, alle Exons Ubergreifenden Primern
sequenziert (Tab. 2), um mogliche Unterschiede zur experimentellen mRNA-
Referenzsequenz des Collies (NM_001003215) und zur DNA-Referenzsequenz des
Boxers (NC_006596) aufzudecken.

Statistische Methoden

Die Berechnung der Verwandtschafts- und Inzuchtkoeffizienten erfolgte mittels des
Programms PEDIG (Boichard, 2002) unter Verwendung der
Pfadkoeffizientenmethode.

Der Inzuchtkoeffizient (F) beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass ein Individuum an
einem zufalligen Genort zwei aufgrund der Abstammung identische Allele aufweist,
also miteinander verwandte Vorfahren besitzt (Wright, 1921). Der
Verwandtschaftskoeffizient (R) bezeichnet die Wahrscheinlichkeit zweier Individuen,
an einem zufallig ausgewéhlten Genort herkunftsgleiche Allele zu besitzen. Der
Verwandtschaftsgrad entspricht dem zweifachen Verwandtschaftskoeffizienten (R)
und spiegelt die genetische Ahnlichkeit zweier beliebiger Individuen mit
gemeinsamen Vorfahren wider. Der Inzuchtkoeffizient eines Tieres entspricht dem
halben Verwandtschaftsgrad seiner Eltern (Wright, 1921).

Fur die Pedigreeinformationen zur Berechnung der Inzuchtkoeffizienten und
Verwandtschaftsgrade der Rauhaardackel wurde die EDV gestitzte Zuchtbuchdatei
des Deutschen Teckelklubs 1888 e. V. herangezogen, in der alle seit 1987

geborenen Dackel mit eindeutigen Zuchtbuchnummern und Abstammungen erfasst
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sind. Von diesen insgesamt 246.714 Hunden gehéren 179.612 Tiere dem Haartyp
Rauhaar an. Als Referenzgruppe fur die Berechnung der Inzuchtkoeffizienten wurden
alle Rauhaardackel mit vollstandigen Elterninformationen (n = 163.670)
herangezogen. Um die umfangreiche Berechnung der Verwandtschaftskoeffizienten
zu vereinfachen, wurden hier nicht alle verfigbaren Rauhaardackel, sondern nur die
im Jahr 1995 geborenen Tiere (n = 10.049; entspricht 5,6% der Rauhaardackel) als
Vergleichsgruppe verwendet, da dieses Jahr dem durchschnittlichen Geburtsjahr der

hier untersuchten Hunde entspricht.

Ergebnisse

Erhobene Befunde und Familienstruktur der betroffen en Tiere

Einige der ermittelten betroffenen Rauhaardackel zeigten eine teilweise sehr enge
Verwandtschaft zueinander, so dass diese Hunde zu vier Kernfamilien
zusammengefasst werden konnten.

Kernfamilie 1 beinhaltet drei betroffene Wurfgeschwister (Hunde A, B und C). Bei
diesen Tieren handelt es sich um den ersten bekannt gewordenen Fall von
familiarem Auftreten des Cushing-Syndroms beim Rauhaardackel. Diese Familie
konnte um einen weiteren betroffenen Riden (Hund O), den miitterlichen Halbbruder
des Vaters dieser drei Hunde, erweitert werden. Die Mutter der drei Wurfgeschwister
verstarb im Alter von 11 Jahren an einem akuten Herzkreislaufversagen unbekannter
Ursache. Bei ihr waren bei der anschlieRend durchgefiuhrten pathologisch-
anatomischen und -histologischen Untersuchung in Nebenniere, Hypophyse und
Leber keinerlei Anzeichen eines Hyperadrenokortizismus zu finden. Auch zu
Lebzeiten hatte die Hindin keine diesbezlglichen Symptome gezeigt, so dass sie
sicher als nicht betroffen eingestuft werden konnte. Der Vater wurde ebenfalls im
Alter von elf Jahren tierarztlich untersucht. Hierbei konnten weder klinisch noch nach
dem Vorbericht Anzeichen fir einen Hyperadrenokortizismus festgestellt werden,
daher wurde dieser Ride ebenfalls als frei eingestuft. Die tUbrigen zwei Geschwister
zeigten bislang, also im Alter von etwa neun Jahren, keinerlei klinische Anzeichen
des Cushing-Syndroms. Da bei ihren Geschwistern die Erkrankung bereits im

wesentlich jingeren Alter auftrat, wurden diese Tiere als gesund eingestuft.
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In Kernfamilie 2 waren ebenfalls zwei Wurfgeschwister (Hund D und E) betroffen. Die
Mutter dieser beiden Hunde war ebenfalls an Hyperadrenokortizismus erkrankt
(Hund F), verstarb aber bereits im Alter von zehn Jahren. Uber den Vater der beiden
Betroffenen lagen keine Angaben vor, so dass sein Krankheitsstatus unbekannt ist.
Die Gro3mutter der Mutter (Hund Q) war vermutlich ebenfalls erkrankt, zumindest
zeigte sie laut Angaben des Zlchters den Habitus eines hyperkortisolamischen
Hundes mit den typischen Fellveranderungen. Doch diese Einstufung kann aufgrund
der fehlenden tierarztlichen Diagnose nicht als gesichert angesehen werden. Die
Mutter der verstorbenen betroffenen Hindin konnte jedoch aufgrund der Aussage
des Zichters als gesund eingestuft werden. Die Kernfamilien 1 und 2 kdnnen
aufgrund gemeinsamer Mitglieder zu einer Familie zusammengefasst werden.
Kernfamilie 3 bestand aus Mutter (Hund J) und Tochter (Hund K), die beide vom
Hyperadrenokortizismus betroffen waren. Eine weitere, funfjahrige Tochter dieser
Hundin zeigte bislang keine Symptome des Cushing-Syndroms. Uber die Ubrigen
Hunde dieser Familie lagen keine Angaben vor.

In Kernfamilie 4 waren zumindest zwei Wurfgeschwister, ein Rude (Hund L) und eine
bereits verstorbene Hundin (Hund M) betroffen. Von den ubrigen elfjahrigen finf
Tieren dieses Wurfes war ein Ride gesund, ein anderer aus unbekannten Grinden
bereits verstorben. Uber einen weiteren Ruden lagen keine Angaben vor. Eine
Hundin war vermutlich gesund, zeigte aber seit kurzem leichte Fellverdnderungen
und allgemeine Mattigkeit, was die ersten Anzeichen eines Cushing-Syndroms sein
konnten. Da hier allerdings keine tierarztliche Untersuchung erfolgte und die
Symptome sehr unspezifisch waren, wurde diese Hindin als unbekannt eingestuft.
Der verbleibende Ride dieses Wurfes (Hund P) jedoch wies deutlichere Anzeichen
eines Hyperadrenokortizismus auf. Allerdings konnte die Diagnose nicht sicher
bestétigt werden, so dass er nur hier als vermutlich betroffen eingestuft werden
konnte. Beide Elterntiere dieses Wurfes verstarben im Alter von ca. 11 Jahren laut
Angaben des Zichters an Herzerkrankungen. Weder Vater noch Mutter zeigten bis
zu ihrem Tod irgendwelche Symptome, die das Vorliegen eines
Hyperadrenokortizismus vermuten lassen wuirden. Daher wurden diese beiden

Hunde als frei eingestuft.
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Die Ubrigen vier betroffenen Rauhaardackel (Hund G, H, | und N) lassen sich zwar
auch in einen verwandtschaftlichen Zusammenhang mit diesen Tieren bringen, in
ihrem naheren familidaren Umwelt waren aber, soweit bekannt, keine weiteren Falle
von Hyperadrenokortizismus zu finden.

Soweit fur die betroffenen Rauhaardackel Befunde vorlagen, wurden die zur
Verfiigung gestellten tierarztlichen Befunde in Tabelle 1 zusammengefasst. Dreizehn
Hunde zeigten Alopezie, Polyurie und Polydipsie (PU/PD), drei Tiere zusatzlich
Polyphagie. Die Aktivitdt der AP war bei sechs Tieren massiv erhoht. Drei Tiere
zeigten erniedrigte Werte fur Harnstoff und/oder Kreatinin, drei fir Thyroxin (T4) bei
unveranderten TSH-Werten. Bei elf Hunden wurde ein LDDST und/oder ACTH-
Stimulationstest mit positivem Testergebnis durchgefuhrt. Eine
Ultraschalluntersuchung auf eine bilaterale Hyperplasie der Nebennieren erfolgte bei
sechs Rauhaardackeln und bei allen sechs Tieren zeigte sich eine beidseitige

VergroRerung der Nebennieren.

Klinische Untersuchung

Hund A: Die HUndin befand sich in einem eher adipdsen Erndhrungszustand. Sie
wirkte ruhig, aber aufmerksam und stand leicht abgeblattet. Besonders augenfallig
war die deutlich ausgepragte Stammfettsucht. Im Bereich des Abdomens, der
Oberschenkel, des Schwanzes und der Flanken fiel eine deutliche bilaterale Alopezie
auf. Das Ubrige Haarkleid erschien stumpf, briichig und rasseuntypisch hell. Die Haut
erschien dinn und schuppig. Besonders im Bereich des Schwanzes und der
HintergliedmalRen waren knotige und zum Teil ulzerierte Areale zu finden. Die
Muskulatur war an den GliedmalRen und im Thoraxbereich deutlich atrophiert (Abb.
1). Bei der Palpation des Abdomens erschien die Leber leicht vergrol3ert. Ansonsten
wurden aufRer einer Umfangsvermehrung an der Mammaleiste keine abweichenden
Befunde erhoben.

Als spezielle Untersuchung wurde ein abdominaler Ultraschall durchgefiihrt. Die
Leber erschien geringgradig hyperechogen homogen. Die Nebennieren lagen
beidseits mit 0,6 — 0,7 cm Uber der Norm. In der linken Nebenniere konnte aul3erdem

eine kleine medullare Verkalkung dargestellt werden.
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Die im Rahmen der klinischen Allgemeinuntersuchung erhobenen Laborbefunde
ergaben eine deutliche Erhéhung der AP. Im Blutbild zeigte sich eine geringgradige
Anamie und Thrombozytose. Aulerdem konnte eine milde Lymphopenie mit
Neutrophilie und Monozytose festgestellt werden. Die Untersuchung des Sé&ure-
Base-Haushaltes, der Blutgase und Blutelektrolyte zeigte keine abweichenden
Befunde.

Hund B: Der Ernahrungszustand der Hindin war als mafig zu bezeichnen. Sie wirkte
leicht apathisch. Im gesamten Rumpfbereich war eine deutliche Alopezie zu finden.
Das Fell war besonders im dorsalen Bereich recht lang und leicht gelockt. Die Haut
war trocken und ddann. Die Muskulatur der HintergliedmaflRen und des Rumpfes

erschien atrophiert.

Pathologisch-anatomische Untersuchung

Hund A: Das Gewicht betrug 8,5 kg bei einem eher adipdsen Erndhrungszustand,
besonders im Bereich des Abdomens. Im Bereich des Rumpfes zeigte sich eine
multifokale bis konfluierende, bilateral symmetrische Alopezie. Dariiber hinaus wies
der Hund eine generalisierte atrophische Dermatose auf. AuRerdem zeigte sich am
ventralen Thorax und Abdomen eine hochgradige Acanthosis nigricans. An Leber
und Milz wurde eine geringradige, multifokale, serofibrindse Perihepatitis bzw. —
splenitis festgestellt. Au3erdem erschien die Leber hellockerfarben und brichig. Die
Hypophyse zeigte bereits eine makroskopische Veranderung und trat prominent aus
der Fossa hypophysalis hervor. AuRerdem wurde eine mittelgradige Hyperplasie der
etwa 2 g schweren Nebennieren festgestellt.

Dartiber hinaus wies die Mammaleiste eine ca. 3 cm grol3e, harte
Umfangsvermehrung auf. Am Herz lag eine mittelgradige linksventrikulare
Hypertrophie infolge einer Endokardiose der Atrioventrikularklappen vor. Auf3erdem
zeigte der Hund eine chronische, interstitielle Nephritis, oligofokale
stecknadelkopfgrof3e weil3e Herde im Lungenparenchym, ca. 15-20 ml eines
serosanguindésen Ergusses in der Brust- und Bauchhohle sowie mittel- bis

hochgradige frische Blutungen im Dunn- und Dickdarm als Nebenbefunde.
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Hund B: Der Hund befand sich mit 6,4 kg in einem maligen Erndhrungszustand.
Auch hier zeigten sich eine generalisierte atrophische Dermatose und eine
ausgepragte bilaterale symmetrische Alopezie am Rumpf. Besonders im
Rumpfbereich und an den HintergliedmalRen war die Skelettmuskulatur mittelgradig
atrophiert. An den Nebennieren konnten ebenfalls beidseits mittelgradige multifokale,
ca. stecknadelkopfgroRe Hyperplasien der Rinde festgestellt werden. Die Hypophyse
war makroskopisch unverandert.

Dartber hinaus hatte der Hund als Nebenbefunde eine geringradige Endokardiose

der Atrioventrikularklappen und eine geringgradige Pyelitis.

Histologisch-pathologische Untersuchung

Hund A: In der Haut bestand eine atrophische Dermatose mit geringgradiger
orthokeratotischer Hyperkeratose, hochgradiger Telogenisierung der Haarfollikel
sowie follikularer und adnexaler Atrophie. In der Hypophyse wurde ein Karzinom
niederer Malignitat mit geringgradiger Invasion der Neurohypophyse nachgewiesen
(Abb. 2). Die Nebennieren zeigten mittel- bis hochgradige multifokale nodulare
Hyperplasien der Zona fasciculata, auf’erdem eine fokale geringgradige
lymphozytare Adrenalitis, eine mittelgradige Hyperplasie des Markes sowie
subendotheliale intimale Verkalkungen der medullaren GefaRe (Abb. 3). Die Leber
wies eine mittelgradige, multifokale bis konfluierende, hydropische Degeneration auf.
Als Nebenbefunde wurde eine pulmonale Kalzinose, eine diffuse Glomerulonephritis
mit lympho-plasmazellularer Pyelitis und interstitieller Nephritis festgestellt.
Intratubular liesen sich Kalkkonkremente nachweisen. Die Umfangsvermehrung an
der Gesaugeleiste stellte sich als ein benigner Mammamischtumor dar. AulRerdem
lag eine chronische, fokale, lympho-plasmazellulare Pankreatitis mit interstitieller
Fibrose vor.

Hund B: Die histologische Untersuchung der Haut ergab dieselben Befunde wie bei
Hund A. Aufgrund einer Probenentnahme zur RNA-Gewinnung konnte von diesem
Hund nur die Halfte der Hypophyse histologisch untersucht werden. Dieser Teil wies
lediglich oligofokale Zysten in der Adenohypophyse auf. In den Nebennieren waren

ebenfalls bilateral multifokale nodulare Hyperplasien vorhanden, einseitig zeigten
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sich auch einzelne degenerierte Zellen im Kortexbereich. Zusatzlich fand sich in
GrofR3hirn, Kleinhirn und Medulla oblongata eine mittelgradige Vakuolisierung des

Neuropils und eine Mikrogliose und Alzheimer Typ 2-Zellen.

Expressionsanalyse

Bei der  Ct-Auswertung der Expressionshdohe des caninen MDR1 zeigte sich beim
untersuchten Hund B eine deutlich hohere Expression als bei den Referenztieren.
Aus den Werten der beiden klinisch unauffalligen Elos wurde der Durchschnittswert
der zum caninen Haushaltsgen GAPDH relativen Expression des MDR1 ermittelt und
als Referenzwert auf 1,0 gesetzt. Verglichen mit diesem relativen Referenzwert

zeigte Hund B eine um den Faktor 2,9 erhohte relative Expression des MDR1-Gens.

Sequenzanalyse

Bei der Sequenzierung der cDNA konnten, mit Ausnahme der Randbereiche des 5'-
bzw. 3’ UTR und zweier kleiner Liicken zwischen PCR-Produkten, alle 28 Exons von
MDR1 dargestellt werden. Diese hier nicht sequenzierbaren Liicken in der insgesamt
4317 bp langen Sequenz erstrecken sich von Base 1 bis 48, 1088 bis 1215, 3190 bis
3255 und 4257 bis 4317. Im Vergleich zur experimentellen mRNA-Referenzsequenz
des Collies wurden zahlreiche Anderungen in der Sequenz des MDR1-Gens von
Hund B gefunden (Tab. 3). Allerdings zeigte die cDNA des Rauhaardackels bis auf
einen Einzelbasenaustausch  im  untranslatierten Bereich  vollstandige
Ubereinstimmung mit der DNA-Referenzsequenz des Boxers. Es gibt also keine
Hinweise auf Mutationen in der cDNA des MDR1-Gens dieses Rauhaardackels.
Auch der vom Hyperadrenokortizismus betroffene Rauhaardackel wies nicht die 4
bp-Deletion im MDR1-Gen auf, wie sie bei Hunden mit dem MDR1-Defekt der Rasse
Collie und verwandten Rassen gefunden wird. Der untersuchte Rauhaardackel und
die beiden nicht vom Hyperadrenokortizismus betroffenen Elos stimmten in ihren
DNA- und Aminosauresequenzen fir MDR1 mit der Referenzsequenz des Boxers
uberein.

Analyse der Pedigrees
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Mittels eines Funf-Generationen-Pedigrees konnten alle betroffenen Rauhaardackel
in ein gemeinsames Pedigree eingebunden werden (Abb. 4). In zwei Fallen
(Kernfamilie 2 und 3) hatte ein betroffener Hund ebenfalls betroffene Nachkommen.
Da jedoch in den Kernfamilien 1 und 4 die betroffenen Tiere zwei nicht betroffene
Eltern hatten, konnte ein dominanter Erbgang ausgeschlossen werden.

Die  Berechnung der Verwandtschaftsgrade zeigte, dass die vom
Hyperadrenokortizismus betroffenen Rauhaardackel deutlich starker miteinander
verwandt waren als die Hunde aus der Vergleichsgruppe (Tab. 4). Da sich unter den
Betroffenen einige Vollgeschwister befanden, wurden die Verwandtschaftsgrade
unter Ausschluss der Vollgeschwister aus einem Wurf berechnet. Zwar ist dann der
mittlere Verwandtschaftsgrad geringer, aber immer noch um mehr als den Faktor 2,5
hoher als der mittlere Verwandtschaftsgrad der Vergleichsgruppe. Bei den
Verwandtschaftsgraden zwischen den einzelnen betroffenen Rauhaardackeln fallt
auf, dass die Verwandtschaftsgrade der Hunde G und H zu den anderen Betroffenen
deutlich geringer sind, sie aber untereinander einen Verwandtschaftsgrad um 3,6%
aufweisen. Die geringeren verwandtschaftlichen Beziehungen erklaren sich aus der
Zugehorigkeit der Hunde G und H zu den Zwergdackeln, wéhrend alle anderen
Betroffenen zu den Normaldackeln gehoéren. Unter den nachsten Vorfahren der
Hunde G und H sind nur Zwerg- und Kaninchendackel zu finden. Schlief3t man diese
beiden Hunde von der Berechnung der Verwandtschaft aus, ergibt sich ein
Verwandtschaftsgrad von ca. 13% fir die betroffenen Normaldackel.

Die Inzuchtkoeffizienten der betroffenen Rauhaardackel (F = 5,24%) waren nur
geringgradig hoher als in der gesamten Rauhaardackelpopulation (F = 5,16%), auch

wenn nur ein Betroffener pro Wurf zu Grunde gelegt wurde (F = 5,45%).

Diskussion

Bei insgesamt elf Hunden kann die Diagnose Hyperadrenokortizismus als gesichert
angesehen werden und bei weiteren funf Hunden sprachen deutliche klinische
Symptome fur einen Hyperadrenokortizismus. Eine Sonderstellung nimmt Hund P
ein. Dieser zeigt zwar deutliche Anzeichen eines Hyperadrenokortizismus wie

PD/PU, Muskelatrophie, Alopezie, erhohte Aktivitaten fir AP und andere
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Leberenzyme sowie erniedrigte Konzentrationen fir Glukose und T4, doch diese
Vermutung konnte durch den durchgefihrten Low dose Dexamethason
Suppressionstest nicht betatigt werden. Da jedoch fur diesen Test eine Sensitivitat
von ca. 90% angegeben wird, also ca. 10% der vom Hyperadrenokortizismus
betroffenen Hunde ein physiologisches Testergebnis zeigen kdnnen, kann dieser
Hund weder als sicher betroffen noch als frei eingestuft werden. Weitere
Untersuchungen wie der ACTH-Stimulationstest oder ein abdominaler Ultraschall
waren zur Abklarung hilfreich gewesen.

Bei den Hunden A, B, E, G, H, M und N wurde durch eine sonographische oder
morphologische Untersuchung ein primarer Nebennierenrindentumor als Ursache
des Hyperadrenokortizismus sicher ausgeschlossen. Da jedoch die sekundare Form
gerade bei kleinen Hunderassen wie Dackeln die weitaus haufigere ist und bei einem
familiaren Auftreten bei allen Betroffenen der Familie die gleiche Atiologie zu Grunde
liegen musste, kann von der sekundaren Form des Cushing-Syndroms fir alle diese
Rauhaardackel ausgegangen werden.

Die Hauptbefunde der Kklinischen, morphologischen und laborchemischen
Untersuchung der Hunde A und B sind typisch fur Hunde mit langer bestehendem
Hyperadrenokortizismus. Die Veranderungen an den Hypophysen beider Hunde
wichen etwas von den erwarteten Befunden ab. Zwar konnte bei Hund A eine
tumorose Entartung der Adenohypophyse festgestellt werden. Dabei handelte es sich
jedoch nicht, wie zumeist beschrieben, um ein Adenom, sondern um ein
Hypophysenkarzinom. Adenokarzinome der Hypophyse sind bei Hunden selten.
Zumeist wachsen sie raumfordernd und invasiv und filhren somit zu neurologischen
Symptomen (Puente, 2003). In diesem Fall war das Karzinom sehr klein, und
aufgrund histologischer und zytologischer Parameter wurde die Dignitat des Tumors
als niedrig maligne eingestuft. Es ware denkbar, dass bei diesem Hund initial ein
Adenom der Hypophyse vorgelegen hat, welches im ca. vierjahrigen Verlauf der
Erkrankung maligne transformiert wurde. Bei Hund B wurden lediglich zystische
Veranderungen der Adenohypophyse nachgewiesen. Allerdings wurde bei diesem
Tier gut die Halfte der Hypophyse zwecks einer spateren RNA-Isolierung entnommen

und konserviert. Da bei diesem Tier eine typische reaktive adrenokortikale
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Hyperplasie vorlag, ist anzunehmen, dass sich der primare ACTH-sezernierende
Tumor in dem enthnommenen Teil der Hypophyse befand.

Die bei diesen Untersuchungen festgestellten Nebenbefunde, z. B. an der
Mammaleiste, am Herzen, an der Niere oder im Gehirn, stellen haufige Befunde
alterer Dackel dar wund stehen nicht im Zusammenhang mit dem
Hyperadrenokortizismus.

Die deutlich erhohte Expression der MDR1-mRNA in der Leber von Hund B ist als
Folge des Cushing-Syndroms anzusehen. In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass das MDR1 P-Glykoprotein verantwortlich fir den transepithelialen und
intrazellularen Transport von Glukokortikoiden, darunter auch Cortisol, bei Menschen
und Mausen ist (van Kalken et al., 1993). Es ist denkbar, dass es durch das
jahrelange Uberangebot an endogenem Cortisol in der Leber zu einem vermehrten
Transport des Cortisols in die Gallengange und somit zu einer Hoch-Regulation der
MDR1-Expression gekommen ist. Bei der Ratte ist eine erhdhte Expression des
Cortisols in der Leber nach Dexamethasonapplikation beschrieben (Demeule et al.,
1999). Vom Menschen ist bekannt, dass in adrenokortikalen Tumoren, die zum
Cushing-Syndrom fiihren, MDR1 uberexprimiert wird (Allolio und Fassnacht, 2006).
Somit ist die erhdhte MDR1-Expression in der Leber dieses vom
Hyperadrenokortizismus betroffenen Hundes als Folge der Hypercortisolamie und
der somit erhdhten biliaren Elimination des Cortisols anzusehen. Wirde der
Transport von Cortisol in die Gallengénge infolge von Mutationen im MDR1-Gen
beeintrachtigt sein, so kdme es zu héheren Plasmacortisolkonzentrationen und somit
vermutlich zu schwereren klinischen Symptomen im friheren Lebensalter. Bei Hund
B konnte dies jedoch durch die Expressions- und Sequenzanalyse des MDR1-Gens
ausgeschlossen werden.

Da die gefundenen Polymorphismen nur zur Collie mRNA-Referenzsequenz
bestanden und nicht zur Boxer DNA-Referenzsequenz und somit auch die
Proteinsequenz identisch zu der des Boxers war, kann hier von Zwischen-Rassen-
Polymorphismen ausgegangen werden, die nicht im Zusammenhang mit der
Genexpression stehen. Bislang sind weder beim Dackel noch beim Boxer, im

Gegensatz zum Collie, Krankheitsbilder mit zugrundeliegenden Mutationen im MDR1
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bekannt. Bei Hunden mit Morbus Cushing und MDR1-Defekt kdnnte sich demzufolge
die Symptomatik des Hyperadrenokortizismus wesentlich schwerer auswirken und
vermutlich schneller letal sein.

Bei den hier untersuchten Rauhaardackeln mit Hyperadrenokortizismus waren mit
80% deutlich mehr Hundinnen als Ruden betroffen. Da sich aber in zahlreichen
anderen Studien mit wesentlich gréReren Tierzahlen kein vermehrtes Auftreten bei
weiblichen Tieren festgestellt wurde, muissen die Ergebnisse im Hinblick auf eine
Geschlechtsdisposition vorsichtig betrachtet werden. Mit einem durchschnittlichen
Manifestationsalter von 8,6 Jahren liegen die elf sicher betroffenen Rauhaardackel
knapp unterhalb dem Manifestationsalter fir hypophysaren Hyperadrenokortizismus,
das rasseubergreifend bei etwa zehn bis elf Jahren liegen soll (Peterson, 2007). Bei
drei Tieren war bereits mit 4 Jahren eine Diagnose maoglich. Die Mehrzahl der
erkrankten Rauhaardackel war zum Zeitpunkt der dokumentierten Untersuchungen
zehn Jahre und junger. Daher ist anzunehmen, dass bei den Rauhaardackeln die
Erkrankung sich zu einem jungeren Alter manifestiert hat. Zudem muss bedacht
werden, dass die Diagnosestellung meist erst nach deutlicher Steigerung der
Symptomatik erfolgte, da sich das Cushing-Syndrom Uber einen langeren Zeitraum
hinweg langsam entwickeln kann. Das Manifestationsalter liegt bei diesen
Rauhaardackeln also deutlich niedriger als von Peterson (2007) fur den Hund
allgemein postuliert wird.

Anhand der Pedigrees und der Verwandtschaftsgrade der betroffenen
Rauhaardackel lie3 sich das familidre Auftreten des caninen Cushing-Syndroms
nachweisen. Da die betroffenen Rauhaardackel deutlich enger miteinander verwandt
waren als die Vergleichspopulation und aus einer weiter verzweigten Familie
stammten, kann von einer Erblichkeit der Erkrankung beim Rauhaardackel
ausgegangen werden. Allerdings ist anhand der unvollstandigen Informationen tber
den Status der Uubrigen Wurfgeschwister der einzelnen Kernfamilien eine
Bestimmung des Erbgangs nicht mdglich. Ob fur die Tumorgenese ein sogenanntes
.,TWO Hit Model* als Erklarung in Frage kommt, scheint aus den vorliegenden
Pedigrees noch nicht klar zu werden. Bei spontanen Tumoren wird angenommen,

dass zwei somatische ,Hits“, also somatische Mutationen im entsprechenden Gen,
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meist einem Tumor Suppressor Gen, die Tumorentstehung ausldsen. Bei hereditaren
oder familidren Neoplasien ist dagegen der erste ,Hit* eine erbliche Mutation. Ein
zweiter Hit* wird zur Entstehung des Tumors noch benétigt (Tomlinson et al., 2001).
Dies erklart, warum nicht jeder Anlagetrager auch obligat einen Tumor entwickelt und
somit auch ein dominanter Erbgang mit vollstandiger Penetranz unwahrscheinlich ist.
Diese These kénnte auch eine mdogliche Erklarung fir das unterschiedliche
Erkrankungsalter dieser Hunde sein, wenn eine zweite von der Umwelt abhangige
Mutation zur Auslésung der Krankheit erforderlich ist.

Zu beachten ist, dass die beiden Terrierrassen, bei denen die familiare Form des
Cushing-Syndroms  bislang beschrieben wurde, in ihrer Zuchtgeschichte
zusammenhangen. Es wird vermutet, dass Dandie Dinmont Terrier in die Rasse
Yorkshire Terrier eingekreuzt wurden (Raber, 1995). Aul3erdem gelten Dandie
Dinmont Terrier zusammen mit Kurzhaardackeln und maoglicherweise Schnauzern als
Begriinder der Rasse Rauhaardackel (Raber, 1995), so dass die Ausgangsmutation
bei den Dandie Dinmont Terriern vermutet werden konnte.

Eine Eingrenzung auf einige wenige Gene als Kandidaten erscheint noch nicht
maoglich, da zahlreiche Tumor Suppressor Gene, Onkogene sowie Gene fiur die
Zellzyklusregulation oder in die Signaltransduktion in Frage kommen kénnen. Zwar
konnten einige Formen des familidaren oder erblichen Cushing-Syndroms beim
Menschen aufgeklart werden, allerdings handelt es sich hierbei um primére
Nebennierenrindentumoren, so dass Ruckschlusse auf den hypophysenabh&ngigen
familiaren Hyperadrenokortizismus des Hundes noch nicht méglich sind.

Erste Ansatze fur mdogliche Kandidatengene kénnten sich aus den an der
Tumorgenese der ACTH-produzierenden hypophysaren und nicht-malignen
Mikroadenomen beteiligten Proteinen ergeben. Untersuchungen an Menschen und
Hunden fuhrten zu der Erkenntnis, dass zwei Proteine, namlich das
Tumorsuppressorprotein Brgl und die Histondeacetylase 2 (HDAC2) an dem
physiologischen Rickkopplungsmechanismus der Glukokortiode auf die ACTH-
Produktion in den kortikotropen Zellen der Hypophyse eine sehr kritische Rolle
spielen. Die uberschielBende ACTH-Produktion als Folge der Glukokortikoid-

Resistenz von hypophysaren Mikroadenomen oder ektopischen Tumoren entwickelt
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sich héaufig dann, wenn die Tumorsuppressorproteine Brgl oder HDAC2 nicht
gebildet werden. So war bei 50% der auf Glukokortikoide resistenten hypophyséren
Mikroadenome die Expression von Brgl oder HDAC2 nicht nachweisbar. Deshalb
wurde vermutet, dass die Defizienz von Brgl und/oder HDAC2 das Schllisselereignis
fur die Tumorgenese der Mikroadenome darstellt (Bilodeau et al., 2006). Eine weitere
sehr interessante Beobachtung wurde bei einigen Adenomen Uber die Lokalisation
von Brgl in den Tumorzellen und den sie umgebenden nicht-entarteten Zellen der
Hypophyse gemacht. Bei einem Teil der Adenome konnte die Expression von Brgl
zwar nachgewiesen werden, jedoch befand sich Brgl im Zytoplasma der
Tumorzellen und nicht im Zellkern, wo es seine Wirkung entfalten kann. In den
normalen Zellen der Hyophyse war Brgl dagegen im Zellkern lokalisiert. Bei
Patienten mit Adenomen, bei denen diese Fehllokalisation von Brgl im Zytoplasma
festgestellt wurde, zeigte sich eine partielle ACTH-RUckkopplung auf hohe
Glukortikoidgaben (Drouin et al., 2007).
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die vom sekundaren Hyperadrenokortizismus betroffenen

Rauhaardackel einschlie3lich des Rauhaardackels mit negativem LDDST

Methode Alter bei
Klinische Laborbefunde |
Hund Geschlecht Leit ) der Diagnose
eitsymptome iadri . . .
erniedrigt  erhoht Diagnostik  (Jahre)
PU/PD, ACTH,
A W Alopezie, Kreatinin ALT, AP LDDST, 6
Stammfettsucht, Harnstoff Glukose us,
Muskelatrophie PATHO
PU/PD,
Alopezie, ACTH,
B w _ k. A. 6
Polyphagie, PATHO
Kachexie
PU/PD,
C* w _ K. A.
Alopezie
PU/PD,
D m _ k. A. Screen 6
Alopezie
PU/PD,
E w _ k. A. US, Screen 4
Alopezie
PU/PD,
F* w _ k. A. k. A. 4
Alopezie
PU/PD, T4 AP, AP,
G W Alopezie, L ALT, LDDST, 9
Kreatinin
Stammfettsucht Glukose us
H w k. A. ACTH, US 9
PU/PD,
[* w _ K. A.
Alopezie
PU/PD,
AP,
J w Alopezie, oT LDDST, AP 10
Apathie
K* w Alopezie K. A. 4
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Tabelle 1: Fortsetzung

o Laborbefunde Methode  Alter bei
Klinische _
Hund Geschlecht _ der Diagnose
Leitsymptome N . _ :
erniedrigt  erhdht  Diagnostik  (Jahre)
PU/PD, Alopezie, AP,
L m Polyphagie, ALT, ACTH, AP 9
Stammfettsucht GLDH
us,
M w PU/PD k. A. 9
Screen
PU/PD, AP,
_ LDDST,
N w Polyphagie, T4 ALT, US 15
Stammfettsucht GLDH
Kreati-
PU/PD, Alopezie, nin, AP, ALT,
O m _ AP 12
Muskelatrophie Harn- ACTH
stoff
AP,
. AP,
PU/PD, Alopezie, ALT, - _
p* m ) T4 negativer 11
Muskelatrophie GT,
LDDST
Glukose
Q* w Alopezie K. A.

AP: Alkalische Phosphatase; LDDST: Low dose Dexamethason Suppressions-Test,

positiv; ACTH: ACTH-Stimulationstest, positiv; Screen: Hormon-Screening Tests auf

Cushing-Syndrom (ACTH; u./o.

VergroRerung der Nebennieren;

LDDST) positiv; US:
PATHO: pathologisch-makroskopische und -

Ultraschall,

mikroskopische Diagnosebestatigung; ALT: Alanin-Aminotransferase

Glutamatdehydrogenase ;

erniedrigt  bei

unverandertem TSH

(Thyroidea-stimulierendes

beidseitige

;  GLDH:
-GT: Gamma-Glutamyl-Transferase ; T4: Thyroxin

Hormon); *

Verdachtsdiagnose auf Cushing-Syndrom, jedoch waren die Laborbefunde nicht

mehr zuganglich bzw. widersprtichlich (Hund P).
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Tabelle 2: cDNA-Primer zur Sequenzierung aller Exons (5’-3’) des MDR1-Gens

Primer Sequenz Produktgrof3e bp
MDR1_cDNA_F1 CTAAGTCGGAGTATCTTCTTCCC

MDR1 cDNA_R1 CTGATGGCCAAAATCACAAG 737
MDR1_cDNA_F2 TGTCTCCAAAATCAATGAAGG

MDR1_cDNA_R2 ACTGTCTGCCCACTCTGAAC 735
MDR1_cDNA_F3 CAAGCATTGACAGCTATTCG

MDR1_cDNA_R3 CCTTTCTCCACAATGACTCC 712
MDR1_cDNA_F4 TACAGTTCGTAATGCCGATG

MDR1_cDNA_R4 TTCTGGGTAATGACAGCAAG 747
MDR1_cDNA_F5 GATGTCAGCTGGTTTGATGAC

MDR1_cDNA_R5 CTGGTCGAGTGGGATAGTTG 748
MDR1_cDNA_F6 TTTCCTATGCTGGCTGTTTC

MDR1_cDNA_R6 CTTGGACAACCTTTTCACTTTC 795

MDR1_cDNA_F7  GACAAAGGAACCCAGCTCTC

MDR1_cDNA_RY7 GCTAGCACTTTATTCAAACATTCAG 703
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Tabelle 3: cDNA-Polymorphismen im MDR1-Gen von Hund B (Rauhaardackel) im
Vergleich zu den Referenzsequenzen des Collies und Boxers (Dog genome

assembly 2.1).

Position im Collie mRNA- Rauhaardackel Boxer DNA- Protein
MDR1-Gen Referenzsequenz cDNA Referenzsequenz
c.143 145 p.25ins
) - AAT AAT
ins Asn
p. Iso191
C.640G>A G A A
Val
p.Pro211
c.701C>G C G G
Arg
p.Thr328
c.1051A>T A T T
Ser
p.331syn
€.1062G>A G A A
Gly
p.Arg531
C.1661G>A G A A
Gly
p.693syn
C.2148T>A T A A
Val
p.Ser695
€.2152T7>C T C C
Pro
p.1sol272
€.3883A>G A G G
Val
€.4130T>C T C C 3'UTR

C.4142G>A G G A J'UTR
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Tabelle 4: Verwandtschaftsgrade (%) zwischen den vom sekundéaren
Hyperadrenokortizismus betroffenen Rauhaardackeln und zwischen den betroffenen

Tieren und der Vergleichsgruppe (alle 1995 geborenen Rauhaardackel).

Mittlerer
Standard- . .
Gruppe Verwandtschafts- _ Minimum Maximum
abweichung
grad
Innerhalb der
betroffenen
11,91 13,80 0,01 62,26
Rauhaardackel
(n=15)
Innerhalb der
Betroffenen, max.
9,15 10,81 0,01 62,26
1 Hund pro Wurf
(n=11)
Innerhalb der
Vergleichsgruppe 3,45 3,99 0,00 62,00
(n=10.049)
Zwischen den
betroffenen
5,00 4,25 0,00 57,42

Tieren und der
Vergleichsgruppe
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Abbildung 1: von hypophysédrem Hyperadrenokortizismus betroffener

Rauhaardackel (Hund A) mit Stammfettsucht und bilateraler Alopezie.

Abbildung 2. Hypophyse mit Karzinom niederer Malignitat (HE-Farbung)
und geringgradiger Invasion der Neurohypophyse bei Hund A.
Invasionsfront (Pfeilkdpfe) eines Karzinoms (Pfeile) in der
Adenohypohyse. Normale Anteile der Adenohypophyse (Stern) weisen
eine stauungsbedingte Hyperamie auf (Bar = 100 um)
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Abbildung 3: Nebenniere (HE-Farbung) mit fokaler nodularer
Hyperplasie der Zona fasciculata und Druckatrophie des umliegenden
Gewebes bei Hund A (Bar =200 m).

Jz[@’ Unbekannter Phanotyp fur ménnliche und weibliche Tiere
M, ® Von sekunddrem Hyperadrenokortizismus betroffene méannliche und weibliche Tiere

, @ Verdachtsdiagnose fir sekundaren Hyperadrenokortizismus bei mannlichen und weiblichen Tieren

Abbildung 4: Pedigree der vom sekundaren Hyperadrenokortizismus

betroffenen Rauhaardackel
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4 Molekulargenetische  Untersuchungen der  Merle
Mutation und zu dem MITF-Gen assoziierte Markern bei
multiplen  Augenmissbildungen bei  Altdeutschen
Hitehunden und einem Mischling aus Australian
Shepherd und Altdeutschem Hutehund mit homozygoter

Merle-Mutation

Molecular genetic analysis of multiple ocular defec ts in Old German
sheepdogs and an Old German sheepdog-mixed breed do g homozygous for

the merle mutation

Zusammenfassung

Gegenstand und Ziel: Fur den Merle-Faktor homozygote Hunde sind oft von
multiplen Augenmissbildungen betroffen. Zwar ist die fur den Merle-Phanotyp
kausale SINE-Insertionsmutation im SILV-Gen auf dem Hundechromosom 10
inzwischen bekannt, aber der Zusammenhang zwischen dieser Mutation und den bei
homozygoten Merle-Hunden auftretenden okuldren Defekten konnte bisher nicht
geklart werden. Mdgliche Ursachen kdnnten eine unterschiedliche Lange des Poly-A-
Stranges in der SINE-Insertionsmutation, andere, bisher nicht bekannte
Polymorphismen im SILV-Gen oder Mutationen in einem weiteren Genort sein.
Material und Methoden: Fur vier Altdeutsche Hutehunde und vier Australian
Shepherds wurden die aus der Fellfarbe abgeleiteten Merle-Genotypen MM, Mm und
mm Uber Gentests bestétigt. Es wurden Sequenz- und Haplotypanalysen fur das
SILV-Gen durchgefihrt. AuRerdem wurde mittels Markern eine mégliche Assoziation
der Merle-Genotypen zu dem MITF-Gen, das die SILV Expression reguliert,
untersucht.

Ergebnisse: Alle fur den Merle-Genotyp homozygoten (MM) Hunde wiesen multiple

Augenanomalien wie Kolobome, Mikrophthalmie, Dyskorie und persistierende
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Pupillarmembran auf. Sowohl in der Lange der SINE-Insertion als auch in den
Ubrigen kodierenden Sequenzen des SILV-Gens konnten keine Unterschiede
zwischen Hunden mit und ohne Augendefekte gefunden werden. Ein mit den Merle-
Genotypen vollstdndig segregierender Haplotyp konnte fur das SILV-Gen festgestellt
werden. FUr drei MITF-Marker konnte eine signifikante Assoziation zu den
Augenmissbildungen der fur Merle homozygoten Hunde gefunden werden.
Schlussfolgerungen: Die bisherigen Ergebnisse geben erste Anhaltspunkte dafur,
dass keine Assoziationen von DNA-Polymorphismen im SILV-Gen mit den
Augendefekten belegen. Die signifikante Assoziation zwischen den das MITF-Gen
flankierenden Markern und den Augenanomalien sprechen fiir eine Beteiligung des
MITF-Gens an der Entwicklung dieser Missbildungen. Da dieser Untersuchung nur
drei MM Hunde zugrunde lagen, sind diese Resultate mit grof3ter Vorsicht zu
interpretieren.

Klinische Relevanz:  Unsere Untersuchungen geben erste Hinweise darauf, dass
die haufig bei fur Merle homozygoten Hunden vorkommenden Augenmissbildungen
durch Mutationen im MITF-Gen bedingt sein koénnten. Die Bestéatigung dieser
Befunde an einem gréReren Material sollte dann die Aufklarung dieser Mutationen im
MITF-Gen ermoglichen, die mit der Merle-Farbung verbundenen Augendefekte durch

SelektionsmalRnahmen zu verhindern.

Schlusselworter:  Hund, SILV, MITF, Kolobom, Mikrophthalmie, Mutation

Summary

Objective: Multiple ocular defects are common findings in homozygous merle dogs.
Although a SINE-insertion causative for the merle phenotype has already been
identified in the SILV gene on the canine chromosome 10, an association of this
mutation with eye malformations has not been established yet. Differences in the

length of the poly-A-strand in the SINE insertion in SILV, another not yet known
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mutation in the SILV gene or mutations in other genes could be responsible for these
ocular anomalies.

Material and methods: Four Old German Sheepdogs and four Australian
Shepherds with the different types of the merle coat colours were genotyped for the
SILV mutation to confirm the MM, Mm and mm genotypes. A sequence and
haplotype analysis of SILV was performed. MITF was chosen as candidate being
involved in the development of the ocular malformations. MITF regulates SILV
expression during embryogenesis and thus, should be an appropriate candidate
gene. Flanking and intragenic markers were genotyped, and association analysis
was performed.

Results: All three dogs homozygous for the SINE insertion mutation in SILV showed
multiple ocular defects such as colobomata, microphthalmia, dyscoria and persistent
pupillary membrane. No length difference in the SINE or polymorphisms in the exonic
sequences of SILV between dogs with and without ophthalmological defects were
detected. The SILV flanking markers showed complete co-segregation with the merle
genotypes. We detected a significant association between MITF markers and ocular
defects of the double merle-phenotypes.

Conclusions: DNA polymorphisms in the SILV gene did not show an association
with the double merle phenotype-associated eye malformations. The significant
association of the MITF-linked markers suggests that MITF could be involved in the
development of the ocular defects in dogs homozygous for merle.

Clinical relevance: Our results indicate a possible involvement of the MITF-gene in
the development of the ocular defects often seen in double merle dogs. When the
role of MITF can be clarified for these eye anomalies and associated mutations in
MITF are identified, then it would be possible to prevent these ocular malformations

through selective breeding.

Key words: dog, SILV, MITF, coloboma, microphthalmia, mutation
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Einleitung

Die Merle Fellfarbung kommt bei vielen Hunderassen vor. Besonders bekannt ist sie
bei den Rassen Collie, Australian Shepherd, Border Collie, Shetland Sheepdog,
Dogge, Pyrenaen-Hutehund und Dackel. Der autosomal dominant vererbte Merle
Faktor (16) fuhrt zu einer Aufhellung der Farbpigmente, wobei sich normal stark
pigmentierte Bereiche mit aufgehellten Arealen im Fell abwechseln. Heterozygote
Merle-Hunde (Mm) weisen in den Eumelanin-gefarbten Fellbereichen eine
unterschiedlich starke und irregulare Aufhellung der Fellfarbe auf. So werden beim
Blue-merle schwarze Fellareale unregelméafiig aufgehellt und erscheinen dann blau-
grau neben unverandert schwarzen Bereichen. Der Red-merle zeigt eine analoge
Farbaufhellung von rotbrauner Fellfarbe zu hellrot. Blaue Augen oder Heterochromia
iridis kommen bei diesen Tieren haufig vor. Fir den Merle-Faktor homozygote Hunde
(MM) sind meist Uberwiegend weil3 gefarbt. Bei ihnen kann man haufig multiple
okulare Missbildungen, wie Mikrophthalmie, Kolobome, Netzhautablésung,
Staphylome, Katarakt, Linsenluxation oder Dyskorie, oft als MOD (merle ocular
dysgenesis) bezeichnet, sowie Taubheit und gelegentlich auch Missbildungen von
Skelett, Herz und der Geschlechtsorgane beobachten (7, 11, 13, 20). In der
Embryonalentwicklung homozygoter Merle-Hunde kann eine fehlende Melanogenese
und vesikulare Degeneration in der auf3eren Pigmentschicht des Augenbechers, dem
spateren retinalen Pigmentepithel (RPE), gefunden werden (6).

Hédan et al. (9) und Clark et al. (4) konnten am centromernahen Ende auf
Hundechromosom 10 (CFA10) eine Region identifizieren, die mit dem Merle-
Phanotyp des Australian Shepherd (a) und des Shetland Sheepdog (4) gekoppelt ist.
Clark et al. (4) untersuchten anschlieBend das an der Pigmententwicklung beteiligte
SILV (Silver) oder Pmel 17 (Melanocyte Protein 17)-Gen, das beim Hund in dieser
Region lokalisiert ist. Das SILV-Gen spielt eine wichtige Rolle in der Pigmentierung.
Das Melanocyte Protein 17 beeinflusst die Melanosomenreifung, indem es die
richtige Formation der Matrixfibrillen ermdglicht (27). Mutationen in diesem Gen mit
phanotypischen Veranderungen der Fellfarbe sind bei anderen Tierarten ebenfalls
bekannt. Beispiele hierfir sind die Silberfarbung schwarzer Mause, die Silver-dapple
Farbung bei Pferden oder die weisse Fellfarbe der Charolais Kuhe (3, 15, 21, 27).
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Die fur die Merle-Fellfarbe kausale Mutation wurde schlief3lich von Clark et al. (4) im
SILV-Gen gefunden. Als Ursache fir die Merle Mutation wurde eine SINE (short
interspersed nuclear element) Insertionsmutation im Exon 11 in einer Gréf3e von 253
bp identifiziert. AnschlieRend wurde auch bei Merle-Hunden der Rassen Australian
Shepherd, Collie, Border Collie, Cardigan Welsh Corgi, Dackel und Danische Dogge
dieselbe SINE-Insertionsmutation nachgewiesen. Bei Nicht-Merle-Hunden umfasst
das Exon 11 des SILV-Gens nur 206 bp, bei homozygoten Merle-Tieren erstreckt
sich dieses Exon Uber 459 bp. Bei heterozygoten Hunden ist je ein ca. 200 und ein
ca. 500 bp groRes Exon 11 zu finden (4). AuBerdem konnte auch eine kleinere
Variante der SINE-Insertionsmutation entdeckt werden. Der in der SINE enthaltene
Poly-A-Strang war bei den , kryptischen Merle-Hunden“, die zwar die SINE-
Insertionsmutation trugen, aber keinen Merle-Phénotyp aufwiesen, deutlich kirzer
(Ass-Aes). Bei Tieren mit dem Merle-Phéanotyp konnte hingegen ein Poly-A-Strang mit
91 bis 101 Basenpaaren (Ag1-A101) gefunden werden.

Auch bei Altdeutschen Hutehunden ist die Merle-Farbvariante anzutreffen. Der
Altdeutsche Hutehund ist keine von der FCI (Fédération Cynologique Internationale)
oder einem anderen Verband anerkannte Rasse, sondern unter diesem Begriff
werden Hunde zusammengefasst, die zur traditionellen Wanderschéaferei unter der
Aufsicht der AAH (Arbeitsgemeinschaft zur Zucht Altdeutscher Hutehunde;
http://www.a-a-h.de) geziichtet werden. Es werden verschiedene, héaufig regional
typische Schlage unter dem Begriff ,Altdeutscher Hitehund* zusammengefasst. Da
bei der Zucht dieser Hunde die Hiuteeigenschaften im Vordergrund stehen,
unterscheiden sich die einzelnen Schlage, wie Fuchs, Gelbbacke, Altdeutscher
Schwarzer, Strobel, Tiger, Schafpudel, Westerwalder Kuhhund und Schwarzer
Ostdeutscher optisch deutlich voneinander. Hunde des Schlages Tiger gelten als
Mitbegrinder der Rasse Australian Shepherd und weisen deshalb deutliche
Ahnlichkeiten zum Australian Shepherd auf. Bei Tigern ist die Merle-Fellfarbung recht
haufig anzutreffen. Es kommen sowohl red-merle als auch blue-merle gefarbte Tiger
vor.

Da Altdeutsche Hutehunde von Clark et al. (4) nicht in die Untersuchungen mit

einbezogen wurden, soll in dieser Studie das SILV-Gen von vier Altdeutschen
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Hutehunden des Schlages Tiger, die einer Familie angehdren, und von denen drei
phanotypische Trager des Merle-Faktors sind, auf die beschriebene SINE-Mutation
Uberpruft werden.

DarlUberhinaus stellt sich die Frage, wodurch die assoziierten Missbildungen bei
homozygoten Merle-Hunden verursacht sein kénnten. Fehlende Pigmentierung kann
eine mogliche Ursache von Innenohrtaubheit sein, wenn auch die Melanozyten der
Cochlea degeneriert sind (25). Fur die multiplen Augenmissbildungen bei
homozygoten Merle-Hunden konnte jedoch bislang keine Erklarung gefunden
werden. Das Merle-Syndrom des Hundes zeigt eine Ahnlichkeit zum Waardenburg-
Syndrom (WS) des Menschen, einer Pigmentierungsstorung, die mit kongenitaler
Taubheit und Missbildungen der Augenlider und Augenbrauen einhergehen kann
(19). Bei einigen Patienten mit WS2a konnen Mutationen im MITF-Gen
(microphthalmia-associated transcription factor) gefunden werden (10). Verschiedene
Mutationen im MITF-Gen wurden bei Mausen beschrieben. In vielen Féllen ist die
Vererbung, ahnlich wie beim Merle-Syndrom, kodominant. Heterozygote Mause
zeigen fleckige Aufhellungen des Fells, wohingegen homozygote Mause fast
vollstandig fehlende Pigmentierung und oft Mikrophthalmie zeigen (26). Homozygote
Individuen zeigen neben defekten Melanozyten auch eine fehlerhafte Entwicklung
des retinalen Pigmentepithels (RPE) (10). Die Expression des SILV-Gens in der
Embryonalentwicklung wird von MITF reguliert (1). So zeigen Mitf™/Mitf™
Méausemutanten keinerlei embryonale SILV-Expression im RPE. Zwar wurde MITF in
der Studie von Hédan et al. (9) als Kandidatengen fir die Merle-assoziierten
Augenmissbildungen ausgeschlossen, jedoch nur aufgrund von 2 Markern, die mehr
als 1 Mb von MITF entfernt lagen. Deshalb soll die Rolle von MITF beim Merle-
Syndrom des Hundes in dieser Studie nochmals untersucht werden.

Eine weitere denkbare Erklarung ware eine unterschiedliche Lange des in der SINE-
Insertionsmutation enthaltenen Poly(A)-Schwanzes. Die Variation solcher Poly(A)-
Elemente in SINE-Elementen und anderen Retrotransposons kann Auswirkungen
auf den Phanotyp und die Schwere des verursachten Defektes haben (22). Daher

soll auch versucht werden, einen Unterschied in der Lange der SINE-



Augenmissbildungen bei homozygoter Merle-Mutation 79

Insertionsmutation zwischen heterozygoten Merle-Hunden und homozygoten Merle-

Hunden mit Augenmissbildungen aufzudecken

Material und Methoden

Untersuchte Tiere

Aus einer unbeabsichtigten Verpaarung von zwei blue-merle Altdeutschen
Hutehunden standen uns EDTA-Blutproben von drei weiblichen Nachkommen aus
diesem Wurf sowie deren Mutter zur Verfiigung. Zwei dieser Wurfgeschwister waren
Uberwiegend weil3 gefarbt (,Weildtiger”), und somit aufgrund ihres Phanotyps als
homozygot fur den Merle-Faktor (MM) anzusehen (Abb. 1). Die dritte Schwester wies
keine Merle-Fellzeichnung auf. Ein weiterer Uberwiegend weild gefarbter Australian-
Shepherd-Altdeutscher Hutehund-Mischling war der dritte fur den Merle Faktor
homozygote Hund.

Die ophthalmologische Untersuchung der beiden Weildtiger beinhaltete eine
Spaltlampen-Biomikroskopie, eine indirekte Ophthalmoskopie, die Messung des
intraokularen Drucks sowie einen Schirmer Tranen-Test. Alle ophthalmologischen
Befunde wurden von anerkannten DOK-Tierarzten gemafd den Protokollen der ECVO
erhoben.

Als Referenztiere dienten Hunde aus einer Familie von Australian Shepherds, die
aus einer Merle-heterozygoten Mutter sowie drei ihrer Welpen bestand. Zwei der
Nachkommen waren heterozygot Merle, wobei ein Tier ein Kolobom aufwies. Der
dritte Welpe wies keine Merle-Fellfarbung auf.

AulRerdem wurden noch Hunde der Rassen Collie, Border Collie, Australian
Shepherd und Dackel in die Untersuchung mit einbezogen (Tab. 1). Uber den
Horstatus der vier Altdeutschen Hutehunde kdnnen leider keine Angaben gemacht

werden, alle anderen Hunde waren horend.
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Molekulargenetische Analysen

Gelelektrophorese

Zur Darstellung von Exon 11 und des angrenzenden Introns 10 des SILV-Gens der
vier Altdeutschen Hutehunde wurde mit den von Clark et al. (4) verwendeten Primern
(Vorwartsprimer: 5-CAGTTTCTCCTTTATTCTCCCA-3’; Ruckwartsprimer: 5'-
CCTCGGCAAATCACAGCA-3) eine PCR zu denselben Bedingungen (5 min 95T; 5
Zyklen zu 30 sec at 95T, 15 sec bei 58T, 10 sec bei 72C, 30 Zyklen z u 20 sec bei
95T, 15 sec bei 56C, 10 sec bei 72€C, und schlieBlich 5 min bei 72C)
durchgefuhrt. Anschlieend wurden die PCR-Produkte zusammen mit einem
Langenstandard auf einem 2%igen ethidiumbromidhaltigen Agarosegel aufgetragen.
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Allele wurde das Gel unter
ultraviolettem Licht ausgewertet. Als Referenztiere fir die molekulargenetischen
Untersuchungen wurden ein schwarzer Labrador Retriever (mm), ein blue-merle
Collie (Mm) und ein red-merle Australian Shepherd (Mm) herangezogen.

Bei der Auswertung der Gelbilder konnte deutlich zwischen den beiden Merle-Allelen
(M und m) des SILV-Gens unterschieden werden, da zwischen ihnen ein Abstand
von ca. 250 bp bestand. Der Labrador Retriever besald nur eine Bande etwa auf
Hohe von 200 bp und konnte somit eindeutig als mm-Genotyp eingestuft werden.
Auch bei den beiden anderen Referenzhunden entsprach das Gelbild dem Phanotyp:
sowohl der blue-merle Collie als auch der red-merle Australian Shepherd besal3en je
eine Bande bei ca. 200 bp und eine Bande bei knapp 500 bp. Damit waren diese
beiden Tiere wie erwartet heterozygot Merle (Mm).

Um mdgliche Langenunterschiede der SINE-Insertionsmutation zwischen Hunden mit
und ohne Augenmissbildungen aufzudecken, wurde die Gelelektrophorese auch auf
einem 4%igen Agarosegel durchgefihrt. Bei dieser Methode kdnnen Unterschiede
etwa im Bereich ab 10 bp erkannt werden. Es wurde auf3erdem ein bereits in der
SINE-Insertionsmutation liegender Primer entwickelt und mit IRD700 markiert. Das
PCR-Produkt wurde auf einem 4%igem Polyacrylamidgel auf dem automatischen
Sequenziergerat LI-COR 4200/S-2 (Lincoln, NE, USA) aufgetragen. Hierbei kdnnen

bereits Unterschiede einzelner Basenpaare gesehen werden.



Augenmissbildungen bei homozygoter Merle-Mutation 81

Sequenzanalyse

Fur die Untersuchung der kodierenden Sequenzen des SILV-Gens wurden die
Primer und PCR-Bedingungen von Clark et al. (4) weitestgehend Ubernommen. Die
Sequenzierung der PCR-Amplifikate erfolgte nach Aufreinigung auf dem
automatischem Sequenziersystem MegaBACE 1000 mit 96 Kapillaren (GE
Healthcare, Freiburg). Alle elf Exons des SILV-Gens der beiden homozygoten Merle
Altdeutschen Hiutehunde sowie von einem schwarzen Labrador Retriever wurden auf
diese Weise untersucht. Daruberhinaus wurde das Exon 11 und das sich
anschlielende Intron 10 mit der SINE-Insertionsmutation bei folgenden weiteren
Hunden sequenziert: einem homozygoten Merle Altdeutschen Hiutehund-Australian
Sepherd-Mix mit multiplen Augenmissbildungen, drei Merle-heterozygoten Hunden
(je ein Australian Shepherd, Altdeutscher Hitehund und Collie) sowie vier Nicht-
Merle Hunde, die Rassen angehdren, bei denen der Merle-Faktor auftritt (je ein
Altdeutscher Hutehund, Dackel, Collie und Border Collie).

Zur Untersuchung der cDNA wurden Haarwurzelproben der heterozygoten Merle
Australian Shepherd Hiundin, den drei Welpen sowie zwei weiteren Australian
Shepherds, bei denen es sich um Vollbrider handelt, in RNAlater (Qiagen, Hilden)
konserviert. Die RNA wurde mittels des RNeasy 96 Universal Tissue kit (Qiagen)
isoliert und unter Verwendung des SuperScript lll Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Karlsruhe) in cDNA umgeschrieben. Alle elf Exons, deren Lage zuvor Uber BLAST
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) der SILV-Sequenz gegen canine ESTs
verifiziert wurde, wurden mit Hilfe Uberlappender Primer PCR-amplifiziert und nach
Aufreinigung ebenfalls auf dem MegaBACE 1000 sequenziert und mit caninen ESTs
(expressed sequence tags) verglichen. Um eine eventuelle Transkription der SINE-
Insertionsmutation zu Uberprtfen, wurden in der Insertion bindende Vorwéartsprimer
sowie ein interner Ruckwartsprimer entwickelt. Die Auswertung der Sequenzen
erfolgte mit Hilfe des Programms Sequencher 4.7 (GeneCodes, Ann Arbor, M,
USA). Als Referenzsequenz diente die Sequenz NC _006592.2 Dog Genome
Assembly 2.1.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9615).
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Haplotypen- und Kandidatengenanalyse

Um SILV-flankierende Mikrosatelliten zu entwickeln, wurden in dieser Region
Sequenzabschnitte mit 15 bis zu 30 Wiederholungen von zwei bis vier Basenpaaren
in allen Variationen identifiziert. Diese kurzen repetitiven Sequenzabschnitte wurden
unter Verwendung des SSAHA2 package (Sequence Search and Alignment by
Hashing Algorythm combined with the cross-match sequence alignment program
developed by Phil Green at the University of Washington, version 1.0.1, The
Wellcome Trust Sanger Institute, UK, 2007) mit dem Dog Genome Assembly Canis
familiaris Build 2.1 abgeglichen. Fir diese Mikrosatellitensequenzen wurden mit Hilfe
des Primer3 Programms (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)
nach Maskierung repetitiver Sequenzen mit dem Programm Repeatmasker
(http://www.repeatmasker.org/) geeignete Primer entwickelt (Tab.2).

Zur Untersuchung des Kandidatengens MITF wurden sechs intronische SNPs
(Einzelbasenaustausche, single nucleotide polymorphisms) ausgewahlt (Tab. 3).
Einer dieser SNPs stammt aus der dbsnp-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html), die Gbrigen finf wurden aus
der Arbeit von Karlsson et al. (14) tbernommen. Der in derselben Studie gefundene
Langenpolymorphismus wurde ebenfalls untersucht, genauso wie zwei MITF-
flankierende Mikrosatelliten (Distl und Mieskes, nicht publizierte Ergebnisse).

Fur die Genotypisierung der Mikrosatelliten wurden die Vorwartsprimer mit IRD700
oder IRD800 markiert. Die Auftrennung der PCR-Amplifikate erfolgte mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf dem automatischen Sequenziergerat LI-COR
4200/S-2 (Lincoln, NE, USA). Die Genotypisierung der SNPs erfolgte ebenso wie die
Sequenzanalyse auf dem MegaBACE 1000.

Die Genotypisierung der flankierenden Mikrosatelliten und SNPs fiur SILV und MITF
erfolgte an allen bereits in der Sequenz- und cDNA-Analyse verwendeten Hunden
mit Ausnahme des Dackels. Daruber hinaus wurde noch ein mit den anderen
Hunden nicht verwandter Australian Shepherd, der keinen Merle-Faktor tragt, aber

Mikrophthalmie aufwies, genotypisiert.
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Datenanalyse

Die Markerverteilung gemalR den Vererbungsregeln innerhalb der genotypisierten
Familien wurde mit Hilfe der Software Pedstats (28) dberpruft. Fir die
Assoziationsstudie wurden c3Tests fir die Verteilung der Genotypen und Allele
sowie den Trend der Allele mittels der Prozedur CASECONTROL von SAS
(SAS/Genetics, Version 9.1.3, Statistical Analysis System, Cary, NC, USA)
durchgefiihrt. Die Prozedur ALLELE von SAS/Genetics diente der Uberprifung der
Genotypen auf das Hardy-Weinberg Gleichgewicht. Weiterhin wurde die Assoziation
zwischen den verschiedenen Merkmalen und den Haplotypen mit der Prozedur
HAPLOTYPE von SAS/Genetics getestet.

Ergebnisse

Ophthalmologische Untersuchungen

Als pathologische Befunde wurden multiple okulédre Missbildungen bei drei fur den
Merle Faktor homozygoten (MM) Hunden festgestellt. Zwei dieser drei Hunde waren
Altdeutsche Hutehunde (Tier 2 und Tier 3) und das dritte Tier war ein Mischling aus
Australian Shepherd und Altdeutschem Hitehund (Tier 5). In der Familie der
Altdeutschen Hitehunde bestanden diese bei Tier 2 im rechten Auge in einer nach
ventral verlagerten und verzogenen Pupille mit sichtbarem Ziliarkdrper sowie
multiplen tiefen skeralen Kolobomen im Fundus und im linken Auge in einer
entrundeten, miotischen Pupille und einer Verdinnung der Iris. Aul3erdem wies hier
der albinotische Fundus ein groRes Kolobom auf. Tier 3 zeigte beidseits eine flache
Vorderkammer, eine dezentral nach ventral ausgezogene Pupille mit sichtbarem
Ziliarkorper sowie je ein grolRes sklerales Kolobom. Rechts ergab die Untersuchung
auBerdem eine anliegende Netzhaut, links eine Netzhautablésung und eine
heterochrome lIris. Bei dem dritten untersuchten Nicht-Merle (mm) Wurfgeschwister
(Tier 4) und der Mutter (Tier 1) mit Blue-Merle-Fellzeichnung (Mm) konnten keine
ophthalmologischen Befunde festgestellt werden.

Der homozygot Merle-Australian Shepherd—-Altdeutscher Hitehund Mischling (Tier
5), der keine verwandtschaftliche Beziehung zu den anderen Hunden aufwies, zeigte
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beidseits eine geringgradige Mikrophthalmie, im linken Auge ein atypisches Kolobom
(4-5-Uhr-Position) (Abb. 2), und rechts eine persistierende Pupillarmembran (Iris-Iris)
(Abb. 3).

Ein fur Merle heterozygoter Nachkomme aus der Australian Shepherd Familie (Tier

8) wies ein atypisches Iriskolobom (9-Uhr-Position) auf.

Molekulargenetische Untersuchungen

Bei Tier 4 (Nicht-Merle Hiundin, Wurfgeschwister der flr Merle homozygoten
Altdeutschen Hutehunde) konnte keine SINE-Insertionsmutation nachgewiesen
werden. Die Blue-Merle (Mm) Altdeutsche Hitehdndin (Tier 1) war fur die SINE-
Insertionsmutation des SILV-Gens heterozygot. Die beiden fir Merle homozygoten
(MM) Altdeutschen Hutehunde (Tier 2 und 3) mit multiplen okuldren Missbildungen
waren fur diese Mutation im SILV-Gen homozygot.

Im Rahmen der Sequenzanalyse von SILV konnten im Vergleich zum Labrador
Retriever und der Referenzsequenz fur den Hund (NC_006592.2) keine weiteren
Mutationen in den Ubrigen Exons und ihrer Introniibergange identifiziert werden.

Die Analyse von Exon 11 und dem angrenzenden Intron 10 zeigte bei allen Hunden
mit mm-Genotyp eine vollstandige Ubereinstimmung zur Referenzsequenz,
unabhangig davon, ob sie einer Rasse angehorten, in welcher der Merle Faktor
vorkommt. Auch das Allel ohne die Insertionsmutation im SILV-Gen bei
heterozygoten Mm-Hunden entsprach der Referenzsequenz.

Die cDNA zeigte vollstandige Ubereinstimmung zwischen den Australian Shepherds
mit den Genotypen Mm und mm und der Referenzsequenz (XM_843204). Bei den
heterozygoten Mm-Tieren konnte eine Expression der SINE-Insertionsmutation nicht
nachgewiesen werden.

Die Lange der SINE-Insertionsmutation unterschied sich zwischen homozygoten
MM- und heterozygoten Mm-Hunden in der Agarosegelelektrophorese nicht. Bei der
Polyacrylamidgelelektrophorese konnte fur alle drei Altdeutschen Hutehunde (Tiere 1
-3) mit dem Merle-Allel (MM, MM und Mm) sowie fur den Altdeutschen Hutehund-
Australian Shepherd-Mischling (MM, Tier 5) die gleiche Lange der Insertion

festgestellt werden. Lediglich ein Australian Shepherd (Mm) zeigte ein um bis zu 5
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Basenpaare langeres Produkt. Es konnte bei allen untersuchten Tieren nur der Poly-
A-Strang mit ca. 100 Basenpaaren gefunden werden. Ein verkirzter Poly-A-Strang
(Ass-Aes) wie bei kryptischen Merle-Hunden kam bei den hier untersuchten Hunden

nicht vor.

Kandidatengenanalyse

Bis auf zwei SNPs (SNP_35933 und rs22865163) und zwei Mikrosatelliten
(ABGc023, ABGc025) waren alle verwendeten Marker hochinformativ
Heterozygotengrad von 0.27 bis 0.73, PIC von 0.27 bis 0.75) und im Hardy-Weinberg
Gleichgewicht.

Fur zwei der MITF-flankierenden Marker (RPCI81-119P24, Langenpolymorphismus)
wurden signifikante Assoziationen in allen Teststatistiken zum Auftreten der
Augenmissbildungen und den damit gleichzeitig auftretenden MM-Genotypen
gefunden (Tab. 4). Fir einen weiteren Marker (SNP_33259) waren die Tests fur die
Allelverteilung und den Trend in der Allelhaufigkeit signifikant, jedoch der Test flr die
Genotypverteilung lag knapp Uber der Signifikanzgrenze. Erwartungsgemalf waren
auch Marker fur das SILV-Gen (ABGc024, ABGc026) signifikant mit dem Auftreten
von Weildtigern (MM-Genotyp fur SILV) und somit auch den Augenmissbildungen
assoziiert.

Fur die Haplotypenanalyse wurden die drei signifikant assoziierten MITF-
flankierenden Marker (SNP_33259, RPCI81-119P24, Langenpolymorphismus)
ausgewahlt. Tab. 5 zeigt die Haplotypen, die eine signifikante Assoziation mit den
Merle-assoziierten Augenmissbildungen aufwiesen und eine Frequenz von mehr als
15 % bei den genotypisierten Hunden hatten.

Fur die SILV-flankierenden Mikrosatelliten wurden die Haplotypen der zwei Familien
(Altdeutsche Hutehunde und Australian Shepherds) fur das Merle-Allel geschatzt
(Tab. 6). Bei den fir das Merle-Allel homozygoten (MM) Altdeutschen Hitehunden
zeigte sich eine komplette Ubereinstimmung fir die mit dem Merle-Allel assoziierten
Haplotypen, bestehend aus den Markern ABGc22, ABGc24 und ABGc25 mit den
Allelen 153-170-240, mit den Merle-Genotypen und somit waren die Hunde mit den
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Augenmissbildungen homozygot fur den Merle-assoziierten Haplotyp (153/153-
170/170-240/240) und die Genomregion um das SILV-Gen.

Diskussion

Bei vielen Hunderassen ist die Merle-Fellzeichnung der heterozygoten Tiere eine
erwinschte Farbvariante. Bei homozygoten Hunden kommt es jedoch zu einer
Uberwiegend weil3en Fellfarbung sowie oftmals zu Missbildungen der Augen und der
Innenohren. Als Ursache hierfir wurde eine Schadigung der embryonalen
Neuralleiste, aus der die Melanozyten entstammen, wahrend der Ontogenese
vermutet (25). Tats&chlich konnte histologisch eine mangelnde Pigmentierung der
Stria vascularis im Innenohr bei heterozygoten und homozygoten Merle-Hunden
nachgewiesen werden (25). Auch in der Retina und der Iris von Merle-Hunden
konnte eine Pigmentarmut nachgewiesen werden (25). Die Augen von homozygoten
Merle-Hunden wiesen aullerdem zusatzlich haufig entwicklungsbedingte
Missbildungen auf. Diese Merle-assoziierten Augenmissbildungen wurden meist dem
Merle-Gen zugeschrieben. Aufgrund seiner Rolle in der Melanozytenentwicklung
kann durch die verminderte Produktion des SILV-Proteins die Pigmentarmut in den
verschiedenen Bereichen des Auges erklart werden, die entwicklungsbedingten
Missbildungen wie Mikrophthalmie oder Kolobome jedoch nicht. Das SILV-Gen zeigt
diese Wirkung jedenfalls nicht. Die bei homozygoten Merle-Hunden gefundenen
Anomalien der auf3eren Schicht des Augenbechers, also des prasumptiven RPE in
der Embryogenese, steht nicht im Zusammenhang mit der fehlenden Melanisierung
dieses Gewebes, da heterozygote Merle-Hunde eine normale Entwicklung des RPE
bei ebenfalls fehlender Melanognese zeigen (6). Ob heterozygote Merle-Hunde
Uberhaupt Merle-assoziierte Augenmissbildungen, abgesehen von Heterochromia
iridis und fehlendem Tapetum lucidum aufweisen, ist unklar. Allerdings konnten bei
einem heterozygoten Australian Shepherd, der drei homozygote Geschwister mit
multiplen Augenmissbildungen besal3, eine deutlich diinnere Nervenfaserschicht und
diverse innere plexiforme Schicht der Retina als bei Nicht-Merle Hunden gefunden
werden (2). In einer anderen Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass okulare

Missbildungen wie Mikrophthalmie nur auftraten, wenn beide Eltern das Merle-Allel
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weitervererbten. Verpaarungen von zwei homozygoten Merle-Hunden brachten nur
Nachkommen mit Augenmissbildungen hervor (12). Einer der hier untersuchten fir
Merle heterozygoten Hunde wies ein atypisches Iriskolobom auf. Iriskolobome
kbnnen bei Merle heterozygoten Hunden gelegentlich auftreten (5). Ob es sich
hierbei jedoch um eine abgeschwachte Form der MOD oder um ein Merle-
unabhangiges Geschehen handelt, bleibt unklar. Die meisten fir den Merle-Faktor
heterozygoten Hunde zeigen, aul3er der Depigmentierung, keine okularen Defekte.
Einer der hier untersuchten Australian Shepherds wies zwar Mikrophthalmie, aber
keinen Merle-Faktor auf. Zahlreiche, z. T. spontane okulare Missbildungen sind bei
Nicht-Merle Hunderassen, z. B. dem Schnauzer, bekannt (29). Daher sollte das
vereinzelte Auftreten geringgradiger okuldrer Verdnderungen bei far Merle
heterozygoten Hunden vorsichtig interpretiert werden. Ophthalmologische
Untersuchungen zahlreicher heterozygoter Hunde kdnnten genaueren Aufschluss
geben.

Schmutz et al. (23) konnten nur bei finf von 27 Hunden, die molekulargenetisch
homozygot fiur den Merle-Faktor waren, Augenmissbildungen finden. Allerdings
waren alle diese Hunde taub. Dies stellt den obligaten Zusammenhang zwischen
Augenmissbildungen und dem Genotyp fur den Merle-Faktor in Frage.

Mutationen im SILV-Gen sind auch bei anderen Tierarten im Zusammenhang mit
einer verminderten Pigmentierung bekannt. Bei der Silver-Mutante der Maus, die sich
durch vorzeitiges Ergrauen des Haarkleides auszeichnet, liegt an Position 1808 ein
A>G Basenaustausch zu Grunde, was ein verkirztes Transkript zur Folge hat (24).
Brunberg et al. (3) fanden zwei SNPs im equinen SILV-Gen, einen in Exon 11 und
einen in Intron 9, die mit dem Silver-dapple Phé&notyp einiger Pferderassen wie
Islander oder Rocky Mountain Horse assoziiert waren. Diese Ergebnisse konnten
beim Island Pferd und Shetland Pony bestatigt werden (21). Im Gegensatz zu den
Silver-Mausen, bei denen es keine Hinweise auf assoziierte Missbildungen gibt,
fanden Ramsey et al. (18) ein gehauftes Auftreten kongenitaler okularer
Missbildungen bei Rocky Mountain Horses mit heller M&hne und Schweif. Die als
Anterior Segment Dysgenesie (ASD) bezeichneten Anomalien zeigen sich u. a. mit

Irishypoplasie, iridocornealen Adhésionen, nuclearer Katarakt und Megalocornea und
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treten bei dieser Rasse besonders haufig auf (18). Pferde mit einer Farbvariante, die
nicht auf einer Fellaufhellung durch das SILV-Gen beruht, waren so gut wie gar nicht
betroffen. Es wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Fellfarbe und
dem Auftreten der ASD festgestellt. Die ASD wird kodominant vererbt (8). Nur bei
homozygoten Pferden treten die erwdhnten Augenmissbildungen auf. Heterozygote
Pferde zeigen lediglich intraokuldre Zysten am temporalen Ziliarkérper, die die
Sehfahigkeit nicht beeintrachtigen.

In dieser Arbeit konnten keine weiteren DNA-Mutationen, die die assoziierten
Missbildungen erklaren kénnten, in den dbrigen Exons des SILV-Gens gefunden
werden. Auch die Lange der SINE-Insertionsmutation hat keinen Einfluss auf das
Vorhandensein von ophthalmologischen Defekten. In der cDNA Analyse konnte kein
Transkript der SINE-Insertionsmutation bei fir Merle-heterozygoten Hunden
gefunden werden. Ein &hnliches Ergebnis wurde bei der mRNA Analyse von
Schmutz et al. (23) erzielt. Es ist anzunehmen, dass ein Transkript des veranderten
Exons 11 sehr instabil ist und schnell zerféllt, oder es kann gar nicht erst gebildet
werden. Es ist also anzunehmen, dass bei den heterozygoten Merle-Hunden ein
teilweiser Funktionsverlust fiur das SILV Protein eintritt, der zu verminderter
Pigmentierung des Felles und der lIris fuhrt.

Der Haplotyp der SILV-flankierenden Marker kosegregiert innerhalb der Familien
komplett mit dem Merle-Allel. Daraus ergab sich fir diese Marker eine signifikante
Assoziation mit den Augenmissbildungen bei den fur Merle homozygoten (MM)
Hunden. Da in wunseren Daten keine homozygoten Merle-Hunde ohne
Augenmissbildungen vorkamen, war es nicht méglich, zwischen einer Assoziation fur
den homozygoten Merle-Genotyp und den ophthalmologischen Defekten zu
unterscheiden. Obwohl fir die MITF-flankierenden Marker kein mit dem Merle-Allel in
den Familien segregierender Haplotyp gefunden werden konnte, zeigten drei Marker
und die daraus geschatzten Haplotypen eine signifikante Assoziation zu den
homozygoten Merle-Hunden mit Augenmissbildungen. Da die kausale Mutation fir
die Merle-Fellfarbung nicht im MITF-Gen liegt, ist davon auszugehen, dass
Mutationen im MITF-Gen die bei den fir Merle homozygoten Hunden festgestellten

Augendefekte beeinflussen.
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Die Merle-assoziierten ophthalmologischen Defekte kdonnen nicht von der SINE-
Insertionsmutation im SILV-Gen verursacht werden, da sich hier keine
Langenvariationen im Poly-A-Strang zeigten und somit keine anderen als die bereits
bekannten Effekte auf die Fell- und Augenfarbe zu erwarten sind. Andere Mutationen
im SILV-Gen konnten weder bei den homozygoten noch bei den heterozygoten Merle
Hunden nachgewiesen werden, so dass keine zusatzlichen Mutationen bei den
Tieren mit Augenmissbildungen auftraten und somit das SILV-Gen Kkeine
Erklarungsansétze fur die Merle-assoziierten Augenmissbildungen liefert. Es kann
jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass ein zu SILV eng gekoppeltes
Gen fir die Augenmissbildungen verantwortlich sein kénnte. Auf CFA10 ware SOX10
ein mogliches Kandidatengen. Mutationen in SOX10 (SRY — Sex determining region
Y-box 10) verursachen das autosomal rezessiv vererbte Waardenburg Syndrom Typ
IV beim Menschen, SOX10 reguliert zusatzlich die Expression von MITF (17).
Allerdings wurde es von Hédan et al. (9) bereits als Kandidat fir die Merle Mutation
ausgeschlossen, und somit scheint die Moglichkeit eines enggekoppelten Gens als
Ursache fur die Augenmissbildungen eher unwahrscheinlich. MITF reguliert die
Expression von SILV wahrend der Embryonalentwicklung, also zum Zeitpunkt der
Entstehung der okularen Missbildungen. Mause mit homo- oder heterozygoten
Mutationen im MITF-Gen &hneln im Phanotyp Hunden mit dem Merle-Faktor.
Aufgrund der hier gefundenen Assoziation einiger eng zu MITF liegender Marker
sollte die Rolle dieses Gens an der Beteiligung des Merle-Syndroms weiter
untersucht werden. Aus unseren Untersuchungen ergaben sich erste vorsichtige
Anhaltspunkte dafir, dass die bei homozygoten Merle Hunden auftretenden okularen
Missbildungen nicht durch das SILV-Gen verursacht werden, sondern mit dem MITF-
Gen zusammenhangen. Es ist noch nicht klar, ob Mutationen im MITF-Gen
unabhangig von der Merle-Mutation Augenmissbildungen auslésen kénnen oder ob
diese Mutationen im MITF-Gen erst von Bedeutung werden, wenn die Hunde fiur die
Merle-Mutation homozygot sind. Im letzten Fall ist dann von einer epistatischen
Wirkung der MITF-Mutation auszugehen und dieses Modell steht mit den bisherigen

phanotypischen Beobachtungen von Schmutz et al. (23) in Ubereinklang, dass ein
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bestimmter Prozentsatz von homozygoten Merle Hunden Augenmissbildungen

aufweist.
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Tabelle 1: Fur die molekulargenetische Untersuchung des Merle-Genortes

verwendete Hunde.

Genot ophthalmologischer
Tier Rasse yp Geschlecht P g Verwandtschaft
Merle Befund
Mutter von Tier
Altdeutscher
1 . Mm o. b. B. 2,3und 4
Hutehund
multiple Kolobome, Vollgeschwister
Altdeutscher P _ g_
2 . MM Dyskorie zu Tier 3und 4
Hutehund
multiple Kolobome, ,
_ Vollgeschwister
Altdeutscher Dyskorie, i
3 . MM i zu Tier 2und 4
Hutehund Netzhautablosung
Altdeutscher Vollgeschwister
4 . mm 0. b. B. i
Hutehund zu Tier2und 3
atypisches
Altdeutscher yp
B Kolobom,
Hutehund — o
) Persistierende
° Australian MM Pupillarmembran )
Shepherd — p o
. Mikrophthalmie
Mix
Australian .
Mutter von Tier
6 Shepherd Mm 0. b. B.
7,8und 9
Australian .
Vollgeschwister
7 Shepherd mm 0. b. B. i
zu Tier 8 und 9
Australian . .
atypisches Vollgeschwister
8 Shepherd Mm ) ,
Iriskolobom zu Tier 7und 9
Australian .
Vollgeschwister
9 Shepherd Mm 0. b. B.

zu Tier 7 und 8
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Tabelle 1: Fortsetzung

Genot ophthalmologischer
Tier Rasse yp Geschlecht P g Verwandtschaft
Merle Befund
Australian .
Bruder zu Tier
10 Shepherd Mm m 0. b. B. 1
Australian .
Bruder zu Tier
11 Shepherd Mm m 0. b. B. 10
Australian
12 Shepherd mm m Mikrophthalmie -
Collie
13 Mm w 0. b. B. -
Collie
14 mm w 0. b. B. -
15 Border Collie mm w 0. b. B. -

16 Dackel Mm M 0. b. B. -




Augenmissbildungen bei homozygoter Merle-Mutation 95

Tabelle 2: Mikrosatelliten Marker zur Haplotypenanalyse des SILV-Gens

Vorwartsprimer (5’ — 3) Produkt- Anzahl Position
Marker Ruckwartsprimer (5" — 3) grolde der auf CFA 10
(bp) Allele (bp)

CCAGAAATTAGAATGAGCACCA 3.148.276-

ABGc22 184 4
ATGGCTGGCTCAGTTGGTAG 3.148.459
TTTAGGATTTTATGGCCCAAC 3.296674-

ABGc23 290 1
AAAACGAAAACCCTCAAACTTAAA 3.296.963
CACACATATGCCCTGGATGA 3.087.700-

ABGc24 151 3
AACAGGTGCTGGGAACAGG 3.087.850
CCAAATATTCTCACTCTAAAGACAGC 3.417.268-

ABGc25 256 7
CAACCAGCCATCC CTTTTT 3.417.523
TGCTTCTTACCCCGTCATCT 3.499.276-

ABGc26 165 6

AGGTAGGGCCCAGAGATCAT 3.499.440
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Tabelle 3: Marker zur Haplotypenanalyse des MITF-Gens

Vorwartsprimer (5" — 3) Produkt- Anzahl Position
Marker Ruckwartsprimer (5" — 3) grolie der Lu MITE Quelle
(bp) Allele
Distl und
RPCI81- CTACAGTGAATCAGCACAGAC 181 5 10 kb  Mieskes,
119P24 CAGCCTTGACTGTTTCTTTGG proximal nicht
publiziert
Distl und
REN TGATTGACTCTACTTTACACA 164 4 93 kb  Mieskes,
100J13 TATATTAGGCGGTTTTCTTCT distal nicht
publiziert
Karlsson
SNP AATGGGGCCTTACATTCTTC
- 329 2 Intron 4 et al.
28741 CCCATTGTACAGCTTGTGTGC (14)
SNP_
2 Intron 3 Karlsson
33213 ot al
SNP ATACCGTATTTGCCATTTGC '
— 2 Intron 3 (14)
33228  GGTTCATCTTTGCTTTTTGG 550
Karlsson
SNP
— 2 Intron 3 et al.
33259
(14)
Karlsson
SNP TCCAGACATTCACAACAAGC
— 449 1 Intron 2 et al.
35933 GGCTATGCTCACACTTAACTCC (14)
rs22 TCTGCTTCTACATGCCAAGG
426 1 Intron 8 dbSNP
865163 AGGGCTCCCTTTCATTTTC
Langen- GCAGCCCTGCTTATAAT
Karlsson
poly- AACCTAA 298 3 125 bp ot al
morphis- GTTTGACTTTGATAGCTC distal (14)'
mus ATCACTT
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Tabelle 4: Informationsgehalt der Marker anhand der beobachteten Heterozygotie
(HET in %) und des Polymorphiegehaltes (PIC in %) sowie
Irrtumswahrscheinlichkeiten (P) und Freiheitsgrade (DF) der 2-Tests auf Verteilung
der Genotypen, Allele und des Alleltrends in der Fall-Kontroll-Studie fiir die
homozygoten Merle (MM) Hunde und alle anderen Hunde (Mm oder mm)

CFA Marker HET PIC ZGenotyp Allel Trend
DF P 2 DF P 2 DF P

SNP_

20 33213 66,67 3648 188 2 039 031 1 058 051 1 047
SNP_

20 33228 5333 3648 250 2 029 222 1 014 250 1 0,1
SNP_

20 33259 26,27 3146 563 2 006 614 1 0,013 466 1 0,031
SNP_

20 28741 40,00 26,88 006 1 079 005 1 082 007 1 0,79
RPCI81-

20 119P24 33,33 3566 583 2 0,054 7,03 1 0,008 549 1 0,019
REN

20 100J13 66,67 5504 510 5 040 250 3 047 203 3 0,57

20 LP 53,33 4513 583 2 0054 819 2 0,017 583 2 0,05

10 ABGc22 60,00 57,58 10,31 6 0,11 656 3 008 708 3 0,07

10 ABGc24 53,33 42,12 10,83 3 0,013 991 2 0,007 843 2 0,015

10 ABGc25 46,67 64,31 1083 7 0,15 1524 6 0,018 - - -

10 ABGc26 73,33 7543 1500 10 0,13 20,83 6 0,002 12,78 6 0,047
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Tabelle 5: Darstellung der Haplotypen der MITF-gekoppelten Marker SNP_33259,
RPCI81-119P24 und LP mit einer Frequenz von mehr als 15 % und des Tests auf
Assoziation mit okularen Augenmissbildungen bei MM-Hunden im Vergleich zu den

anderen Hunden (Mm oder mm)

CFA Haplotyp Gesamtfrequenz Frequenz (%) Frequenz C2 P
(%) bei den nicht (%) bei den
betroffenen betroffenen
mm-Hunden MM-
Hunden
20 2-182-225 49,6 61,6 0 7,29 0,007

20 4-180-223 16,27 7,45 49,99 6,38 0,01
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Tabelle 6: Haplotypen anhand von drei SILV-flankierenden Mikrosatelliten fir das

Merle-Allel bei je einer Familie von Altdeutschen Hutehunden und Australian

Shepherds

Familie, Tier Genotyp  Haplotyp der SILV-flankierenden Marker
Rasse Merle ABGc22 ABGc24 ABGc25 ABGc26

Vater Mm 153 170 240 174

145 180 236 144

Mutter Mm 153 170 240 170

1, 145 180 236 144

Altdeutsche  Nachkomme MM 153 170 240 170

Hutehunde 1 153 170 240 174

Nachkomme MM 153 170 240 170

2 153 170 240 174

Nachkomme mm 145 180 236 144

3 145 180 236 144

Vater mm 145 184 236 166

145 188 234 144

Mutter Mm 153 170 236 144

2, 145 184 228 164

Australian  Nachkomme Mm 153 170 236 144

Shepherds 1 145 184 236 166

Nachkomme Mm 153 170 236 164

2 145 188 234 166

Nachkomme mm 145 184 228 164

3 145 188 234 144
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Abbildung 1: Augenmissbildungen bei einem fir den Merle-Faktor homozygoten
Altdeutschen Hutehund.

Abbildung 2: Auge eines fur den Merle-Faktor homozygoten Altdeutschen
Hutehund—Australian Shepherd—Mischlinghundes mit einem atypischen Kolobom (4-
5-Uhr-Position) und geringgradiger Mikrophthalmie.
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Abbildung 3: Auge eines fur den Merle-Faktor homozygoten Altdeutschen
Hutehund—Australian Shepherd—Mischlinghundes mit persistierender
Pupillarmembran und geringgradiger Mikrophthalmie
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5 Elimination of SILV as a candidate for congenital

sensorineural deafness in Dalmatian dogs

Source/description: Canine congenital sensorineural deafness (CCSD) has been
described in many dog breeds with the highest incidence in Dalmatian dogs.® A
relationship between deafness and blue iris color has been identified for Dalmatian
dogs in several studies.>® Blue eyes are also typical for merle dogs. The merle coat
pattern with patches of diluted pigment intermingled with normal coat colour is almost
expressed in dogs heterozygous for merle (Mm), whereas dogs homozygous for
merle (MM) are predominantly white. Dogs homozygous for merle, also known as
double merles exhibit deafness caused by anomalies of the inner ears and a wide
range of ocular malformations. Ophthalmologic anomalies include microphthalmia,
microcoria, colobomas and in some cases rudimentary lenses and ectasia of
episcleral vessels.® The canine merle locus has been localized to CFA10. A 253 bp
SINE insertion (g.7255_7256ins253 (GenBank NC_006592.2)) at the intron 10/exon
11 boundary of the silver homolog (mouse) (GenelD: 481102, NC_006592.2) gene is
associated with the merle phenotype in several dog breeds like Australian shepherd,
Border Collie, Cardigan Welsh Corgi, Collie, Dachshund, Great Dane and Shetland
sheepdog.” Most of the nonmerle Shetland sheepdogs and Great Danes did not
harbour the SILV SINE insert, merle dogs of several breeds were heterozygous for
the SILV SINE insert and two double merle Shetland sheepdogs and one double
merle Great Dane were homozygous for the SILV SINE insert.” A disease phenotype
was not reported for these three double merle dogs’ and thus, it remains unclear
whether the SILV SINE insert may be involved in an impaired function of the auditory
and ophthalmologic systems. Dalmatian dogs are not considered to have the merle
phenotype rather than the unique coat pattern is caused by extreme-white spotting
(s"s"), flecking (ff) and ticking (TT) alleles.®

SILV (OMIM no. 155550, NC_000012) encodes the type | integral membrane
proteins PMEL17 and GP100 of 668 and 661 amino acids (aa), respectively, that are



alternatively spliced variants of SILV differing by the presence or absence of seven
aa.” An additional splice removes a 126 bp exon and results in two short isoforms of
626 and 619 aa.'® Si (silver, melanocyte protein 17, pmell7, gp100, NC_000076.4) is
involved in premelanosome biogenesis and its expression is almost exclusive to the
skin and eyes.™* Si caused hair colour dilution in an inbred strain of black mice over
time.™

In Dalmatian dogs, CCSD was linked to markers on CFA10, near the merle
locus (K. Mieskes & O. Distl, unpublished results). Therefore, the SILV gene was
examined in this study as a candidate for blue eye colour and CCSD in Dalmatian
dogs.

Animals: We collected samples of 88 unrelated purebred Dalmatian dogs and
classified these dogs into four groups, each with 22 animals. The first group
contained bilaterally hearing dogs with brown eyes, the second group was composed
of uni- or bilaterally deaf dogs with brown eyes, the dogs of the third group were
bilaterally hearing with at least one totally or partially blue eye, and group four
consisted of uni- or bilaterally deaf dogs with totally or partially blue eyes. The
hearing status of these dogs was diagnosed by veterinarians using BAER (brain stem
auditory evoked response) tests. Furthermore, blood samples were available from a
black Labrador retriever, a red merle Australian shepherd and two double merle Old

German sheepdogs.

Sequence and mutation analysis: Genomic DNA was extracted from EDTA-blood
samples of the 88 Dalmatian dogs and the four dogs of other breeds including a
Labrador retriever, an Australian shepherd and two Old German sheepdogs. The
intron 10/exon 11 boundary of SILV carrying the insertion mutation was PCR
amplified using the same conditions previously described (Table S1)” and separated
by agarose gel electrophoresis. In order to find out whether mutations other than the
SINE insertion in SILV could play a role in CCSD, all eleven SILV exons with their
flanking sequences were PCR amplified, sequenced and used for mutation analysis
in five Dalmatian dogs with different degrees of pigmentation and hearing status.

These dogs included one bilaterally hearing with intense pigmentation (brown eyes



and congenitally pigmented patches around both eyes, “monocles”), one bilaterally
hearing with one blue eye and yellow spots, and three uni- or bilaterally deaf dogs

with at least one blue eye.

Comments: Agarose gel electrophoresis for the amplicons from the 88 Dalmatian

dogs did not reveal the SILV SINE insertion causing the merle phenotype (Fig. S1).
Thus, the SILV SINE mutation could be excluded as a candidate for CCSD conjointly
with blue eye color. SNPs or other changes in the exonic sequences and their
flanking regions of SILV were not detected in the five Dalmatian dogs. In addition,
comparisons to the dog reference sequence (NC_006592.2; Dog Genome assembly
2.1) did not reveal any differences. Therefore, the regions sequenced in this study

were eliminated as causative for CCSD and/or blue iris colour in Dalmatian dogs.

Acknowledgements: The authors express their gratitude to Stefan Neander and

Heike Klippert-Hasberg for technical expert assistance.
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Table S1 Primers used to amplify all exons of the canine SILV gene. The amplicons

include both canine isoforms with eleven (XM _843204.1) and twelve exons

(XM_538223.2).

Exon Forward (5'-3)

Reverse (5'-3))

1 GTAGCGGGATGTCCAGGG
2/3  ATGGTGCTGTCCCCTGA

4 GGTTTGAGGGTGACTCTGTGT
5 TTCCCTATGCTCAGTTCTTCC
6 GGTGTGCCTGTGAAAGAAG

6 GCAGATGACGACCACGG

7 GCCTCTTCAATCCTCTCC

8 GAAGCAGCCTTACGGTTTT

9 CCATTGCCCTGACCTAAGC
10 ACAAGAGCTGGGATGCAGAG
11 CAGTTTCTCCTTTATTCTCCCA

GAGAAAAATCAGAGCAGGTGTG
ATCTGAGCCCTTGGAATAA
GGGCAGTGAAGATTTAGGGAA
GCTTTGCCCCTTCCCA
CAAGCGTAGTGCCTGTGAC
GTCCCACCTCAATGAACCT
CAAGGTATGCTTTCACTGG
CGGAGTTCTCAGGACAATCA
AGCCTGTCCAACGCCTG
TTCAAAAGAAGTGGCGGTTC
CCTCGGCAAATCACAGCA




Figure S1 Mutation analysis in seven dogs. Amplicons of SILV shown on the
agarose gel are from a normal hearing Dalmatian dog with brown eyes (1,
homozygous for the wildtype allele), a normal hearing Dalmatian dog with blue eyes
(2, homozygous for the wildtype allele), a deaf Dalmatian dog with brown eyes (3,
homozygous for the wildtype allele), a deaf Dalmatian dog with blue eyes (4,
homozygous for the wildtype allele), a black Labrador retriever (5, homozygous for
the wildtype allele), a red merle Australian shepherd (6, heterozygous for
g.7255 7256ins253), a double merle Old German sheepdog (7, homozygous for

g.7255 7256ins253). The size standard is indicated by M.



Zusammenfassung

Auschluss von SILV als Kandidatengen fiir die kongenitale sensorineura le

Taubheit der Dalmatiner

Kongenitale sensorineurale Taubheit (canine congenital sensorineural deafness,
CCSD) tritt bei vielen Hunderassen mit der hochsten Inzidenz beim Dalmatiner auf.
Bei allen Rassen sind weil3e Hunde am haufigsten betroffen. Ein Zusammenhang
zwischen CCSD und blauer Augenfarbe ist fir alle diese Rassen, auch fur
Dalmatiner, festgestellt worden. Auch Hunde, die den Merle-Faktor hetero- oder
homozygot tragen, haben haufig blaue Augen. Bei heterozygoten Merle-Hunden ist
das Fell unregelmafig aufgehellt. Homozygote Merle-Hunde dagegen sind
Uberwiegend weil3 gefarbt. Auch diese ,Weildtiger* oder ,double merles” sind oft von
Innenohrtaubheit betroffen. Die fur den Merle-Faktor kausale Mutation ist eine SINE
(short interspersed nuclear element)-Insertion im SILV (silver)-Gen auf CFA 10 und
wurde fur Merle-Hunde der Rassen Shetland Sheepdog, Australian Shepherd,
Cardigan Welch Corgi, Collie, Border Collie und Danische Dogge nachgewiesen.
Einige der mit CCSD assoziierten Marker liegen ebenfalls auf CFA 10, nur ~10 Mb
vom Merle-Locus entfernt.

Fur diese Studie wurden jeweils 22 taube bzw. horende Dalmatiner mit blauen bzw.
braunen Augen ausgewahlt. Als Referenztiere dienten ein schwarzer Labrador
Retriever, ein red-merle Australian Shepherd und zwei double-merle Altdeutsche
Hutehunde. Fur alle diese 88 Dalmatiner und die Referenzhunde wurde das bei
Merle-Hunden die SINE tragende elfte Exon von SILV PCR-amplifiziert und mittels
Agarosegelelektrophorese auf seine GrofRe hin tUberprift. Darliber hinaus wurden alle
elf Exons von SILV mit ihren flankierenden Sequenzen an 5 Dalmatinern (ein
Horender mit kongenital pigmentierten Platten und braunen Augen, ein Horender mit
Flecken in lemon und blauen Augen und drei ein- bzw. beidseits Taube mit einem
oder zwei blauen Augen) sequenziert und auf Mutationen durchsucht.

Bei keinem der untersuchten Dalmatiner konnte mittels Gelelektrophorese die SINE

in SILV festgestellt werden. Alle elf Exons der untersuchten Hunde zeigten komplette



Ubereinstimmung untereinander und im Vergleich zur Referenzsequenz
(NC_006592.2; Canis lupus familiaris 2.1). Daher kdénnen die fiir den Merle-Faktor
kausale SINE sowie codierenden Regionen von SILV als Ursache fiir CCSD beim

Dalmatiner ausgeschlossen werden.
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6 A role of the microphthalmia-associated transcription
factor (MITF) in congenital sensorineural deafness and

eye pigmentation in Dalmatian dogs

Key words deafness; blue eyes; Dalmatian dog; microphthalmia transcription factor;

association

Summary

MITF (microphthalmia-associated transcription factor) is involved in white spotting
and deafness associated with lack of pigmentation in human and mice. In the present
study, we employed MITF-associated markers to evaluate MITF as a candidate for
canine congenital sensorineural deafness (CCSD) in Dalmatian dogs. We performed
an association study using MITF flanking and intragenic markers for 88 Dalmatian
dogs of different hearing and eye pigmentation status. A significant association was
identified for MITF-related markers with CCSD and blue iris color. We conclude that

MITF might play a role in CCSD and blue eye colour in Dalmatian dogs.

Introduction

The pigmentation of the Dalmatian dog is described to be white, caused by the
extreme-white allele (s“) of the white spotting locus (S), with black or brown spots
deriving from the flecking and ticking loci (Little et al. 1957). The S locus was mapped
to a region of ~100 kb contained within the pigmentation related gene
microphthalmia-associated transcription factor (MITF) (Karlsson et al. 2007). MITF
was localized to dog chromosome 20q13 using fluorescence in situ hybridization
(Rak & Distl 2005). The location of MITF (GenelD: 415126) on dog genome
assembly 2.1 is at 24.85-24.88 Mb. Dalmatian puppies are born completely white,
except for the infrequent appearance of congenital pigmented patches around the
eyes (monocles) or at the ears. Blue iris color is also an occasional finding in

Dalmatian dogs. Dogs of this breed are more often affected by canine congenital
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sensorineural deafness (CCSD) than dogs from any other breed (Juraschko et al.
2003a; Muhle et al. 2002; Rak and Distl 2005). About 80 breeds are reported to be at
risk to develop CCSD (Strain 2004). Most of them possess the allele s" (extreme
white) or sP (piebald spotting) at the S locus. Dalmatian dogs with blue eye color are
more frequently affected by CCSD, whereas Dalmatians with patches develop CCSD
more rarely (Famula et al. 2000; Strain 2004; Juraschko et al. 2003a). The
association between CCSD in white dogs and iris color has been also identified for
other dog breeds (Strain 2004).

An association between an intragenic SNP in MITF and white spotting was reported
for Newfoundland dogs, boxers and beagle crosses (Rothschild et al. 2006). In a
genome-wide association study, DNA polymorphisms in the M promoter of MITF
were found to be associated with the extreme white coat color and flash (partial white
coloring) phenotype in boxers and bull terriers (Karlsson et al. 2007). Two mutations,
a short interspersed element (SINE), located about 3000 bp upstream of the M
promoter of MITF, and a length polymorphism in the M promoter (LP-MITF-M),
located 60-95 bp upstream of the TATA box of the M promoter, co-segregated with
the pigmentation status of the examined dogs including extreme white (s"), piebald
(sP), irish spotted (s') and solid (S) animals in the analysis. Specific genotypes for any
of these pigmentation variants could be identified: solid dogs do not harbor the SINE
and show a short LP-MITF-M (29-32 bp), whereas extreme white and piebald dogs
show the SINE and a longer LP-MITF-M (35-36 bp). Irish spotted dogs lack the SINE,
but also possess a long LP-MITF-M. The SINE is present in Dalmatian dogs, and a
unique LP-MITF-M (32 bp) could be identified for this breed.

MITF is also an appropriate candidate for congenital deafness. Mit

f MW mice show

white coat color and hearing loss (Tietz 1963). MITF is also responsible for the
human Waardenburg syndrome Il, which is characterized by sensorineural deafness
and lack of pigmentation in hair, skin and iris (Bondurand et al. 2000). Therefore,
MITF is a suitable candidate for congenital sensorineural deafness related to
pigmentation status. In this study, the association of MITF-associated markers with
hearing status and iris color was investigated in Dalmatian dogs employing a case-

control study.
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Material and methods

Blood samples were available from 88 not closely related Dalmatian dogs. Pedigree
records included five to eight generations. This sample consisted of 44 unilaterally
(n=32) or bilaterally (n=12) deaf Dalmatian dogs and 44 bilaterally hearing Dalmatian
dogs. The hearing status of these dogs was diagnosed by veterinarians via BAER
(brain stem auditory evoked response). In addition to the hearing status, we recorded
the eye pigmentation status of these dogs. Our sample was composed of 22 deaf
dogs with brown eyes and 22 deaf dogs with partially or totally blue eyes and 22
bilaterally hearing dogs with brown eyes and 22 bilaterally hearing dogs with partially
or totally blue eyes.

We genotyped eight MITF-associated markers of which six were intragenic and two
in the adjacent regions (Table 1). Five of the intragenic SNPs were adopted from the
study of Karlsson et al. (2007). An intronic MITF-SNP of those five SNPs was
previously reported to be associated with white spotting in dogs (Rothschild et al.
2006). Another intronic SNP was identified from the NCBI dbsnp list
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/index.html). MITF-flanking markers
included the LP-MITF-M (Karlsson et al. 2007) and two microsatellites previously
identified in Dalmatian dogs (Distl & Mieskes, unpublished results). The microsatellite
RPCI81-119P24 was located within the ~100 kb region containing the S locus and
the gene MITF. REN100J13 was about 0.8 Mb downstream of this associated region.
SNP primers were designed using the Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) after masking repetitive sequences by the
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/). PCR-amplicons were sequenced
after purification using the automated sequencer MegaBACE 1000 (GE Healthcare,
Freiburg, Germany). Sequencher 4.7 (GeneCodes, Ann Arbor, MI, USA) was used to
analyze the sequence data. For genotyping of the microsatellites and the LP-MITF-
M, forward primers were labeled with IRD700 or IRD800. PCR-products were length-
fractionated on 6% polyacrylamid gels using the automated sequencer LI-COR
4200/S-2 (Lincoln, NE, USA). Size determination of alleles was performed by visual

examination in comparison to a DNA-ladder.
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Association was tested using the GENMOD (logit for 0/1-traits and cumulative logit
for ordinal traits encoding hearing dogs 0, unilaterally deaf dog 1 and bilaterally deaf
dogs 2) and CASECONTROL procedures of SAS (SAS/Genetics, version 9.1.3,
Statistical Analysis System, Cary, NC, USA, 2008) based on c*tests for genotypes,
alleles and trends of the alleles. Marker-trait association was tested using the
HAPLOTYPE procedure of SAS/Genetics. The ALLELE procedure of SAS/Genetics
was employed to test the markers for Hardy-Weinberg equilibrium and linkage

disequilibrium.

Results and discussion

Five of the six intragenic SNPs genotyped were homozygous in all Dalmatian dogs.
One SNP (SNP_33259) showed a between breed polymorphism when compared to
the NCBI reference sequence. All Dalmatian dogs were homozygous for this allele
(T>C). Only SNP_28741 was polymorphic in Dalmatian dogs. Only this polymorphic
SNP, the two MITF-flanking microsatellites and the LP-MITF-M were included in the
association analysis. All polymorphic markers were in Hardy-Weinberg equilibrium
and the polymorphism information content (PIC) was between 0.22 (RPCI81-119P24)
and 0.30 (SNP_28741). We found two different variants of the LP-MITF-M with sizes
of 32 and 35 bp in the Dalmatian dogs included in this study. A significant association
with blue eye color was found for the microsatellite REN100J13. The microsatellite
RPCI81-119P24 showed a significant association with CCSD (P < 0.05) for the
genotypes, alleles and the allelic trends, whereas the LP-MITF-M was only significant
for the alleles (Table 2). Dogs carrying at least one copy of the newly identified 35 bp
allele were at a significantly lower risk to CCSD than dogs homozygous for the 32 bp
allele (P = 0.04). The association between the microsatellite RPCI81-119P24 and
CCSD including only dogs with blue eyes was also significant when comparing the
homozygous and heterozygous susceptible genotypes against the other homozygous
genotype. Combining RPCI81-119P24 and LP-MITF-M in one haplotype slightly
increased significance levels for the association with deafness traits (uni- or

bilaterally deaf, unilaterally deaf, uni- and bilaterally deaf (ordinal): 2= 8.23, 6.93,
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8.0; P =0.016, 0.031, 0.018). The mutations we detected in RPCI81-119P24 and LP-
MITF-M were associated with a lower incidence of CCSD in our sample. Dogs
homozygous for the 182 bp allele of the RPCI81-119P24 microsatellite and with any
of the LP-MITF-M alleles exhibited no hearing loss. Dogs with one copy of the 35 bp
allele of LP-MITF-M and one or two copies of the 180 bp allele of the RPCI81-
119P24 microsatellite showed a reduced incidence of 36.4 % of CCSD, whereas all
other dogs had an incidence of 56.7 % for CCSD.

In contrast to Karlsson et al. (2007), we identified two alleles for the LP-MITF-M in
Dalmatian dogs from Germany. This finding may suggest diversity between the
German and the US Dalmatian dog population or may be due to sampling bias in the
US study. No information was given about the hearing status of Dalmatian dogs
included in the study by Karlsson et al. (2007).

Our findings suggest an involvement of MITF in CCSD in Dalmatian dogs and the
possibly causal mutation(s) may be in the non-coding sequence of MITF. Moreover,
a significant association of a MITF-flanking marker to blue iris color is shown. A
significant association for Dalmatian dogs exhibiting both CCSD and blue eyes
corroborated the relationships between these two traits in accordance with previous
reports (Famula et al. 2000; Juraschko et al. 2003b; Strain 2004).

The association of white coat colour and CCSD was also reported for other dog
breeds (Strain 2004). White boxers and bull terriers carrying the s" allele are more
likely to develop CCSD than solid dogs of these breeds. The involvement of MITF in
extreme white coat color variants (Rothschild et al. 2006, Karlsson et al. 2007) and
the increased incidence of CCSD in these dogs, may let us assume that MITF plays
a role in the hearing status. Because MITF is involved in white coat color in mice and
other mammalian species and MITF mutations are causing phenotypes with loss of
pigmentation and hearing in human and mice, an involvement of MITF appears also
likely in CCSD in dogs. The association of a MITF-flanking marker with the lack of iris
pigmentation and the newly discovered association of MITF-associated markers with
CCSD in Dalmatian dogs in the present study confirm the role of MITF in CCSD.
Thus, MITF may be a strong candidate for CCSD in those dog breeds where

pigmention and CCSD are strongly associated.
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Forward primer

Reverse primer

Product

No. of

Position to

Marker Reference
5 -3) 5 -3) size pp)  2lleles  yrE
RPCI81- CTACAGTGAATCAGC CAGCCTTGACTGTTTCTTTGG 181 2 10,236 bp Distl &
119P24 ACAGAC upstream Mieskes,
unpublished
REN100J13 TGATTGACTCTACTTT TATATTAGGCGGTTTTCTTCT 164 4 932 kb
ACACA downstream
SNP 28741
— AATGGGGCCTTACATT CCCATTGTACAGCTTGTGTGC 329 2 Intron 4 Karlsson et al.
(rs22864511)  ~11c 2007
SNP_33213 1 Intron 3
SNP_33228 1 Intron 3 Rothschild et
ATACCGTATTTGCCAT
(r3228645 GGTTCATCTTTGCTTTTTGG 550 al. 2006
TTGC
SNP_33259 1 Intron 3 Karlsson et al.
(rs2286516) 2007
TCCAGACATTCACAAC
SNP_35933 GGCTATGCTCACACTTAACTCC 449 1 Intron 2
AAGC
rs22865163 TCTGCTTCTACATGCC AGGGCTCCCTTTCATTTTC 426 1 Intron 8 dbSNP
LP-MITE-M  GCAGCCCTGCTTATA  GTTTGACTTTGATAGCTCATCAC 228 2  112bp Karlsson et al.
ATAACCTAA TT downstream, 2007

Table 1: Flanking and intragenic markers employed for the association analysis with MITF, their product size in bp,
number of alleles detected and their position in MITF or in relation to MITF

SBop ueewfeq Ul Ssaujeap J0j a1epipued Se 41N
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_ Genotype Allele Trend
Trait Marker

2 P 2 P 2 P

Blue eyes REN100J13 12.14  0.03 1092 0.01 10.12  0.02

Uni- or

_ RPCI81-119P24 6.61 0.04 5.36 0.02 4.45 0.03

bilaterally

deaf (0/1-
) LP-MITF-M 551 0.06 4.45 0.03 3.78 0.05
trait)

Unilaterally RPCI81-119P24  6.37 0.04 6.04 0.01 4.81 0.03
deaf LP-MITF-M 4.21 0.12 4,12 0.04 3.66 0.06

Uni- and

bilaterally

_ RPCI81-119P24 6.05 0.049 4.35 0.04 - -
deaf (ordinal

trait)

Table 2: Significant results of *-tests for genotype and allele distributions and trends
in alleles as well as their error probabilities (P) for associations of the MITF-
associated markers REN100J13, RPCI81-119P24 and LP-MITF-M with the

occurrence of blue eyes or hearing loss in Dalmatian dogs
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Zusammenfassung

Die Rolle von MITF in der kongenitalen sensorineuralen Taubheit und

Augenpigmentierung der Dalmatiner

Die einzigartige Fellfarbung der Dalmatiner wird durch das extreme-white Allel (S")
des White-Locus (S) zusammen mit Flecking- und Ticking-Allelen hervorgerufen.
Auch bei anderen Hunderassen kann Weil3farbung durch den S Locus hevorgerufen
werden. Der S-Locus konnte in einer ~100 kb grof3en Region auf CFA 20, die auch
das MITF (microphthalmia-associated transcription factor)-Gen (GenelD: 415126)
enthalt, lokalisiert werden. In einer genomweiten Assoziationsstudie konnte eine
Assoziation zwischen dem extreme-white und flash (teilweise weil3)-Phénotyp von
Boxern und Bullterriern zu Markern im M Promotor (darunter ein
Langenpolymorphismus) von MITF festgestellt werden. Bei Neufundl&andern, Boxern
und Beaglemischlingen zeigte ein intragenischer SNP in MITF eine Assoziation zum
white-spotted Phanotyp. WeiRe Hunde (S" oder SP [piebald]) aus uber 80 Rassen
sind signifikant h&ufiger von kongenitaler sensorineuraler Taubheit (canine congenital
sensorineural deafness; CCSD) betroffen als nicht weiRe Hunde. CCSD zeigt die
hdchste Inzidenz beim Dalmatiner. Eine blaue Iris in einem oder beiden Augen kann
haufig bei Dalmatinern beobachtet werden. Fur Dalmatiner und andere Hunde konnte
ein Zusammenhang zwischen CCSD und blauer Augenfarbe nachgewiesen werden.
Bei Menschen und Mausen sind Mutationen in MITF bekannt, die zu einer
Depigmentierung von Augen, Haut und Haaren vergesellschaftet mit Taubheit flhren.
Daher ist MITF ein Kandidatengen fir CCSD.

Fur diese Studie wurden 88 Dalmatiner, die zu gleichen Teilen aus hérenden und
tauben sowie aus braun- und blaudugigen Hunden bestanden, verwendet. An diesen
Dalmatinern wurden sechs intragenische SNPs und zwei MITF-flankierende
Mikrosatelliten sowie der Langenpolymorphismus im M Promotor genotypisiert. Funf
der SNPs waren homozygot bei allen Dalmatinern. Mit den polymorphen Markern
wurde eine Assoziationsstudie mit den Prozeduren GENMOD und CASECONTROL

von SAS/Genetics durchgefuhrt. Es wurden signifikante Assoziationen einiger MITF-
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Marker sowohl zu CCSD als auch zu blauer Augenfarbe festgestellt. Damit konnte
der Zusammenhang zwischen Augenfarbe und Horstatus beim Dalmatiner bestétigt
werden. Die Assoziation der intragenischen und flankierenden Marker von MITF zu
diesen Merkmalen suggeriert eine Beteiligung von MITF an der CCSD beim
Dalmatiner und moglicherweise auch anderen Rassen, bei denen ein deutlicher

Zusammenhang zwischen Fell- bzw. Augenfarbe und Taubheit besteht.
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7 Evaluation of selective cobalamin malabsorption c aused
by mutations in the amnionless gene as a part of th e

lundehund-syndrome

Abstract

A gastroenteropathy (GE) of unknown etiology is prevalent in Norwegian lundehunds.
The frequent occurrence and familiarity suggest a genetic background of this
disease. A typical finding in GE-affected lundehunds is a deficiency of cobalamin.
Deficiencies of cobalamin can be caused by mutations in the AMN gene. We
scanned four GE-affected and 13 unaffected lundehunds for mutations in AMN.
Moreover, AMN flanking SNPs and microsatellites were tested for co-segregation
with GE, and coding sequences of AMN were scanned for mutations. We could not
identify any mutation in the coding sequence of AMN. Linkage and association test
statistics were not significant. Therefore, AMN can be excluded as a candidate gene

for the pathogenesis of GE in Norwegian lundehunds.

Introduction

In the Norwegian lundehund (also known as Puffin dog) a chronic form of
gastroenteropathy (GE; “lundehund-syndrome” or “lundehund-gastroenteropathy”) is
prevalent. This GE causes intestinal loss of proteins (Williams et al., 1997). There are
different possible causes for this kind of enteropathy discussed, such as
inflammatory bowel disease, mucosal lesions or primary and secondary
lymphangiectasia. Clinical signs are diarrhea, vomitus, ascites and subcutaneous

oedema (Peterson et al., 2003). Histopathological findings are chronic atrophic



gastritis, lymphocytic-plasmacytic enteritis and intestinal lymphangiectasia
(Kolbjgrnsen et al., 1994).

About 40-50% of the lundehunds are estimated to be affected by this GE (Williams et
al., 1997; Berghoff, 2006). Subclinical courses of this disease seem to occur in a high
percentage of the lundehund population (Kolbjgrnsen et al., 1994; Landsverk et al.,
1984; Williams et al., 1997). In the German population about 10 % of the dogs are
estimated to be affected by manifest clinical signs of GE. A North American study
revealed about nearly the half of their lundehund population (44%) as affected by this
GE (Berghoff, 2006).

One of the typical findings in GE-affected lundehunds is a decreased serum level of
cobalamin (Landsverk et al., 1984; Williams et al., 1997). Moreover, in the North
American population of lundehunds, 10% of the examined dogs showed decreased
cobalamin levels without any signs of gastroenteropathy (Berghoff, 2006). The lack of
cobalamin is often seen as an indicator of disorders of the intestinal absorption.
Cobalamin or Vitamin Bj, arrives at the small intestine bound to R-protein. This
complex is split by trypsine and chymotrypsine. In the ileum, the free cobalamin binds
to the intrinsic factor (IF) (Suchdolski et al., 2003). The endocytosis of this complex is
mediated by a multiligand receptor built of the subunits cubilin (CUBN) and
amnionless (AMN), the so called “cubam” (Fyfe et al., 2004). This complex pathway
of the intestinal cobalamin absorption can be disrupted in many ways. Chronic
inflammation of the small intestine can lead to SIBO (small intestine bacterial
overgrowth), resulting in toxic damage of the intestinal mucosa. This mucosal
damage followed by loss of cobalamin-receptors and the bacterial consumption of

cobalamin cause a deficiency of this vitamin in the dog. Moreover, chronic gastritis



can also cause a deficiency of R-protein or IF. However, lack of IF is mostly due to
exocrine pancreatic insufficiency in dogs and not due to gastric disorders (Batt et al.,
1989). Selective cobalamin malabsorption caused by primary receptor defects is
also described. The human Imerslund-Grasbeck-Syndrome can also occur in dogs
(Fyfe et al., 1991).

Little is known about the causes and pathogenesis of the lundehund-
gastroenteropathy yet. Therefore, a primary receptor defect cannot be excluded as
the cause for the cobalamin malabsorption in the lundehund.

Cobalamin malabsorption can be caused by defects in one of the elements in the
absorption pathway. One form of cobalamin malabsorption was described in the
Giant Schnauzer (Fyfe et al., 2004). CUBN could be excluded for this defect, but it
was mapped near the AMN-gene (Xu et al., 1999; He et al., 2003). A 33 bp (c.1113-
1145del) deletion was found in the AMN cDNA (NC_006590.1) of a kindred of
affected Giant Schnauzers. In a family of Australian Shepherds with subnormal
cobalamin serum levels a G>A transition (c.3G>A) was found in the AMN cDNA
(NC_006590.1) sequence. This mutation showed complete co-segregation with the
affection status of the dogs. So there are two mutations in the AMN gene coding for a
subunit of the cubam receptor that can cause cobalamin malabsorption in dogs (He
et al., 2005).

The aim of this study was to examine whether mutations of the AMN gene are

associated with the GE in Norwegian lundehunds.



Materials and Methods

Animals

Blood samples were collected from 17 Norwegian lundehunds representing about
one third of the German population. Four of these animals were affected by the
typical GE causing loss of proteins. Seven dogs were male, ten were female. The
group of the affected dogs consisted of three females and one male. Fourteen
lundehunds were bred in Germany, two dogs in Switzerland and one dog in The
Netherlands. All 17 dogs were related to each other as the pedigree shows (Figure
1).

All 17 lundehunds were used for analysis of the 33 bp deletion and the c.3G>A
mutation in the AMN gene as well as for genotyping microsatellite markers. Exonic
sequences and their flanking regions of the AMN gene were sequenced in four
affected and four non-affected dogs. In addition, we screened these eight dogs for

five AMN flanking SNPs described in the Broad Institute SNP collection.

Mutation Analysis

Testing for the ¢.1113-1145del in AMN (NC_006590.1) previously described in Giant
Schnauzers was performed by PCR-amplification wusing the primers 5'-
TCCGTTGCAGGCGAAGCCCCTC-3' and 5-CTCGGGGTGCGTGGAACCTAG-3
and the ThermalAce DNA Polymerase kit (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) according
to the manufacturer’s instructions.

Separation of PCR-products was performed by electrophoresis in gels containing 2%

agarose.



The mutation in AMN described by He et al. (2005) in Australian Shepherds was
screened using the primers 5-GGCTTGGAAGGAAGGCCCCCA-3 and 5'-
CAAGGCGGGGAGCCTCCGAA-3' for PCR and the ThermalAce DNA Polymerase
kit (Invitrogen). The ¢.3G>A mutation was identified using a BtsCI digestion, followed

by an agarose electrophoresis with a 3% gel.

Development of microsatellites and SNP marker selec  tion

We designed eleven microsatellites flanking the AMN gene (Table 1). Therefore,
permutation sequences were created with all variations of di-, tri- and tetra-repeat
motifs with a minimum length of 15 repeats and a maximum length of 30 repeats.
These sequences were aligned with the dog genome assembly (Canis lupus
familiaris, Build 2.1) using the SSAHA2 package (Sequence Search and Alignment
by Hashing Algorythm combined with the cross-match sequence alignment program
developed by Phil Green at the University of Washington, version 1.0.1, The
Wellcome Trust Sanger Institute, UK, 2007). The RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org/) was used to identify repetitive motifs in the aligned
sequences, followed by primer design using the Primer3 program
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

In addition, five AMN flanking SNPs deriving from different dog breeds were chosen
from the Broad Institute SNP collection
(http://www.broad.mit.edu/mammals/dog/snp2/) (Table 2).

Figure 2 shows the location of the intragenic and flanking markers in relation to AMN.



Genotyping and sequence analysis

Genomic DNA was isolated from EDTA blood samples using the QlAamp® 96 Spin
Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany). For genotyping microsatellites, forward primers
were labeled fluorescently at the 5-end with IRD700 or IRD800. PCR-amplicons
were fractionated according to their length by polyacrylamide electrophoresis in 6%
gels using the automated sequencer LI-COR 4200/S-2 (LI-COR, Lincoln, NE, USA).
Size determination was performed by visual comparison to an IRD700- and IRD800-
fluorescence-labeled DNA ladder.

For scanning of the SNPs from the Broad Institute SNP collection, the PCR-
amplicons of four GE-affected and four non-affected Norwegian lundehunds were
sequenced using the MegaBACE 1000 automated sequencer (GE Healthcare,
Freiburg, Germany). Sequence data were analyzed using the Sequencher 4.7
program (GeneCodes, Ann Arbor, MI, USA).

Primers were designed for all seven coding exons of the AMN gene annotated at the
NCBI database (GenelD: 403434). These primer sequences for the genomic DNA of
the AMN gene are shown in Table 3. PCR was performed using the ThermalAce
DNA Polymerase kit (Invitrogen) following the manufacturer’s specifications. The
same four GE-affected and four non-affected animals were chosen for sequencing

these coding regions.

Data analysis
Mendelian inheritance and correctness of marker transmission in the genotyped dogs
was confirmed using the Pedstats software (Wigginton and Abecasis, 2005).

Multipoint non-parametric linkage analysis (NPL) was performed using the MERLIN



software (multipoint engine for rapid likelihood inference, version 1.1) (Abecasis et
al., 2002). The Zmean and LOD score test statistics were used to test for the
proportion of alleles shared by affected individuals identical by descent (IBD) for the
considered marker loci (Kong and Cox, 1997; Kruglyak et al., 1996; Whittemore et
al., 1994). The best option of MERLIN was used to estimate haplotypes.

The CASECONTROL procedure of SAS/Genetics, version 9.2 (Statistical Analysis
System, Cary, NC, USA) based on c*tests for genotypes, alleles and trends of the
alleles was used for association testing. For estimation of allele frequencies and to
test genotype frequencies for Hardy-Weinberg equilibrium the ALLELE procedure of
SAS/Genetics was employed. Moreover, we used the HAPLOTYPE procedure of

SAS/Genetics to test for trait-marker association.

Results and discussion
Neither the ¢.3G>A SNP found in a kindred of Australian Shepherds nor the ¢.1113-

1145del mutation described in Giant Schnauzers could be identified in this 17
Norwegian lundehunds. All genotyped lundehunds were homozygous for the wildtype
alleles.

We developed eleven microsatellite markers flanking AMN. Six of these markers
were homozygous for all 17 genotyped lundehunds, and five microsatellites were
polymorphic. The results of the tests for Hardy-Weinberg equilibrium, the observed
levels of heterozygosity (HET), polymorphism information content (PIC) and allelic
diversity for the developed microsatellite markers are shown in Table 4. The non-
parametric multipoint linkage analysis did not show significant Zmeans or LOD

scores.



The 2test statistics for distributions of genotypes, alleles and number of alleles
between cases and controls is shown in Table 5. With exception of the marker
ABGc012 all markers and the allelic distribution test failed the nominal threshold of
significance for significant association with the lundehund-syndrome. Taking into
account multiple testing, there was no significant association among the AMN-
associated markers and the lundehund-syndrome.

We tested the association of haplotypes with affection status, including all five
genotyped polymorphic microsatellite markers and subsets of these markers. The
marker-trait associations were not significant and no significant haplotype could be
found, because all the different haplotype distributions did not deviate significantly
among GE-affected and unaffected animals. Table 6 shows the haplotypes estimated
for the markers ABGc012, ABGc018, ABGc020 and ABGc021. Two haplotypes (176-
310-126-162 and 176-310-124-162) seem to occur very frequently in affected
animals. But we found also seven healthy dogs homozygous and several more
unaffected dogs heterozygous for these haplotypes. So we conclude that these
haplotypes occur quite frequently in the Norwegian lundehund population in general.
Neither the three flanking SNP markers from the Broad Institute SNP collection nor
any other polymorphism in these products could be identified in the sequences of
four unaffected and four GE-affected Norwegian lundehunds. There was a complete
match to the reference sequence for all these sequences. Moreover, no
polymorphism could be found in the coding sequence of AMN, all sequenced affected
and non-affected lundehunds were completely concordant to each other and to the

reference sequence (NC_006590.1).



The Norwegian lundehund is a very rare breed with a small population size of about
1500 animals worldwide. The largest population size is found in the Scandinavian
countries. In other European countries like Germany only very small populations with
less than 50 individuals exist. It is also a quite old breed, which has been bred
without much influence from other breeds since a long time. Therefore, it is not
surprising that the Norwegian lundehunds genotyped did not show a great diversity in
SNPs and microsatellites. So it is difficult to develop appropriate polymorphic
markers for this breed. Because of the small population size it also difficult to
ascertain many affected and unaffected dogs of this breed.

Nevertheless, a causative mutation located in the amnionless gene should have led
to a common haplotype in all affected animals or to a significant association for at
least one for the markers genotyped. Therefore, we could rule out the amnionless
gene as causative for the malabsorption of cobalamin in the Norwegian lundehund.

Any other defect in the cobalamin absorption pathway can not be excluded.
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Table 1: Microsatellite markers flanking AMN located at 73,727,747 — 73,735,256 Mb
on CFAB8, their position on CFA8 (Canis lupus familiaris, Build 2.1), number of alleles

detected in Norwegian lundehunds, primer sequences and product size

Product
Marker No. of Foward primer (5’ - 3") Position on
size
name alleles Reverse primer (5’ - 3’) CFAS8
(bp)
CAGTCAGGAGTTTTTGAGTCTTTT 73,544,034-
AGBc011 1 291
TGGAGCAATTTGAATTTTTGTT 73,544,324
AACCAAAACTTGAACAAATGAATG 73,551,234-
AGBc012 3 180
CCCTCACACGTCTTTACCAGA 73,551,413
GATAGCTGCACACATCTGATTTT 73,602,790-
AGBc013 1 251
AAATAGCATTTTAAAACTAGGAGCA 73,603,040
TGGTTCTACAAAGAAAATATGTCCA 73,642,199-
ABGc014 1 158
TGACCAGTAGACCCCAAAATG 73,642,356
TCATGGTTCAAAACCCTACCA 73,742,388-
ABGc015 3 119

TGAAACCGAAAGCAA AACAG 73,742,487




Table 1: continued

Marker No. of Foward primer (5 - 3’) Product  Position on
name alleles Reverse primer (5’ - 3") size (bp) CFAS8
AGTTGGGGTTTTTGCATAGG 73,744,265-
AGBc016 1 152
ACTCCCAGGAGGTGTGGTC 73,744,416
TCCTGCTTTTGTTGGCTCTT 73,821,286-
AGBc017 1 228
ATAAAGGGCACTGCATGCTT 73,821,513
CCCTTCTGAAGAATGTGTTCTGT 73,822,443
AGBc018 2 309
TCAAGGAGAGCCCTGACATC 73,822,751
CCACACATGAGAGCTTTGCT 74,135,727-
AGBc019 1 249
GGTTATTAACATGTGCTGTGAGAA 74,135,976
AGCTCAGAGGCTGAGGAGAG 74,004,005-
AGBc020 3 125
GAAGTAGGTGGGGCCAAGTC 74,004,130
AAAGAAACTGCCCCAGGACT 73,976,551-
ABGc021 2 160
GAAAAGACCCAAGTGGGATG 73,976,711




Table 2: SNPs chosen from the Broad Institute SNP collection flanking AMN on

CFA8
SNP/ Forward primer (5'-3") Product size
Position on CFA8 (bp) Reverse primer (5'-3") (bp)
BICF2523122741
73,727,835 TCAGCTTGAGAAAGGGAAGC
BICF2523122740 GCAAGGACATATCATGTTCATATTTT -
73,727,934
BICF2523528377 GATTTGGACAGATGCTTAACTGAG
73,735,212 GCTTCAATTCCACAATACTCTTCA o
BICF2P979446
73,858,534 TGTCAATCAGAATTCAGCAAGG

728

BICF2524115186

73,858,286

GCAGATTGGGCAAAGCATA




Table 3: Primer pairs and their product sizes used to sequence the coding sequence

of AMN
Exon Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3) Product
size (bp)
1 GGCTCCGCAGACCTCGTA GCCTCACCATGTCCGAGA 391
2+3 GGTGCAGCCCTGGATCTG GGCCCCGTTACCAGGAAG 303
4+5 CTCCCCAGCCCCAGTACC AACAAGGACGCCCGTGAG 492

6+7 TGTTCCCCAGGTGGACTAAG GAAACGCTTTATTGGGCAAA 428

Table 4: Heterozygosity (HET), polymorphism information content (PIC), allelic

diversity and Hardy-Weinberg equilibrium for the used microsatellite markers

HWE
Marker HET (%) PIC (%) Allelic diversity (%)
2 P
ABGc012 41.18 34.22 40.31 0.36 0.94
ABGc015 41.18 54.08 60.90 3.84 0.28
ABGc018 41.18 34.19 43.77 0.06 0.81
ABGc020 52.94 57.14 64.53 8.76 0.03

ABGc021 41.18 34.19 43.77 0.06 0.81




Table 5: Results of the *-tests for allele, genotype and trend of the allele distribution
between the cases and controls, their corresponding error probabilities (P) and

degrees of freedom (DF) for marker-trait association tests

allele genotype trend
Marker

2 P DF : P DF ° P DF

ABGc012 5.99 0.05 2 5.88 0.12 3 5.54 0.06 2

ABGc015 0.73 0.69 2 5.88 0.32 5 0.55 0.76 2

ABGc018 1.88 0.17 1 1.82 0.40 2 1.78 0.18 1

ABGc020 2.22 0.33 2 2.05 0.73 4 1.78 0.41 2

ABGc021 1.88 0.17 1 1.82 0.40 2 1.78 0.18 1




Table 6: Haplotypes of the informative markers ABGc012, ABGc018, ABGc020 and
ABGc021 estimated for the Norwegian lundehunds genotyped, their frequencies in all
dogs, in the cases and controls and the 2-tests with their error probabilities (P) for

the haplotype-trait association

%_test for
haplotype
Overall Frequency in Frequency in
Haplotype association
frequency unaffected dogs affected dogs
2 P
176-294-120-164 5.88 7.69 0 0.65 0.42
176-310-124-162 44.12 42.31 50.00 0.15 0.70
176-310-126-162 23.53 19.23 37.50 1.13 0.29
180-294-120-164 23.53 30.77 0 3.22 0.07

184-294-120-164 2.94 0 12.5 3.35 0.07




Figure 1: Pedigree of the family of lundehunds with lundehund-gastroenteropathy.
Solid symbols indicate GE-affected dogs. All animals used for genotyping in this

study are marked by arrows.



Figure 2: Location of the intragenic SNP markers (a) in exon 1, intron 1 and the 3’
UTR of AMN and the AMN flanking microsatellite and SNP markers (b) and their

position on the dog genome assembly, build 2.1



Zusammenfassung

Untersuchung Rolle von ANM in der Lundehund-Gastroenteropatie

Norwegische Lundehunde sind haufig von einem typischen zu Proteinverlust
fuhrenden Gastroenteropathie (GE)-Syndrom betroffen, das aus chronischer
Gastritis, lympho-plasmazellularer Enteritis und intestinaler Lymphangiektasie
besteht und sich in Vomitus, Diarrho, Aszites und subkutanen Odemen AufRert. Etwa
40-50% der weltweiten Lundehundpopulation sind von dieser GE betroffen.
Cobalamin (Vitamin Bjy)-Mangel ist ein haufiger Befund bei GE-betroffenen
Lundehunden. Cobalaminmalabsorption kann beim Hund auch durch Defekte in
entsprechenden Rezeptoren bedingt sein. Beim Riesenschnauzer ist eine Mutation
im AMN (amnionless)- Gen (GenelD: 403434) bekannt. Dieses Den kodiert flr eine
Untereinheit eines Multiligandrezeptors, der fir die intestinale Absorption von
Cobalamin verantwortlich ist. Bei von Cobalaminmalabsorption betroffenen
Riesenschnauzern konnte eine kausale 33 bp (c.1113-1145del) Deletion in AMN
nachgewiesen werden. In einer Familie Australian Shepherds, die ebenfalls von
Cobalaminmalabsorption betroffen war, ko-segregierte ein G>A Austausch in der
cDNA von ANM (c.3G>A) mit dem Defekt.

In dieser Studie wurden 17 norwegische Lundehunde, von denen vier von der
typischen GE betroffen waren, auf die beschriebenen Mutationen in AMN untersucht.
AulRerdem wurden intragenische und flankierende Marker fir AMN (5 SNPs und elf
Mikrosatelliten) ausgewahlt und an den Tieren typisiert. Die kodierenden Regionen
von AMN wurden an vier betroffenen und vier nicht-betroffenen Lundehunden
sequenziert und nach Mutationen durchsucht. Mit den Ergebnissen wurden eine
Case-Control Assoziationsstudie und eine nicht-parametrische Kopplungsstudie
durchgefuhrt.

Weder die 33 bp Deletion noch der G>A Austausch konnten in den Lundehunden
nachgewiesen werden. Die untersuchten Lundehunde waren fir sechs der
Mikrosatelliten und alle SNPs homozygot. Die ubrigen funf Marker zeigten keine

signifikante Assoziation oder Kopplung zu GE. Es konnte auch kein signifikanter



Haplotyp ermittelt werden. Alle untersuchten kodierenden Sequenzen zeigten
komplette Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Lundehunden und zur
Referenzsequenz (NC_006590.1). Daher kann eine durch Mutationen in AMN
verursachte selektive Cobalaminmalabsorption in der Pathogenese der GE beim

norwegischen Lundehund ausgeschlossen werden.



Kapitel 8

Ubergreifende Diskussion
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8 Ubergreifende Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Erkrankungen des Hundes hinsichtlich ihrer familiaren
H&aufung oder ihres rassespezifischen Auftretens zu beschreiben und die Beteiligung
einzelner Gene an diesen Erbkrankheiten zu untersuchen. Beim Hund spielen
genetische Erkrankungen eine groRe Rolle. Nur fir den Menschen sind mehr
erbliche Erkrankungen beschrieben. Anndhernd 500 erbliche Krankheiten sind fur
den Hund in der OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals) Datenbank
verzeichnet. Dies sind deutlich mehr Eintrdge als bei anderen Haustieren (z. B.
Katzen, Pferde, Rinder, Schweine oder Schafe). Eigene Datenbanken nur Uber
genetische Erkrankungen des Hundes, wie z. B. CIDD (Canine Inherited Disorder
Database) zeigen das Interesse vieler Halter und Zichter an der Aufklarung und
somit Elimination erblicher Erkrankungen aus der Hundezucht. Mdgliche Grunde fur
die Haufigkeit erblicher Erkrankungen beim Hund kénnten die in der Vergangenheit
in der Hundezucht oft praktizierte Inzucht, sowie die in vielen Rassen immer wieder
Auftretende Beliebtheit einzelner Deckriiden sein. Nur wenige Tiere einer Rasse (3-5
% in den Niederlanden) werden zur Zucht und damit zur Aufrechterhaltung der
Population eingesetzt (Ubbink et al., 1998). Die meisten Rassen lassen sich auf
wenige Grundertiere zurtickfihren. Hierdurch lasst sich die relativ hohe Inzuchtrate
und Homozygotie bei vielen reinrassigen Hunden erklaren. Viele erblichen
Erkrankungen des Hundes konnen als rassespezifisch und viele Rassen als
disponiert fur bestimmte Erkrankungen bezeichnet werden. Ist die Inzidenz in der
gesamten Rasse hoch, kann angenommen werden, dass dieser Defekt eng mit
einem Merkmal gekoppelt ist, auf das in dieser Rasse selektiert wurde (z. B.
Fellfarbe). Sind dagegen nur einzelne Gruppen eng verwandter Hunde betroffen,
andere Gruppen derselben Rasse jedoch nicht, hat sich in einzelnen Familien eine
Mutation halten kdnnen, oft begunstigt durch Inzucht.

Beispiele fur rassetypische Erbkrankheiten beim Hund sind die Collie Eye Anomalie
(Bedford, 1982), die -Fuzosidose der Springer Spaniel (Smith et al., 1996), der
Pyruvat-Kinase-Mangel der Basenjis (Whithey und Lothrop, 1995), die Kupfer-
Speicher-Krankheit der Bedlington Terrier (van de Sluis et al., 2000), und die Gluten-
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Uberempfindlichkeit der Irish Setter (Garden et al., 2000). Ein familiares Auftreten
wurde beispielsweise fir die renale Amyloidose beim Beagle (Rha et al., 2000), das
Fanconi-Syndrom beim Basenji (Bax, 2005), die Nephropathie beim Englischen
Springer Spaniel (Lees et al., 1998), die dilatative Kardiomyopathie beim
portugiesischen Wasserhund (Dambach et al., 1999), der Hyperphosphatamie beim
sibirischen Husky (Lawler et al., 1996) oder dem Aortenaneyrisma beim Leonberger
(Chetboul et al., 2003) beobachtet.

Verschiedene Rassen gelten als disponiert fir den kaninen hypophysaren

Hyperadrenokortizismus  (pituitary-dependent hyperadrenocorticism, PDH). Haufig
werden in diesem Zusammenhang Pudel, Dackel und verschiedene Terrier genannt
(Peterson, 2007). Bislang konnte jedoch kein Erbgang nachgewiesen werden.
Dennoch kann bei diesen Rassen von einem genetischen Hintergrund ausgegangen
werden, da sie in allen in dieser Arbeit verglichenen Rasseverteilungen der
betroffenen Hunde aus dem Patientengut verschiedener tiermedizinischer
Einrichtungen weltweit am haufigsten vertreten waren. Das in dieser Arbeit
festgestellte familiare Auftreten der Erkrankung beim Rauhaardackel war zuvor bei
dieser Rasse noch nicht bekannt. Allerdings ist familiares Cushing-Syndrom beim
Yorkshire und Dandie Dinmont Terrier beschrieben (Scholten-Sloof et al., 1992;
Schulman u. Johnston, 1983). Bei den untersuchten Rauhaardackeln kann von
einem rezessiven Erbgang ausgegangen werden. Da Dandie Dinmont Terrier sowohl
als Mitbegrinder der Rasse Rauhaardackel gelten, als auch in Yorkshire Terrier
eingekreuzt wurden, ist es wahrscheinlich, dass sich die urspringliche Mutation in
einer Familie dieser Rasse manifestierte und an die anderen beiden Rassen
weitergegeben wurde. Der PDH tritt erst bei alteren Tieren, in der Regel erst nach
den ersten Zuchteinsatzen, in Erscheinung. Daher werden haufig nicht nur
Anlagetrager, sondern auch betroffene Hunde unwissentlich zur Zucht eingesetzt.
Daher wére es nétig, die genetischen Hintergriinde aufzuklaren, um Hunde vor der
Zucht testen zu konnen und somit das Auftreten erkrankter Nachkommen zu

verhindern. Der Vergleich mit dem humanen Hyperadrenokortizismus lieferte leider
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keine brauchbaren Kandidatengene, so dass dieser Ansatz hier nicht sinnvoll

erscheint.

Fur die mit dem homozygoten Merle-Faktor assoziierten Augenmissbil dungen
konnte bislang keine Erklarung gefunden werden, obwohl die fir die Merle-
Fellfabung kausale SINE (short interspersed nuclear element)-Insertion im SILV-Gen
(Silver) bereits identifiziert wurde (Clark et al., 2006). Bei vielen Rassen, besonders
verschiedenen Hutehunden, gehdrt Merle zu den erwinschten und beliebtesten
Fellfarben. Fur die Zucht dieser Rassen ist es relevant, ob auch merle-heterozygote
Hunde entsprechende Missbildungen entwickeln kénnen. Zur Abklarung waren
ophthalmologische Untersuchungen zahlreicher Hunde verschiedener Merle-
Genotypen von No6ten. Das Vorkommen homozygoter Merle-Hunde ohne assoziierte
Missbildungen stellt den oft als obligat beschriebenen Zusammenhang zwischen dem
Merle-Genotyp und den ophthalmologischen Anomalien in Frage (Schmutz et al.,
2007). Auch die in dieser Arbeit gefundene Assoziation zum MITF-Gen, das die
SILV-Expression in der Embryonalentwicklung reguliert (Baxter et al., 2003), lassen
vermuten, dass diese Defekte nicht allein auf die SINE im SILV zuriickzufiihren sind.
Solange dies jedoch nicht geklart ist, ist die Zucht homozygoter Merle-Hunde
unbedingt zu unterlassen, um keine Welpen mit entsprechenden Missbildungen zu
riskieren. Zu beachten ist, dass Merle x Merle — Verpaarungen in Deutschland nach

dem 811b des Tierschutzgesetzes verboten sind.

Kongenitale sensorineurale Taubheit  kommt bei Hunden, Menschen und Mausen
haufig zusammen mit Pigmentarmut vor (Strain, 2004; Bondurand et al., 2000; Tietz,
1963). Auch bei Dalmatinern, die unter allen Hunden die hdchste Inzidenz dieses
Defektes aufweisen, besteht ein Zusammenhang zur Pigmentierung (Strain, 2004).
Obwohl in Deutschland seit einigen Jahren das Horvermogen alle Dalmatiner Welpen
im Alter von sechs bis acht Wochen mittels des BAER (brainstem auditory evoked
response) Testes untersucht wird und die Zucht mit ein- oder beidseitig tauben oder
blauaugigen Hunden gemaf} 8 11b des Tierschutzgesetztes verboten ist, konnte die
Inzidenz der Taubheit beim Dalmatiner nicht deutlich gesenkt werden. Um dieses Ziel
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zu erreichen, ist es notwendig, die zu Grunde liegenden genetischen Mechanismen
aufzuklaren. Denn bei einem rezessiven, polygenen Erbgang mit einem Hauptgen,
wie er bei der Taubheit der Dalmatiner vorliegt (Famula et al., 2000; Juraschko et al.,
2003) reicht es nicht aus, betroffene Hunde aus der Zucht auszuschlie3en, es
missen auch alle Anlagetrager identifiziert werden konnen. Die sensorineurale
Taubheit der Dalmatiner &hnelt klinisch und histologisch sehr einigen Formen der
Taubheit des Menschen, fir die bereits kausale Mutationen gefunden wurden
(Nance, 2003). Dennoch konnte die Ursache der Taubheit bei diesen Hunden noch
nicht aufgeklart werden. In der vorliegenden Arbeit konnte ein weiteres
Kandidategen, SILV, ebenfalls ausgeschlossen werden. Fur das MITF-Gen
hingegen, welches bei Mensch und Maus ahnliche Phanotypen verursacht, konnten
allerdings Assoziationen zur Taubheit und zu blauer Augenfarbe der untersuchten
Dalmatiner gefunden werden, so dass die Rolle dieses Gens an der Entstehung der
Erkrankung weiterer Abklarung bedarf, um der Ursache der sensorineuralen Taubheit
der Dalmatiner ndher zu kommen und somit diesen erblichen Defekt in Zukunft aus

dieser Rasse eliminieren zu kdnnen.

Die Atiologie der Lundehund-Gastroenteropathie ist bislang unklar. Zwar treten
Proteinverlust-Enteropathien auch bei anderen Rassen auf, jedoch nicht mit einer so
hohen Pravalenz wie beim Lundehund. Der norwegische Lundehund ist eine sehr
rein gezichtete, alte und seltene Rasse mit vielen rassetypischen Besonderheiten
wie Polydaktylie, Hyperflexibilitat der Halswirbelsaule und der Schultergelenke und
verschlielBbaren Gehdrgangen. Sie stand bereits mehrmals kurz vor dem Aussterben
(Frimann-Clausen u. Laane, 1968). Alle heute vorkommenden reinrassigen
Lundehunde gehen auf nur zwei Hindinnen und drei Ruden zurick, mit denen 1961
ein Zuchtprogramm zur Rettung der Rasse begonnen wurde (Kolbjgrnsen et al.,
1994). Einer dieser Ruden erkrankte spater an dem heute beim Lundehund typischen
Gastroenteropathie-Syndrom  (Flesja u. Yri, 1977). Aufgrund der wenigen
Griundertiere kam es spater zu Anpaarungen von verwandten Hunden und so zur
Verbreitung der Erkrankung, die heute fast die Halfte der Population betrifft. Die enge

Verwandtschaft unter den Hunden zeigte sich auch bei unseren Probanden, die sich
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alle in ein gemeinsames Pedigree einordnen lie3en, obwohl einige aus dem Ausland
stammten. In einer so kleinen Population ist es nicht sinnvoll, den ohnehin schon
kleinen Genpool weiter einzuschréanken, indem gesunde Hunde mit geringem
Inzuchtkoeffizienten von der Zucht ausgeschlossen werden, weil einer ihrer
Verwandten die Erkrankung zeigt und sie somit Anlagetrager sein konnten. Allerdings
ist es natdrlich auch nicht sinnvoll, Anlagetrager zu verpaaren und so immer wieder
kranke Hunde zu zichten. Daher ist eine Aufklarung der zu Grunde liegenden
genetischen Komponente notwendig, um nur mit sicher freien Hunden zichten zu
konnen und keine wertvollen freien Tiere aus der Zucht auszuschlieBen, um den
Fortbestand der Rasse zu sichern. Das Kandidatengen AMN (amnionless) konnte in

dieser Arbeit bereits als Verursacher der Erkrankung ausgeschlossen werden.

Schlussfolgerung: Etwa 70 % der ca. 200 monogen vererbten Erkrankungen folgen
vermutlich einem autosomal rezessiven Erbgang (Patterson, 1980). Die Schwierigkeit
bei der Elimination solcher Erkrankungen besteht darin, Anlagetrager zu
identifizieren. Gerade in kleinen Populationen ist es nicht sinnvoll alle Verwandten
von erkrankten Hunden als potentielle Carrier von der Zucht auszuschliel3en, da dies
den ohnehin kleinen Genpool weiter einschréanken und somit die Inzuchtrate erhéhen
und evtl. andere Erbdefekte beginstigen wirde. Auch die Elimination polygener, oft
durch ein Hauptgen verursachter Erkrankungen, gelegentlich mit unterschiedlicher
Penetranz und Expressivitat, ist zlchterisch schwierig, da hier kaum Ruckschlisse
auf den Genotyp der einzelnen Zuchthunde mdglich sind. Daher ist die
molekulargenetische Aufklarung der zu Grunde liegenden Veranderungen notwendig,
um Sanierungsprogramme in der Hundezucht erfolgreich durchfihren und
gleichzeitig die Rassenvielfalt erhalten zu kénnen.

Darlber hinaus ist der Hund ein gut geeignetes Modell fir genetische Erkrankungen
des Menschen. Uber 215 seiner Erbkrankheiten zeigen groBe Homologie zu
humanen Krankheiten (Ostrander et al., 2000). Obwohl Mause, die ebenfalls oft
verwendete Modelle fur menschliche Erkrankung sind, einfacher zu zichten sind,
bietet der Hund viele Vorteile gegentber der Maus. Zum einen ist der Hund

evolutiondr und von der GroRe dem Menschen &ahnlicher, zum anderen sind
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Erkrankungen des Hundes aufgrund seiner Beliebtheit als Haustier meist deutlich
besser erforscht als die der Maus. Auch aus diesem Grund besteht weiterhin grof3er
Aufklarungsbedarf erblicher Erkrankungen des Hundes.
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9 Zusammenfassung
Sabrina Stritzel (2008)

Untersuchungen zu familidren und rassespezifischen Erbkrankheiten beim
Hund

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, Erkrankungen des Hundes, die hauptsachlich in
bestimmten Rassen oder Familien vorkommen und somit einen genetischen
Hintergrund vermuten lassen, zu untersuchen und die Rolle einzelner Gene an der
Entstehung dieser Krankheiten zu Uberprifen.

Die folgenden, in bestimmten Hundepopulationen auftretenden Krankheiten wurden

im Rahmen dieser Arbeit untersucht:

Kaniner sekundarer Hyperadrenokortizismus

Der Hyperadrenokortizismus oder das Cushing-Syndrom entsteht durch eine
Ubermafige Produktion von Cortisol in der Nebennierenrinde. Im Falle der
sekundaren oder hypophysaren Form liegt die Ursache in einem ACTH
sezernierenden Tumor der Adenohypophyse, wodurch die Nebennierenrinde
permanent zur Cortisolsekretion stimuliert wird. Diese Erkrankung scheint sich in
bestimmten, vor allem kleineren Hunderassen, zu haufen. Fur Dackel, Pudel und
diverse Terrierrassen konnte in dieser Arbeit eine Disposition fiir diese Erkrankung
durch den Vergleich diverser Studien, die eine Rasseverteilung der betroffenen
Hunde beschrieben, nachgewiesen werden. In einer Familie von Rauhaardackeln
waren siebzehn z. T. eng verwandte Tiere vom sekundaren Hyperadrenokortizismus
betroffen. Die erkrankten Rauhaardackel waren enger miteinander Verwandt als die
Vergleichspopulation. Dies deutet auf eine erbliche Erkrankung hin. Familidres
Cushing-Syndrom st bislang fir den Hund nur beim Yorkshire Terrier und beim
Dandie Dinmont Terrier beschrieben. Da diese drei Rassen in ihrer Zuchtgeschichte
zusammenhangen, lasst sich ein gemeinsamer genetischer Hintergrund vermuten.

Bei einem der betroffenen Rauhaardackel wurde eine Expressionsanalyse des



MDR1 (multi drug resistance 1)-Gens in der Leber durchgefihrt. In der Cr-
Auswertung der Expressionshéhe zeigte sich bei diesem Hund eine deutlich erhéhte
relative Expression des kaninen MDR1, vermutlich durch eine Hochregulation der
Expression aufgrund des lang andauernden Uberschusses an Cortisol, das vom
MDR1 p-Glykoprotein transportiert wird, bedingt. In der Sequenzanalyse der
codierenden Bereiche des MDR1 dieses Hundes konnten keine Polymorphismen zur
Boxer-Referenzsequenz gefunden werden, so dass MDR1 vermutlich nicht an der

Entstehung des kaninen hypophysaren Hyperadrenokortizismus beteiligt ist.

Augenmissbildungen bei Weilitigern

Bei zwei Uberwiegend weil3 gefarbten Altdeutschen Hutehunden und einem
Altdeutschen Hitehund - Australian Shepherd Mischling wurden multiple
Augenmissbildungen festgestellt. Diese bestanden in multiplen, atypischen
Kolobomen, Dyskorie, persistierender Pupillarmembran, Netzhautablésung und
Mikrophthalmie. Bei allen drei Hunden konnte die die Merle-Fellfarbung
verursachende SINE (short interspersed nuclear element)-Insertion im silver (SILV)-
Gen homozygot nachgewiesen werden. Homozygote Merle-Hunde sind oft von
ahnlichen Augenmissbildungen und Innenohrtaubheit betroffen. Da aber auch Hunde
vorkommen, die diese SINE homozygot tragen und tUberwiegend weil3 gefarbt sind,
aber keine typischen Augenmissbildungen aufweisen, ist unklar, wodurch diese
Anomalien hervorgerufen werden. Zwar wurde in Merle-Familien ein mit dem
Genotyp segregierender Haplotyp fur SILV- flankierende Marker gefunden. Aber bei
den drei betroffenen Hunden konnten aber neben der SINE keine weiteren
Polymorphismen in SILV gefunden werden. Auch in der Lange einer in der SINE
enthaltenen Poly-A-Region wurden keine Unterschiede zwischen homozygoten und
heterozygoten Hunden festgestellt. Bei merle-heterozygoten Hunden konnte keine
Transkription des mutierten Allels von SILV nachgewiesen werden. Allerdings konnte
eine signifikante Assoziation von flankierenden und intragenischen fir das
microphthalmia-associated transcription factor (MITF)-Gen, welches die Expression
von SILV wahrend der Embryogenese reguliert, zu den Augenmissbildungen

gefunden werden. Daher ist SILV zwar fur die Merle-Fellfarbung verantwortlich, den



ophthalmologischen Defekten scheint allerdings noch eine weitere Mutation in oder in

der Nahe von MITF zu Grunde zu liegen.

Kongenitale sensorineurale Taubheit der Dalmatiner

Diese Form der Taubheit tritt in vielen Hunderassen, besonders héaufig bei weil3en
Hunden, auf. Die hdchste Inzidenz zeigt die Erkrankung beim Dalmatiner. Auch hier
besteht ein Zusammenhang zum Pigmentierungsstatus: Dalmatiner mit blauen
Augen sind haufiger, Hunde mit kongenital pigmentierten Flecken seltener betroffen.
Daher wurden zwei in die Pigmentierung involvierte Gene, die bei anderen
Hunderassen, Mensch oder Maus mit Taubheit einhergehen kénnen, an tauben und
horenden Dalmatinern mit blauen und braunen Augen untersucht. Das SILV-Gen
(silver) verursacht die Merle-Fellfarbung bei verschiedenen Hunderassen.
Aufgehellte Fellfarbe und haufig blaue Augen sind die typischen Merle-Merkmale.
Homozygote Merle-Hunde kdnnen auch von Innenohrtaubheit betroffen sein. Weder
die die Merle-Farbung verursachende SINE-Insertion noch andere Polymorphismen
der codierenden Sequenzen konnten in SILV bei den untersuchten Dalmatinern
identifiziert werden. Daher ist nicht anzunehmen, dass Mutationen in SILV an der
Entestehung der kongenitalen sensorineuralen Taubheit der Dalmatiner beteiligt sind.
Das MITF (microphthalmia-associated transcription factor) -Gen verursacht
kongenitale Taubheit vergesellschaftet mit Pigmentarmut von Haut, Haar und Iris bei
Mausen und Menschen. AulR3erdem gilt es als assoziiert mit weilRer Fellfarbe bei
verschiedenen Hunderassen, darunter auch Dalmatiner. WeiRe Hunde aller dieser
Rassen sind ebenfalls haufig taub sein. An den beschriebenen Dalmatinern wurden
flankierende und intragenische Marker fur MITF typisiert. Fur einige dieser Marker
konnte eine signifikante Assoziation zu Taubheit und blauer Augenfarbe gefunden
werden. Daher koénnte dieses Gen an der Entstehung der kongenitalen

sensorineuralen Taubheit beim Dalmatiner beteiligt sein.

Lundehund-Gastroenteropathie
Norwegische Lundehunde sind haufig von einem von Durchfall und Erbrechen

gepragtem Gatroenteropathie-Syndrom, bestehend aus Gastritis, Proteinverlust-



Enteropathie, intestinaler Lymphangiektasie und entziindlichen Darmerkrankungen,
betroffen. Da die Pravalenz in der recht kleinen Lundehundpopulation in einigen
Studien mit 40-50 % angegeben wird und sich alle in dieser Arbeit untersuchten
Lundehunde in ein gemeinsames Pedigree einordnen lie3en, ist eine genetische
Komponente an der Entstehung dieser Gastroenteropathie wahrscheinlich.

Ein Befund bei dieser Erkrankung ist ein verringerter Cobalaminspiegel. Cobalamin-
Malabsorption kann beim Hund (Riesenschnauzer und Australian Shepherd) durch
Mutationen im amnionless (AMN)-Gen, das fur eine Untereinheit des
Cobalaminrezeptors codiert, hervorgerufen werden. Daher kénnte dieses Gen auch
bei den betroffenen Lundehunden ursachlich veréndert sein. Die beschriebenen
Mutationen konnten bei diesen Lundehunden nicht nachgewiesen werden. Eine
Kopplungs- und Assoziationsstudie mit AMN-flankierenden Mikrosatelliten und SNPs
lieferte keine signifikanten Ergebnisse. In den codierenden Sequenzen von AMN
konnten keine Polymorphismen gefunden werden. Daraus schlussfolgern wir, dass
AMN keine Rolle in der Cobalamin-Malabsorption in der Lundehund-

Gastroenteropathie spielt.
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10 Summary
Sabrina Stritzel (2008)

Familial and breed specific hereditary diseases in dogs

The objective of this study was to examine canine diseases occurring basically in
certain breeds or families and so suggesting a genetic background. The role of a
couple of genes in the development of the following diseases appearing in definite

dog populations was examined in this work:

Canine pituitary-dependent hyperadrenocorticism
The cause of hyperadrenocorticism or Cushing’s disease is an excessive production
of cortisol by the adrenal cortex. In case of a secondary or pituitary-dependent
hyperadrenocorticism the origin is a pituitary tumor secreting ACTH and so
stimulating the adrenal cortex to permanent secretion of cortisol. Especially in smaller
dog breeds a frequent occurrence of this disease is recognized. In this work a breed
predisposition was confirmed for Dachshunds, Poodles and several Terrier breeds by
comparison of different studies describing a breed distribution between affected
dogs. In a family of wire-haired Dachshunds seventeen partly closely related animals
were affected. These diseased dogs were more closely related than the comparison
population. These findings suggest a hereditary disease. Familial Cushing’s disease
has only been described in Yorkshire and Dandie Dinmont Terriers yet. Because
these three breeds are connected in their breeding history, a common genetic
background can be assumed. An expression analysis of MDR1 (multi drug resistance
1) was performed in the liver of one of the affected Dachshunds. The performed
Cr-analysis revealed an obvious increased relative expression of MDR1.
Assumedly this was caused by an up-regulation of MDR1 expression due to the
enduring excess of cortisol, which is transported by the MDR1 p-glycoprotein.
Sequence analysis of the coding regions of MDR1 of this dog did not reveal any
polymorphism in comparison to the reference sequence of the Boxer, so MDRL1 is not
supposed be causative for the development of canine pituitary-dependent
hyperadrenocorticism.
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Ophthalmologic defects in double merles

In two predominantly white Old German sheepdogs and an Old German sheepdog —
Australian shepherd mix multiple ocular defects, including multiple, atypical
colobomata, dyscoria, persistant pupillary membrane, retinal detachment and
microphthalmia, were diagnosed. All three dogs were homozygous for a SINE (short
interspersed nuclear element)-insertion in SILV (silver) causing the merle coat
pattern. Those dogs often exhibit several anomalies of the eyes and deafness of the
inner ear. Because dogs homozygous for this SINE with white coat color, but without
any associated defects are also described, it is not clear whereby these anomalies
are caused. In merle families a haplotype of SLIV flanking markers segregating with
the merle genotype was detected. Nevertheless, no polymorphisms except for the
SINE could be revealed in SILV in the three affected dogs. Moreover there was no
difference in the length of a poly-A-region included in the SINE between dogs
homozygous and heterozygous for the merle mutation. No transcription of the
mutated allele of SILV was detected in heterozygous dogs. However, a significant
association of flanking and intragenic markers for MITF (microphthalmia-associated
transcription factor), which regulates SILV expression during embryogenesis, was
identified. These results suggest that SILV is causative for the merle coat pattern, but

the ocular defects might be due to additional mutations in or close to MITF.

Congenital sensorineural deafness in Dalmatian dogs

This form of deafness occurs in many dog breeds, especially in white dogs. The
highest incidence is recognized in Dalmatian dogs. In this breed, a relationship to
pigmentation is described, too. Dalmatians with blue eyes are more often affected,
whereas dogs with congenital pigmented patches are less often deaf. Therefore, two
genes involved in pigmentation and causing deafness in other dog breeds, human or
mice were examined. For this purpose, hearing and deaf Dalmatians with blue and
brown eyes were chosen. SILV (silver) causes the merle pattern, which is
characterized by diluted coat color and often blue eyes in many dog breeds. Dogs
homozygous for the merle factor can be affected by deafness of the inner ear, too.

Neither the merle causing SINE nor any other polymorphism in the coding sequences
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of SILV was identified in the examined Dalmatian dogs. So this gene can be
excluded to be responsible for congenital sensorineural deafness in Dalmatian dogs.
The microphthalmia-associated transcription factor (MITF) causes congenital
deafness associated with lack of pigmentation of the iris, hair and skin in human and
mice. Moreover, it is associated with the white coat color in many dog breeds,
including Dalmatians. White dogs often are affected by deafness, too. For the
Dalmatians, flanking and intragenic markers for MITF were genotyped. For some of
these markers a significant association to deafness and blue iris color was identified.
Therefore, MITF could be involved in congenital sensorineural deafness in Dalmatian

dogs.

Lundehund gastroenteropathy

Norwegian lundehunds often are affected by a gastroenteropathy-syndrome
characterized by diarrhoea and vomitus and caused by gastritis, protein-losing
enteropathy, intestinal lymphangiectasia and inflammatory bowel disease. The
described prevalence in this rather small population is about 40-50 %. A joint
pedigree was established for all examined lundehunds in this work. So a genetic
background can be assumed for this disease. One finding in affected Lundehunds is
a deficiency of cobalamin. Malabsorptions of cobalamin in dogs (Giant Schnauzer
and Australian Shepherd) can be caused by mutations in the amnionless (AMN) gene
coding for a part of the cobalamin receptor. Therefore, AMN could also play a role in
the disease of these lundehunds. The described mutations were not identified in the
examined dogs. Moreover, a linkage and association study with AMN flanking
microsatellite and SNP markers did not reveal any significance, and the coding
sequences of AMN showed no polymorphisms. Therefore, we conclude that AMN is

not involved in the Lundehund-gastroenteropathy.
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11 Anhang

A Zu Kapitel 2

Abbildung Al : Sonographie der vergrol3erten Nebenniere eines vom

Hyperadrenokortizismus betroffenen Rauhaardackels

Abbildung A2 : vom Cushing-Syndrom betroffener Rauhaardackel mit

Stammfettsucht und schitterem Fell
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Abbildung A3 : vom Hyperadrenozismus betroffener Rauhaardackel post mortem

Abbildung A4 : vom Hyperadrenokortizismus betroffner Rauhaardackel nach
Euthanasie
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Abbildung A5 : Hypophyse, Hypophysenkarzinom; HE-Féarbung

Abbildung A6 : Nebenniere, fokale noduléare Hyperplasie; HE-Farbung
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Abbildung A8 : Verwandtschaftskoeffizienten der sicher vom

Hyperadrenokortizismus betroffenen Rauhaardackel insgesamt, mit nur einem
Betroffenenen pro Wurf und nur auf die betroffenen Normalteckel bezogen, im
Vergleich zu allen 1995 geborenene Rauhaardackeln

O Relative Expression
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Abbildung A9 : Relative Expressionshéhe des MDR1 in der Leber eines vom
Hyperadrenokortizismus betroffenen Rauhaardackels (Hund B) im Vergleich zu zwei
nicht betroffenen Elos
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Tabelle Al : Verwandtschaftsgrade der einzelnen vom sekundéaren
Hyperadrenokortizismus betroffenen Rauhaardackel zueinander

176

Hund Hund Verwandtschaftsgrad Hund Hund Verwandtschaftsgrad
1 2 in % 1 2 in %
K | 14,20 N I 7,30
o] D/E 13,52 Q o] 7,28
N F 12,68 F L/M/P 7,12
A/B/IC DIE 12,18 Q I 6,96
J A/B/C 11,94 Q L/M/P 6,46
o] L/M/P 11,92 N L/M/P 574
I J 11,50 Q J 5,42
L/M/P J 11,36 Q A/B/C 4,86
O J 11,30 K Q 4,66
I A/B/IC 11,00 Q H 4,40
L/M/P_ A/BIC 10,58 ©) H 4,12
o] I 10,48 H D/E 3,92
F O 10,38 L/M/P H 3,68
K 0 9,78 H G 3,60
J D/E 9,70 J H 3,06
K F 9,60 F H 2,92
I D/E 9,48 A/B/C H 2,88
F J 9,46 I H 2,70
K A/B/C 9,42 K H 2,42
F I 9,38 N H 2,02
N D/E 9,26 Q G 0,72
Q N 8,92 N G 0,60
F A/B/C 8,92 G D/E 0,44
N 0 8,86 F G 0,42
L/M/P  DIE 8,76 O G 0,40
K D/E 8,54 I G 0,40
N J 8,38 L/M/P G 0,38
I L/M/P 8,36 J G 0,36
K L/M/P 8,04 K G 0,34
K N 7,56 A/B/C G 0,32
N A/B/C 7,42
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B Zu Kapitel 4

Abbildung B1 : Altdeutscher Hutehund-Australian Shepherd-Mix, homozygot fur den

Merle-Faktor

Abbildung B2 : direkter Nachweis der Merle-Mutation in homozygoter (MM) oder

heterozygoter (Mm) Form
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Abbildung B3 : Haplotypen der SILV-flankierenden Mikrosatelliten, die mit dem
Merle-Phanotyp in einer Familie von Altdeutschen Hitehunden ko-segregieren
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Tabelle B1 : Primer fUr die Mutationsanalyse des caninen SILV Gens

Primer Vorwartssequenz (5’-3’) Ruckwartssequenz (3'-5)
exonl GTAGCGGGATGTCCAGGG GAGAAAAATCAGAGCAGGTGTG
exon2+3 ATGGTGCTGTCCCCTGA ATCTGAGCCCTTGGAATAA
exon4 GGTTTGAGGGTGACTCTGTGT GGGCAGTGAAGATTTAGGGAA
exon5 TTCCCTATGCTCAGTTCTTCC GCTTTGCCCCTTCCCA
exon6a GGTGTGCCTGTGAAAGAAG CAAGCGTAGTGCCTGTGAC
exon6b GCAGATGACGACCACGG GTCCCACCTCAATGAACCT
exon7 GCCTCTTCAATCCTCTCC CAAGGTATGCTTTCACTGG
exon8 GAAGCAGCCTTACGGTTTT CGGAGTTCTCAGGACAATCA
exon9 CCATTGCCCTGACCTAAGC AGCCTGTCCAACGCCTG
exonl0 ACAAGAGCTGGGATGCAGAG TTCAAAAGAAGTGGCGGTTC
exonll CAGTTTCTCCTTTATTCTCCCA CCTCGGCAAATCACAGCA
cDNA 1 AATCTGGTGCCGAGAAAATG GAGACCAAGGGCCAGATG
cDNA 2 CCCCAGGTACTTGATGATGC TCCAAAGTCCCAGGTGTAGG
cDNA_3 GCTATTTGTCTGGGGCTGAC GGTTGACCCTTCAGGTGTTG
cDNA_4  ACCACACTTGCAGAGACCAC TTCAGCACTTGGTGCAAAAC
cDNA 5 TGCATGGACATCTCATCACC TCTCCAAGGGAAGTCTGGAG
c_SINE1l GGTATCTCTGATATATAGG

CGAAGACT GAACAGACCCCTCCTCAATG
c_SINE2 CTTCTGAAGCAGGGCTCA
SINE_ TCCCAATGTTAGGCGAAGAC GGAAGGGGGAGAGCTGAG

Lange

179
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C Zu Kapitel 6

Tabelle C1: Anzahl der untersuchten Dalmatiner, aufgeteilt nach Horstatus und
Augenfarbe (Birkaugen zahlen zu den Blauaugen)

Dalmatiner Horend einseitig taub beidseits taub
braune Augen 22 18 4

1 Blauauge 18 13 6

2 Blauaugen 4 1 2

Tabelle C2: HET (heterozygosity) und PIC (polymorphism information content) der

MITF-flankierenden Marker fir die 88 genotypisierten Dalmatiner

Marker Anzahl der Allele PIC (%) HET (%)
RPCI81-119P24 2 21.58 19.54
REN100J13 4 25.68 26.74
Langenpoly- 2 25.00 24.14
morphismus

SNP_28741 2 30.47 36.36
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D Zu Kapitel 7

Tabelle D1: Haplotypen der heterozygoten Marker ABGc012, ABGc015, ABGc018,
ABGc020 und ABGc021 der GE-betroffenen Lundehunde (*genotypisiert bzw. *durch

MERLIN geschatzt)

GE-betroffener Lundehund Haplotyp
17 176,184 87,99 310,294 162,164 120,124
184,176 99,87 294,310 164,162 124,120
2" 176 101 310 162 124
176 99 310 162 126
3" 176 101 310 162 126
176 101 310 162 126
4* 176 101 310 162 124
176 101 310 162 124
5* 180,176 99,101 294,310 162,164 120,124
6 * 176,180 101,99 310,294 162,164 124,120
176 101 310 162 126
7 176, 180 99 310,294 162,164 124,120
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Labormaterialien

Equipment

Thermocycler
. PTC-100™ Programmable Thermal Controller (MJ Research, Watertown, MA,
USA)
. PTC-100™ Peltier thermal Cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA)
. PTC-200™ Peltier thermal Cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA)

. Biometra TProfessional Thermocyler (Biometra, Gottingen, Deutschland)

Automatische Sequenzierer
. LI-COR Gene Read IR 4200 DNA Analyzer (LI-COR Inc., Lincoln NE, USA)
. LI-COR Gene Read IR 4300 DNA Analyzer (LI-COR Inc., Lincoln NE, USA)
. MegaBACE 1000 (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland)
. ABI 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)

Gelelektrophorese

Elektrophoresekammern:

. OWL Seperation Systems (Portsmouth, NH, USA)
. Biometra (Gottingen, Deutschland)

- BioRad (Munchen, Deutschland)

Generatoren:
. 2301 Macrodrive 1 (LKB Bromma, Schweden)
. Power Pac 3000 (BioRad, Miinchen, Deutschland)
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Gel-Dokumentationssystem:

. BioDocAnalyze 312 nm (Biometra, Géttingen, Deutschland)

Zentrifugen
. Sigma centrifuge 4-15 (Qiagen, Hilden, Deutschland)

. Desk-centrifuge 5415D (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
. Speed Vac® plus (Savant Instruments, Farmingdale, NY, USA)

. Biofuge stratus (Heraeus, Osterode, Deutschland)

- Megafuge 1.0R (Heraeus, Osterode, Deutschland)

Pipetten
. Multipette® plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

. Pipetus®-akku (Hirschmann® Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt,
Deutschland)

. Pipetman® (P2, P10, P20, P100, P200, P1000) (Gilson Medical Electronics
S.A., Villiers-lebel, Frankreich)

. Pipettor, Multi 12 Channel (0,1-10 1) (Micronic® systems, Lelystad,
Niederlande)

. Impact® Pipettor 12 Channel und 8 Channel (Matrix Technologies Corporation,
Cheshire, UK)

- HAMILTON 8 Channel syringe (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz)

Andere

. Milli-Q® biocel water purification system (Millipore GmbH, Eschborn,
Deutschland)

. Inkubator VT 5042 (Heraeus, Osterode, Deutschland)

- UV-llluminator 312 nm (Bachhofer, Reutlingen, Deutschland)

. Centomat® R Desk-Shaker, (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland)

. Biophotometer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
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Kits

Isolierung von DNA
- QiAamp 96 DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
- NucleoSpin Kit 96 Blood Quick Pure Kit (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland)
. Plasmid Mini Prep 96 Kit ( Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland)
. Qiaex® Il Gel Extraction Kit (500) (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Konservierung von RNA
- RNAlater Solution (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Isolierung von RNA

- Nucleospin RNA 1I-Kit (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland)
- RNeasy 96 Universal TissueKit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

DNA-Aufreinigung
. Montage PCR 96 Cleanup Kit (Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland)
. MinElute®96 Plate (Qiagen, Hilden, Deutschland)
. AutoSeq™ Plate (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland)

Seqguenzierung

. DYEnamic-ET-Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare, Freiburg,

Germany)

Genotypisierung

. TagMan® minor groove binding (MGB) probe (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)
. SensiMix DNA Kit (Quantance Ltd, London, UK)

Klonierung
. Invitrogen TA Cloning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
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PCR

. ThermalAce DNA Polymerase Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

Langenstandards

. 100 bp Ladder (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Deutschland)

-1 kb Ladder (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Deutschland)

. IRDye™ (700 oder 800) 50 bp - 350 bp (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA)
. IRDye™ (700 oder 800) 50 bp - 700 bp (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA)

Enzyme

PCR

. SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

. Tag-DNA-Polymerase 5 U/ | (Qbiogene/MP Biomedicals, Heidelberg,
Deutschland)

. Tag-DNA-Polymerase 5 U/ | (Quiagen, Hilden, Deutschland)

- Incubation Mix T.Pol with MgCl [1,5 mM] (Qbiogene/MP Biomedicals,
Heidelberg, Deutschland)

Die Polymerase wurde immer zusammen mit dem Incubation Mix T.Pol 10 x

Puffer verwendet

RELP
Die Enzyme ECO R1 und BtsCl (New England Biolabs, Frankfurt/Main,

Deutschland) wurden mit dem adaquaten 10x Enzym-Puffer verwendet
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Primer

Die Primer wurden von MWG-Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) und

biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland) auf Bestellung produziert.

Reagenzien und Puffer

APS solution (10%)

. 1gAPS
. 10 ml H20

Bromophenolblau Lésung

. 0,5 g Bromophenolblau
.10 ml 0,5 M EDTA Lésung
- H20 ad 50 ml

dNTP L3sung
. 100 pl dATP [100 mM]
100 pl dCTP [100 mM]
- 100 pl dGTP[100 mM]
. 100 pl dTTP [100 mM]
. 1600 ul H,O
Die Konzentration von jedem dNTP in der Gebrauchslésung ist 5 mM

Gellésung (4%)
. 13,5 ml Urea/TBE (4%)
. 1,5 ml Rotiphorese ® Gel 40 (38% Acrylamid und 2% Bisacrylamid)
. 95 ul APS Ldsung
. 9,5 ul TEMED
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Gellésung (6%)
. 12,75 ml Urea/TBE (6%)
. 2,25 ml Rotiphorese ® Gel 40 (38% Acrylamid und 2% Bisacrylamid)
. 95 ul APS Lésung
. 9,5 ul TEMED

Ladepuffer fir Agarosegele
. EDTA, ph 8 100 mM
- Ficoll 400 20% (w/v)
. Bromphenolblau 0,25% (w/v)
. Xylencyanol 0,25% (w/v)

Ladepuffer fur die Gelelektrophorese

.2 ml Bromphenolblau Lésung

.20 ml Formamid

TBE-Puffer (10x)
. 108 g Tris [121,14 M]
. 55 g Borsaure [61,83 M]
. 7,44 g EDTA [372,24]
. H,O ad 100 ml
ph 8,0

TBE-Puffer (1x)
- 100 ml TBE-Puffer (10x)
- 900 ml H,O
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Urea/TBE Losung (4 %)
. 425 g urea [60,06 M]
300 ml H,O
- 100 ml TBE-Puffer (10x)
. aufgeldst im Wasserbad bei 65T
. H20 ad 900 ml

Urea/TBE Losung (6 %)
. 425 g urea [60,06 M]
. 250 ml H,O
. 100 ml TBE-Puffer (10x)
. aufgeldst im Wasserbad bei 65T
. H>0O ad 850 ml

Chemikalien

. Agarose (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

. Ampicillin (Serva, Heidelberg, Deutschland)

- APS (Ammoniumpersulfat)  98% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

. Borsaure 99,8%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. Bromophenol Blau (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

. Chloramphenicol (Serva, Heidelberg, Deutschland)

- DMSO 99,5%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. dNTP-Mix (Qbiogene/MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland)

. EDTA 99%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

- Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. Ethylalkohol (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

. Formamid 99,5%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. Paraffin (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)
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. Rotiphorese® Gel 40 (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. Sephadex™ G-50 Superfine (GE Healthcare, Freiburg, Germany)

. TEMED 99%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. Tris Pufferan® 99.9%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)
- Urea 99,5%, p.a. (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

. Wasser wurde aus dem Wasseraufreinigungssystem Milli-Q® verwendet

. X-Gal (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

Verbrauchsmaterialen

. Adhesive Film (-40C - +104<) fur PCR-Platten (ner be plus, Winsen/Luhe,
Deutschland)

. Combitips® plus (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

. MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)

. MicroAmp™ Optical Adhesive Film Kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland)

. PCR-Platte PP, nature, 96 x 0,2 ml, skirted, RNAse-, DNA- und pyrogenfrei
(nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland)

. Pipette Tips 0,1 — 10 | (7600) (Matrix Technologies Corporation, Lowell, USA)

. Pipette Tips 0,1 — 10 1(K138.1), 0,1 - 10 | (A407.1),5-200 1(7058.1) (Carl
Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland)

- Reaction Tubes 1,5 ml und 2 ml (nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland)

- Reaction Tubes 10 ml und 50 ml (Falcon) (Renner, Darmstadt, Deutschland)

. Thermo-fast 96-Well Plate, skirted (ABgene, Hamburg, Deutschland)



Anhang 190

Software

BLASTN, trace archive
DNASTAR EditSeq™

EBI toolbox

Enzym Bestellung
HaploPainter V.029.5
MERLIN software package
version 1.0.1

OPTI-MATE, version 3.87

PEDS.0

Primer Bestellung

Primer design

Repeat masker

Sequencer 4.7

Spidey

SUN Fire V490
SUN Ultra Enterprise 450

UCSC genome browser

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Windows 32 EditSeq 4.03
http://www.ebi.ac.uk/Tools/sequence.html
http://www.neb.com/nebcomm/products/categories.asp
http://haplopainter.sourceforge.net/html/index.html

http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin

Wrede und Schmidt (2003), Institut fur Tierzucht und
Vererbungsforschung, Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannover

Dr. H. Plendl et al. (2005) Institut fir Human Genetik,
Kiel

MWG Biotech-AG, Eberberg
(https://ecom.mwgdna.com/register/index.tcl)
biomers.net GmbH, Ulm

(order@biomers.net)
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://www.repeatmasker.org/cgi-
bin/WEBRepeatMasker

GeneCodes, Ann Arbor, MI, USA
http://www.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Ostell/
Spidey/index.html

Sun microsystems

Sun microsystems

http://genome.ucsc.edu/index.html
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