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MDRI- mutasjonen i Norge

Forord

Vi har hert om ivermektinsensitivitet hos collie under veterinerutdanningen. Siden vi
ikke har funnet studier gjort i Norge innen omréadet, syntes vi det var et godt tema pa
fordypningsoppgaven. Dessuten har forskning fra andre land vist en relativt hey
frekvens av mutasjonen 1 Multidrug resistance 1 (MDR1)-genet, som er arsaken til
overfalsomheten. Dette var enda en grunn til at vi ensket & se hvor aktuell mutasjonen
var 1 Norge. | tillegg onsket vi & informere veterinerer om sensitiviteten hos collie. Med
utgangspunkt 1 fordypningsoppgaven ensket vi derfor & skrive en artikkel som kunne

publiseres 1 et tidskrift for veterinarer, som for eksempel Norsk veterinartidsskrift

(NVT).

Sammendrag
Tittel: Mutasjonsfrekvensen 1 Multidrug resistance 1 (MDR1)-genet hos collie i
Norge

Forfattere:  Josefin Hultman, Linda Nordin, Evalinn Pedersen

Veiledere. Lars Moe, Christine Grendahl, Kristin Prestrud

Formal: Hensikten med dette studiet var & ansla forekomsten av Multidrug resistance 1
(MDR1) mutasjonen hos collie i Norge. Dessuten var formdlet & informere veterinaerer
om MDRI1-genets funksjon og sensitiviteten hos collie for enkelte legemidler.

Design: Tverrsnittstudie.

Materiale og metode: Blodprover ble samlet inn 1 2006 til 2012 fra 63 langhéarede
collier for analyse av MDR1-genotyping.

Resultat: MDRI1-mutasjonen fantes hos 54 av 63 collier. 28 av hundene var
homozygote for mutasjonen, 26 av hundene var heterozygote, og 9 var wildtype.
Konklusjon og klinisk relevans: Forekomsten av MDR1-mutasjonen hos norsk collie
er hoy. Veterinerer ber derfor ved administrering av P-glykoproteinsubstrater (P-gp),
som for eksempel ivermektin, ha kjennskap til bivirkninger som kan oppstéa og eventuelt

handtering av disse.
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Innledning

I 1983 fant Preston og Seward en korrelasjon mellom ivermektinsensitivitet og collie. Dette
var forste gang sammenhengen ble gitt oppmerksombhet (1,2). Noen ar senere ble det utfort
en studie der det ble observert nevrologiske symptomer hos enkelte collier som fikk
ivermektinbehandling (3) og Mealey fikk et stort gijennombrudd innen dette omradet 1 2001.
Da beskrev hun en delesjonsmutasjon 1 Multi Drug Resistance 1 (MDRI1) genet (4) pa
kromosom 14 (5) hos ivermektinsensitive collier (4). Et nyere navn pa dette genet er ATP-
Binding Casette sub family B member 1 eller ABCBI (6), men i denne oppgaven kommer
MDR 1-benevnelsen til & bli benyttet.

MDR1-genet koder for P-glykoprotein (P-gp), en transmembran proteinpumpe (7), som
uttrykkes 1 blant annet endotelceller 1 hjernens kapillarer (8), 1 tarmen (9), gallegangsceller
(10), nyrer (11), placenta (12) og testikler (13). Proteinpumpens funksjon er & fore

xenobiotika fra det intracellulaere til det ekstracellulaere rom (14).

Ved en mutasjon i MDR1-genet gker den perorale absorpsjonen av medikamenter (15) som
binder til P-gp. Bivirkninger som kan oppstd ved administrering av slike P-gp substrater
omfatter sentralnervese (CNS) symtomer som for eksempel ataksi, letargi, blindhet,
kramper og koma (16). Hos mutasjonspasienter kan det derfor bli aktuelt med individuell
medisinering av P-gp substrater, slik at valg av legemiddel og dose tilpasses hver enkelt

collie, avhengig av genotypen.

Mutasjonen i MDRI1-genet er sett hos flere gjeterhundsraser (17), som for eksempel
shetland sheepdog, old english sheepdog, australian shepherd (18) og border collie (5), men
ifolge andre studier er det collie som har heyest mutasjonsfrekvens (19). Det var storst
sannsynlighet for & oppdage mutasjonen hos collierasen. Vért mél var & underseke MDR1-
mutasjonsforekomsten hos hund i1 Norge og pa bakgrunn av de publiserte resultatene valgte
vi & studere collie. [ tillegg onsket vi & fi mer kunnskap innen omrédet og formidle den til

andre veteringrer og dyreeiere.
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MDR-genet og dannelsen av P-glykoprotein

I 1976 ble det for forste gang beskrevet et glykoprotein i1 kolchicin resistente eggceller
fra kinesiske hamstre. Proteinet som fikk navnet P-glykoprotein (P-gp) var inkorporert i
eggcellenes plasmamembran, og cellene viste en signifikant korrelasjon mellom
kolchicin resistens og mengde av P-gp. Dette var ifelge forfatterne Juliano og Ling
forste gang det ble bevist en sammenheng mellom P-gp og medikamentell resistens

(20).

Senere, pa 1980-tallet, ble genet som koder for P-gp identifisert. Siden genet
overuttrykkes 1 multidrug resistente tumorceller, ble det kalt for Multi Drug Resistance
1 (MDR1) gen (7). Et annet nyere navn pd dette genet som ogsa brukes synonymt 1
litteraturen er ABCB1 (6). Navnet skyldes at genet tilhorer ATP-Binding Cassette
(ABC) superfamilie, som er blant de sterste proteinfamiliene hos alle arter. Genene pa
denne kassetten koder for transportproteiner, som for eksempel Multidrug Resistance
associated Protein (MRP) og Breast Cancer Resistant Protein (BCRP) (21). Bdde MRP
og BCRP er involvert i multidrug resistens 1 likhet med P-gp, men de virker ogsa delvis
pa andre substrater enn P-gp substrater. Enkelte substrater kan i tillegg vaere malgruppe

for mer enn en type transportprotein (22,23).

Mus har tre ulike gener som koder for P-gp: MDR1, MDR2 og MDR3 (24). Dette kan
sammenliknes med hund og menneske som har to MDR-gener (25). Disse genene er
MDR1 og MDR3, der den sistnevnte ogsd har navnet MDR2 1 litteraturen. Selv om
hund har to MDR-gener, er det i dag bare MDRI1 som ser ut til & ha multidrug resistente
egenskaper (26). Derfor er det inntil videre MDR1-genet hos hund som er av storst
intresse. Dette genet ligger pa kromosom 14 og bestar av 27 eksoner (5). Det varierer
mellom artene hvilket kromosom MDR-genene ligger pa, men det kan nevnes at de hos
menneske ligger pd kromosom 7, hos mus kromosom 5, hos sau kromosom 4 og hos

hamster kromosom 1 (25).
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Figur 1. P-glykoprotein er en ATP-drevet transportgr som forflytter intracellulere P-gp substrater til
ekstracellulert rom. Figuren viser den transmembrane pumpens plassering i blod-hjernebarrieren
(BBB). Figuren er direkte hentet fra: Merola V. M.; Eubig P.A. 2012, Toxicology of avermectins and
milbemycins (macrocylic lactones) and the role of P-glycoprotein in dogs and cats, Veterinary Clinics
of North America, Small Animal Practice; 42: 2, 313-333.
ABC-genene, som koder for flere transportproteiner, finnes bédde hos eukaryote og
prokaryote organismer (27). Prokaryote organismer bruker disse proteinene til &
transportere substanser, som for eksempel sukker, inn i cellene. Eukaryote organismer,
derimot, bruker proteinene til & blant annet forflytte xenobiotika ut av cellene (21). Et av
de viktigste transportproteinene hos eukaryote er P-gp. Funksjonen til P-gp, foruten a
flytte xenobiotika ut av cellene, er delvis ukjent. Derfor er det uvisst om proteinet ogsa
flytter endogene substanser (28). Videre finnes P-gp 1 organer som er involvert i
ekskresjon eller sekresjon. Her er P-gp viktig for & forhindre en oppkonsentrasjon av
legemidler 1 cellene. Dette gjor P-gp ved aktivt & pumpe xenobiotika ut av cellene (se
Figur 1) (29). P-gp finnes mellom blod og vev 1 flere organer, og bidrar til barrieren mot
potensielt farlige stoffer for organismen (30,31). P-gp er derfor viktig for sikkerhet og
effektivitet av medikamenter, siden de er involvert i absorpsjon og distribusjon i

kroppen (10).

Det er stor likhet mellom DNA-sekvensene som koder for P-gp hos ulike arter. Det
indikerer at sekvensene er relativt godt evolusjonert konservert, men det finnes visse

forskjeller og de er plassert 1 proteinets N-terminale region (32).
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Mutasjonen i MDR1-genet

Toksisiteten med ivermektin har lenge veart kjent hos collierasen (1,2). I 2001 fant
forskere en frameshift delesjonsmutasjon i MDRI-genet som er arsaken til
ivermektinoverfelsomheten. MDR1-mutasjonen er autosomal recessiv (33) og selve
delesjonen bestédr av 4 basepar (se Figur 2). Delesjonen gir et for tidlig stoppkodon og
dermed avsluttes syntesen av proteinet for tidlig, slik at det dannes dysfunksjonelle P-
gp. Individer som er homozygote for mutasjonen i MDRI1-genet, mangler derfor
funksjonelle P-gp (4) og heterozygote individer har faerre funksjonelle P-gp enn
wildtype individer (6).

The canine MDR1 gene, exon 4
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. " -

[ |

. Premature

r 4bp deletion, nt230(del4) r stop codon
MDR1(-/~) TGCTGGTTTTTGGAACATGACAG. . . . CTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACT TTTCCAGT TAT AATTAATGAAAGTATTA
MDR1 (+/+) TGCTGGTTTTTGGAACATGACAGATAGCTTTGCAAATGCAGGAAT TTCAAGAAACAAAACT TTTCCAGT TATAAT TAATGAAAGTATTA

Figur 2. Illustrasjonen viser delesjonsmutasjonen i MDR 1-genet i ekson 4 som gir et for tidlig
stoppkodon. Figuren er direkte hentet fra: Geyer,J.; Janko,C., 2012, Primary Treatment of MDR1
Mutant Dogs with Macrocyclic Lactones, Curr.Pharm.Biotechnol., 13, 6, 969-986.

Hos individer som har mutasjonen, absorberes xenobiotika som ogsa er P-gp substrater i
storre grad over tarmen og skilles 1 mindre grad ut via nyrer og galle. Dessuten kan P-gp
substrater penetrere blod-hjernebarrieren og oppkonsentreres 1 hjernen hos collier med
dysfunksjonelle P-gp. I en studie gjort p4& mus som var homozygote for MDRI-
mutasjonen, har man sett at det kan utvikles nevrotoksisitet (34). Det har ogsa blitt
observert toksisk gastritt og myelosuppresssjon hos homozygote collier som ble
behandet med et P-gp substrat (35). Videre er det ogsd sett en pavirkning av
hypothalamus-hypofyse-binyre (HPA) aksen hos collie (36). MDR1-genets produkt, P-
gp, har derfor vist seg til & ha en stor betydning for individets beskyttelse mot

xenobiotika og naturlige xenotoksiner (34).
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Undersegkelser har vist at det finnes en allelforbindelse 1 MDRI-genet mellom
gjeterhunder og enkelte mynderaser. Mutasjonen i MDR1-genet er funnet pa et lokus
som er felles for alle rasene. Dette tyder pa at enkelte mynderaser og gjeterhunder deler
en felles stamfar som var opprinnelsen til MDR1-mutasjonen, og at mutasjonen derfor
har skjedd en gang (18). Arsaken til MDR 1-mutasjonens opprinnelse er fortsatt ukjent, men
man tror den kan skyldes en palindromsekvens som gir ustabilitet 1 genet (4,37), siden en
palindromsekvens er funnet 1 nerheten av delesjonsomradet (4). Mutasjonen 1 MDR1-genet
er ogsa sett hos andre gjeterhundsraser som shetland sheepdog, old english sheepdog,
australian shepherd (18), border collie (5), hvit gjeterhund, schafer samt enkelte

mynderaser som for eksempel langharet whippet (17).

Mutasjonen 1 MDR1-genet har en stor betydning for behandling av dyr i1 veterineermedisin.
Mange substanser som brukes ved behandling av hund er P-gp substrater, og det er derfor
viktig 4 kartlegge om individet er hetero- eller homozygot for MDR 1-mutasjonen. Dette ber
pavirker valg av behandling, samt dosering. For a4 bestemme hundens genotype, kan
veterineren ta DNA-materiale fra hunden ved en blodprave (38) eller svaberprove fra

munnslimhinnen (39) og sende disse til et laboratorium for genanalyse.

Bivirkninger ved svikt i barrierene

Collie med MDR 1-mutasjonen er klinisk friske. De vanlige serum biokjemi og andre
fysiologiske parametre er normale, men kliniske symptomer kan oppsta etter
administrering av P-gp substrater (34). Mutasjonen kan pavirke absorpsjon,
distribusjon, metabolisme og ekskresjon av P-gp substrater, avhengig av hvilket
legemiddel som blir brukt (14). P-gp uttrykkes 1 ulike organer som nevnt pd side 5 (se
Figur 3) (8-13).
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P-gp is involved in active drug elimination by
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Figur 3. P-glykoproteinets lokalis‘;ring i ulike organ hos collie. Figuren er direkte hentet fra: Geyer,].;
Janko,C., 2012, Primary Treatment of MDR1 Mutant Dogs with Macrocyclic Lactones,
Curr.Pharm.Biotechnol, 13, 6, 969-986.

Hjernen er anatomisk adskilt fra det sirkulerende blodet gjennom blod-hjernebarrieren
(BBB). Endotelceller 1 hjernens kapillerer er porelose og sitter tett sammen med tight-
junctions, slik at legemidler har vanskelig for & penetrere. Lipofile substanser kan likevel
passere cellemembranen gjennom passiv diffusjon (40). Passasjen av lipofile molekyler til det
sentrale nervesystemet forhindres av P-gp (41). En defekt 1 P-gp vil derfor oke
konsentrasjonen av P-gp substrater 1 hjernen (42). Hundene kan da utvikle alvorlig
nevrologisk toksisitet (43) og det kan oppsta kliniske symptomer som hypersalivering,
mydriasis, desorientering, ataksi, CNS depresjon, og blindhet (3,4,44-46). Ved nevrologisk
undersekelse kan man se tetraparese, nedsatt propriosepsjon (47), fravaerende dazzlerefleks
og fravaerende direkte og indirekte pupillrefleks (48). Ved progredierende forlep eller hayere
legemiddeldose er det observert padlebevegelser, oppkast, hyperventilering, bradykardi,
tremor, letargi, anfall, koma og ded (4,49-51).

Okt penetrasjon av P-gp substrater til hjernen er sannsynligvis den mest relevante
kliniske konsekvensen av  MDRI-mutasjonen, da det som tidligere nevnt kan gi
nevrotoksiske bivirkninger (34). P-gp uttrykkes ogsé i1 endotelet andre steder 1 kroppen,
som blod-testis barrieren (13) og placenta (12). En mutasjon kan derfor potensielt
utgjere en risiko for testiklene og fosteret ved eksponering av toksiske substanser hos

mordyret (8). I placenta finnes P-gp i1 syncytiotropoblast plasmamembran, og her

-10 -
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pumper den xenobiotika som gis under drektigheten tilbake til morens sirkulasjon (52).
Enkelte legemidler, som for eksempel makrosykliske laktoner, kan gi misdannelser hos
fosteret dersom fosteret mangler funksjonelle P-gp. Dette er vist 1 forsek gjort pa mus,
der 100% av fostrene som var homozygote for MDR 1-mutasjonen hadde misdannelser i
form av ganespalte. 30 % av de heterozygote fostrene og ingen av de mutasjonsfrie

fostrene hadde ganespalte (12).

En mutasjon i MDR1-genet vil ogsa fore til okt peroral biotilgjengelighet av P-gp
substrater (53).  Absorpsjonen av xenobiotika 1 tarmen vil eke om P-gp er
ufunksjonelle, og eliminasjon gjennom lever og nyrer vil reduseres (54-56). P-gp
uttrykkes pa apikal side av tarmepitelceller (9), 1 canikuleer membran av hepatocytter i
leveren (10) og i lumin@r membran av epitelceller 1 proksimale nyretubuli (11).
Cytokrom P450 3A (CYP 3A) samvirker med P-gp 1 tarmens enterocytter for a
forhindre peroral absorpsjon av legemidler. CYP 3A metaboliserer legemidler inne i
enterocytten, mens P-gp pumper legemidler tilbake til tarmlumen. Legemidler kan da
igjen diffundere inn i enterocytten og pd denne méaten eksponeres for CYP 3A ved
sykluser flere ganger, eller skilles ut av kroppen med feces (14). Om hunden har
ufunksjonelt P-gp, vil derfor den perorale biotilgjengeligheten av P-gp substrater gke
(53,57). Nér legemidlet er tatt opp over tarmen og kommet over i blodsirkulasjonen,
fremmer P-gp ekskresjon av legemidlet i1 galle (58) og urin (59). Dersom individet har
en MDRI1-mutasjon og produserer defekte P-gp, vil derfor elimineringen av P-gp

substrater reduseres (56).

Hos mennesker er MDR1-polymorfisme assosiert med okt risiko for & utvikle ulike
sykdommer, som for eksempel renalt karsinom (60) og ulcerativ kolitt (61). Det
spekuleres om ulcerativ kolitt skyldes en inflammatorisk eller toksisk komponent
syntetisert av intestinale bakterier. Komponenten kan da fungere som P-gp substrat og
dermed f4 innpass 1 enterocytten om P-gp er ufunksjonelt (14,60). Hos MDRI-
homozygote mus med Helicobacter bilis infeksjon er det ogsd sett diaré, vekttap og
inflammatory bowel disease (IBD). Om hunder med MDR 1-mutasjonen har lettere for &

utvikle IBD enn andre hunder, vil eventuelt videre kliniske studier vise (62).

-11 -
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Behandling

Varigheten av de kliniske symptomene som kan oppstd ved adminisering av ivermektin
er avhengig av dose og halveringstid. Ivermektintoksisitet kan vare fra dager til uker
(16). Hunden kan trenge langvarig hospitalisering. Det er for eksempel rapportert et
tilfelle der en hund ble fullstendig frisk etter & ha vert komates 1 7 uker (63).

Veasketerapi, termoregulering og neye overvakning er viktig hos pasienter som viser
symptomer pa forgiftning (64). Om hunden utvikler respirasjonsdepresjon, er
intubering, oksygentilfersel og trykkventilering nedvendig. Ved bradykardi kan det gis
atropin (16). Studier viser at en ber unngd & bruke diazepam som sedasjonsmiddel ved
kramper eller anfall som er indusert av ivermektin siden begge legemidlene virker pa
GABA-reseptoren (65). Det anbefales heller & bruke barbiturater eller propofol med
forsiktighet (49). En ber ikke gi brekningsmiddel eller aktivt kull til hunden om den
allerede viser nevrologiske symptomer, pd grunn av risikoen for aspirasjonspneumoni

(66).

Intravenes lipidterapi kan forkorte de kliniske symptomene hos hunder, men studier
viser ulike resultater. En border collie som fikk i seg en overdose av ivermektin viste
raskt bedring etter inntak av intravenes lipidterapi (48). Hunden hadde ikke MDR1-
mutasjon og P-gp var derfor intakte 1 hjernen. Intravengs lipidterapi bedret derimot ikke
situasjonen da tre homozygote hunder for MDR 1-mutasjonen ved et tilfelle fikk i seg
ivermektin og viste tegn pa stupor og koma (67). Den hypotetiske forklaringen bak
mekanismen med terapien er at lipidene trekker til seg lipofile xenobiotika til en
plasma-lipidfase, slik at mindre P-gp substrater kommer over i vevene (68). Intravengs
lipidterapi er enna ikke bevist & ha effekt (69), men det anbefales & gi dette om det

kliniske forlepet er alvorlig som ved uttalt stupor, koma eller anfall (70).

Medikamenter

Mange medikamenter som brukes innen veterinermedisin er blitt studert og konkludert
med & vare P-gp substrat. Sannsynligvis finnes det ytterligere et flertall veterinaere
preparater som skulle komme innen gruppen P-gp substrat om de ble undersokt

naermere (14). P-gp substrat er stoffer som aktivt transporteres av P-gp ved a binde til en

-12 -
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lomme inne 1 P-gp (71). Kjennetegn for P-gp substrat er at de ofte er lipofile (72) og

naturlige forbindelser eller syntetiske derivater av naturlige forbindelser (64).

P-glykoproteinsubstrater

Makrosykliske laktoner (ML)

Ivermektin, selamektin, doramektin, milbemycin oxim og moksidektin er makrosykliske
laktoner (ML) som ogsa er P-gp substrat (73). Hos pattedyr inneberer dette at P-gp
aktivt hindrer makrosykliske laktoner fra 4 fa tilgang til blant annet hjernen. Dermed
beskyttes pattedyr fra & bli forgiftet (34). Virkningsmekanismen til ML er at de bindes
til GABA- (74,75) og glutamat-gated kloridkanaler hos artropoder og nematoder
(76,77), som gir en letal paralyse hos disse (78). ML er nevrotoksiske ved ulike perorale
doser hos hunder som er homozygote for MDRI1-mutasjonen: moksidektin ved
=400png/kg (38), ivermektin ved =100 pg/kg (3,46) og milbemycin oxim ved =5 mg/kg
(44).

Administreringsmate av ML har betydning for doseringen for & unnga bivirkninger (79).
Topikal administrering av selamektin (80) og moksidektin er relativt sikkert & bruke pa
ivermektinsensitive collier, siden man kan gi opptil fem ganger anbefalt dose uten
bivirkninger (81). Man har likevel sett nevrologiske symptomer hos homozygote hunder
behandlet med 15 mg/kg selamektin peroralt (79). Ivermektin kan administreres
peroralt, subkutant og som péferingsvaske. I tillegg har ivermektin en halveringstid pa
1,8 dager (82). Den lange halveringstiden ma tas hensyn til ved valg av
behandlingsfrekvens til sensitive collier. For eksempel har man sett nevrotoksiske
symptomer ved ivermektinbehandling =100 pg/kg gitt hver dag over en lengre periode
til heterozygote hunder (14,83). Behandling over flere dager vil fere til, pd grunn av den
lange halveringstiden, at den totale dosen av ivermektin bygges opp i blodet og til slutt
ndr toksisk nivad. En hyppig behandlingsfrekvens med ivermektin over flere dager ber
derfor unngds. Homozygote hunder har storre risiko for & utvikle toksisitet enn

heterozygote hunder, siden det kan utvikles nevrotoksisitet kun etter én injeksjon =100

ng/kg (79).
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Selamektin, ivermektin, milbemycin oxime och moksidektin kan med sikkerhet gis til
MDR 1-homozygote hunder forutsatt at de gis pd en korrekt administreringsmate og 1

parasittforebyggende doser (79).

Kortisol

Kortisol er et kjent P-gp substrat (84) som er med i hypothalamus-hypofyse-binyre
(HPA) aksen (85). Det er gjort studier pd mus og collie der man har studert om et fraveer
av P-gp pavirket HPA-aksen. Studiene viste en hemming av HPA-aksen hos hunder
som var homozygote for MDR1-mutasjonen sammenliknet med de uten mutasjonen.
(36) Mekanismen bak hemmingen er at mer kortisol enn normalt penetrerer inn i
hjernen, siden hunden har en MDR1-mutasjon, som gir en sterkere negativ feedback.
Dette forer til at mindre AdrenoKortikoTropt Hormon (ACTH) skilles ut og dermed
produseres det mindre kortisol 1 binyrebarken. Hos en frisk hund er det av mindre
betydning om stresshormonet kortisol er lavt. Om hunden, derimot, blir akutt darlig med
for eksempel sepsis, er stresshormon livsnedvendig (86). Fenomenet der det er for lite
stresshormon 1 de situasjoner der mer kortisol kreves, kalles relativ binyresvekkelse
(Relative Adrenal Insufficiency, RAI) (85). RAI-hunder som har sepsis ma fa direkte
behandling med lave doser av kortikosteroider siden det da kan gjenopprettes

hemodynamisk stabilitet og dermed bidra til & reversere et septisk sjokk (87).

Glukokortikoider brukes ofte sammen med kjemoterapeutika ved behandling av
lymfom. Det finnes mange bivirkninger ved behandling med hoye doser
glukokortikoider. Derfor er det blitt studert om dette medikamentet virkelig er
nedvendig ved behandling av lymfom (88). I en studie der hunder med IBD ble gitt
glukokortikoider kunne en oppregulering av P-gp i tarmepitelets lymfocytter observeres

(89).

Kjemoterapeutika og antimikrobielle agens

Vincristine (90) docetaxel (91), paclitaxel (53), vinblastine (34), etoposide (61),
mitoxantrone (92,93), actinomycin D (94) og doxorubicin (95) er P-gp substrater og

kjemoterapeutika, og noen av disse er ogsa CYP 3A substrater (14). Vincristine og
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doxorubicin gir beinmargstoksisitet, som kan gi neutropeni og trombocytopeni, samt
gastrointestinal toksisitet. Bivirkningene viste en heyere prevalens hos hunder med
MDR1-mutasjonen enn hos hundene uten (96). For & unngd bivirkninger kan man
genotype individene for MDRI-mutasjon. Om ngytropeni <1000 neytrofile/ul har
oppstétt etter behandling med kjemoterapeutika, kan bredspektret antibiotika gis for a

redusere risikoen for infeksjoner (97).

Erytromycin er et P-gp substrat (98), men ogsa en hemmer av P-gp (99). En studie gjort
pa rotter har vist at erythromycin senker galleutskillingen av doxorubicin og eker

plasmakonsentrasjonen av doxorubicin (100).

Ovrige P-glykoproteinsubstrater

Immunsuppressiver (cyclosporine A (101), tacrolimus (102)), hjertemedisiner (digoxin
(101), verapamil (72), diltiazem (103), quinidine (104), talinolol (105), losartan (106)),
opioider (morphine (107), loperamide (42), fentanyl (72)), steroidhormoner (cortisol
(108), dexamethasone (101), aldosteron (108)), antimikrobielle agens (tetracyklin (109),
levofloxacin (110)), fexofenadine (111), cimetidine, ranitidine (112), domperidone og
ondansetron (42) er P-gp substrat som gir individer med en MDRI1-mutasjon
bivirkninger ved en for hey dosering. I en artikkel av Mealey (2006) spekulerer
forfatteren om sensitivitet mot acepromazin og butorfanol hos homozygote hunder i

form av uttalt CNS-depresjon (64).

P-glykoproteininhibitorer

Blant de medikamentene som brukes idag, finnes det et flertall P-gp inhibitorer. Disse
virker hemmende pa P-gp, og dette innebarer at P-gp substrat som gis sammen med
inhibitorene far en gkt absorpsjon og redusert utskilling (79). Det har derfor blitt gjort
flere studier hvor en ser pa hvordan P-gp inhibitorer kan brukes for a gke effekten av
blant annet kjemoterapeutika hos kreftpasienter. I en studie gjort av Osten Jonsson si en
at P-gp aktiviteten minsket hos multidrug resistente cellelinjer nar P-gp inhibitoren
carvedilol ble gitt. Dermed gkte ogsa sensitiviteten til doxorubicins cytotoksisitet (113).

En bgr unngd a gi P-gp inhibitorer sammen med kjemoterapeutika som har et smalt
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terapeutiskt indeks siden toksiske bivirkninger kan oppsta (6). Enkelte legemidler er
bade inhibitor og P-gp substrat slik som: Quinidin, verapamil, erythromycin,
cyclosporin och tacrolimus (114). Andre P-gp inhibitorer er: Atorvastatin (115),
bromocriptine (116), carvedilol (113), erythromycin (117), itraconazole (118),
ketoconazole (117), meperidine, metadon (107), pentazocine (107) og progesteron

(119).

Onkologi og MDR1-genet

Nar det gjelder ulike typer av kreft som blod-, bryst-, eggstokks-, lunge- og nedre
gastrointestinalkreft kan tumorcellene innen humanmedisinen utvikle resistens mot
kjemoterapi. Arsaken til resistensen hos kreftceller har blant annet blitt sett i
sammenheng med P-gp og MRP som begge fungerer som pumper i tumorcellenes
plasmamembran og dermed transporterer cytostatika ut fra cellene (120). Da disse
transportproteinene oppreguleres i kreftceller, oker dermed cellenes evne til & overleve.
Graden av P-gp uttrykt 1 kreftceller er avgjerende for hvordan pasienten svarer pd
behandlingen med den type cytostatika som er P-gp substrat (121). MDR1 uttrykkes 1
kreftceller fra vev som normalt ikke skulle uttrykke dette genet. Dette skyldes delvis at
MDRI blir aktivert av malign transformasjon (121), det vil si prosessen der en ellers
normal celle far egenskaper som utmerker en tumorcelle (122). Det ser blant annet ut
som at MDR1 kan begynne 4 uttrykkes da det er mutasjon av tumorsupressor genet p53

eller ved aktivering av ras onkogener (121).

Ettersom transportproteinene kan pdvirke kreftbehandlingene der P-gp substrat brukes,
gar enkelte regimer ut pa a blokkere syntesen av MRP og P-gp. Det ber ogsa nevnes at
ikke alle resistente tumorceller uttrykker P-gp og MRP i hey grad tross at de er
resistente. Derfor finnes det sannsynligvis andre gener i ATP-Binding Cassette (ABC)
transportprotein superfamilien som kan ha innvirkning pd om en kreftcelle viser

resistens eller ikke (120).

Det finnes kliniske studier som viser at osteosarkom hos menneske og hund likner
hverandre. Bade hund og menneske viser overuttrykk av P-gp i kreftcellene, som
pavirker kreftterapien. I en studie pd hund med osteosarkom viste det seg at disse

cellene begynte & uttrykke P-pg 1 en storre grad da de ble utsatt for doxorubicin. Dette
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gjorde at effekten av doxorubicin ble redusert. Ved samtidig administering av
verapamil, som er en P-pg hemmer, ble effekten av doxorubicin betydelig bedre. Videre
viste det seg at overuttrykk av P-gp ferte til at effekten av vincristin, som ogsa er et
cytostatikum, men med struktur forskjellig fra doxorubicin, virket dérligere hos disse
cellene (123). Dette kan forklares av multidrug-resistens som inneberer at tumorceller
som er resistente for en toksisk substans ogsa viser resistens for andre substanser tross

at disse kan vere bade strukturelt og funksjonelt forskjellige (124).

P-glykoprotein hos andre arter, med hest som eksempel

Forekomsten av P-gp har blitt bekreftet hos de arter som er blitt undersokt for dette,
som hund, kylling (125), sau (126), hund, gris, rotte, hamster og mus (25). Med dette
som bakgrunn, var det en sterk tro pd at ogsé hest skulle ha funksjonelt P-gp. I en studie
ble ileum fra hest undersekt for P-gp. Studien konkluderte med at hest har P-gp og at
hest har MDR1-genet som koder for P-gp. Forfatterne pekte pa hvordan P-gp pavirker

farmakologien hos hest og at temaet burde undersgkes nermere (127).

Det er vist stor likhet mellom P-gp sekvensene hos de ulike artene. Hestesekvensen har
en overenstemmelse med 91,5% hos hund, 90,3% hos menneske, 90% hos sau og 88%

hos mus (32).

Organer med P-glykoprotein hos hest

12008 ble det gjort en svensk studie der P-gp i1 ulike vev ble undersekt hos hest. Her ble
det fastslatt at P-gp uttrykkes mest i duodenum og proksimale jejunum og mindre i
distale jejunum, ileum, caecum og colon. Videre viste studien at P-gp ble uttrykt i nyrer,

lever og blodlymfocytter hos hest (32).

Kliniske tilfeller som omhandler overdose hos hest

Det finnes et tilfelle beskrevet om en 11 maneder gammel shetlandsponny som fikk en

overdose med ivermektin. Normal dosering av ivermektin for denne hesten er ifelge
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forfatterne 0,2 mg/kg, mens dosen hesten fikk var 5,4 mg/kg. Dette er en massiv
overdose siden hesten har fitt over 25 ganger anbefalt dose. Shetlandsponnyen viste i
begynnelsen symptomer som vanskeligheter med & reise seg, kramper og bevisstlashet.
Deretter var ponnyen slov, hadde dérlig perifer puls, kalde ben og erer, lav temperatur
og forlenget kapillerfyllningstid. Dessuten var pupillene, palpebral og truerefleksen
fraverende og hesten hadde spontan horisontal nystagmus. Dreoyt 70 timer etter
overdoseringen av ivermektin hadde ponnyen fortsatt nevrologiske symptomer.
Ponnyen fikk sa intravenes lipidterapi som ble gjentatt to ganger. Allerede etter forste
infusjon svarte ponnyen positivt pd behandlingen da nystagmusen sluttet og den fikk
tilbake pupillrefleksene 1 begge oynene. Hesten ble overvdket og etter andre
lipidinfusjon fikk hesten tilbake bevisstheten og restituerte deretter. Studien viste at
intravenes lipidterapi var en effektiv behandling ved overdose av ivermektin hos hest

(128).

Informasjonen om MDRI1 hos hest er veldig begrenset. Det finnes for eksempel fa
studier pa P-gp substrat og om det forekommer mutasjon i MDR1-genet hos hest er

uvisst. Det er et behov for & underseke P-gp betydning hos hest p flere omrader.

Materiale og metoder

Materiale

Litteraturmateriale

Litteraturdelen er basert pé artikler som er funnet via sekemotorer som: Pubmed, Wiley
Online Library, Science Direct, Highwire Press samt Norges veterinerhoyskoles
(NVHs) tidsskriftsarkiv (American Journal of Veterinary Research, Journal of the
American Veterinary Medical Association og Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics). Artikler som vi ikke har hatt tilgang til via NVH har vi bestilt fra andre
hoyskoler eller universiteter i Norge. Boker har ogsa blitt brukt 1 litteraturdelen, disse er
Ivermectin and Abamectin (W.C. Campbell), Essentials of Genetics 6th edition (W. S.
Klug, M. R. Cummings, C. A. Spencer), Efflux Transporters and the Blood-brain
Barrier (Eve M. Taylo) og Physiology of Domestic Animals (0. V. Sjaastad, K. Hove,
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O. Sand). Muntlig informasjon er fatt fra professor Lars Moe, Norsk Collieklubb og
Svenska Collieklubben. Vi har ogsd fatt informasjon via mailutveksling med

Jordbruksverket, Hundsport og Svenska Collieklubben.

Genetisk materiale

EDTA-blodprever ble tatt fra 100 collier fra utstillinger og klinikker fra hele Norge 1
tidsperioden 2006-2012. Innsamlingen av de 100 blodprevene ble basert pd hvilke
hunder som i perioden 2006-2012 mette opp pa utstillingene samt pad klinikkene.
Dessuten krevdes samtykke av hundeeierne. Hundene som kom til klinikkene var bide
syke og friske, men kliniske symptomer og diagnosen til de syke hundene var ukjent.

MDRI status hos de 100 colliene var ukjente ved blodprevetaking.

Av de 100 blodprevene, ble det tatt ut 63 prever for analyse for MDR I-mutasjonen.
Dette skjedde ved tilfeldig utvalg med random number generator som ga et ubundet
slumpmessig utvalg. Colliene vi da fikk var omtrent likt fordelt mellom kjennene. Figur
4 viser denne fordelingen, der 29 av hundene var hanner, 32 var tisper og 2 var kastrert
av ukjent kjonn. Aldersfordelingen hos individene er ukjent, men gjennomsnittsalder

var 7,8 ar.

& Hane
29

E Tispe
32

-

Figur 4. Kjennsfordelingen av studiepopulasjonen angitt i antall:
29 hanner, 32 tisper og 2 kastrerte av ukjent kjenn.

Kastrert
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Metode

Blodprevene ble frosset ved -20°C for senere DNA-analyse. Provene ble varen 2013
analysert for MDR I-mutasjonen ved Norges veterinerhoyskole (NVH) 1 Oslo, Institutt
for basalfag og akvamedisin, Seksjon for genetikk. Totalt ble 500 ng genomiskt DNA
ekstrahert fra hvite blodceller fra antikoagulert EDTA-fullblod. Dette ble gjort ved at
plasma og blodceller ble separert ved hjelp av en mekanisk separator 1 et plasma BD
P100 rer. Deretter ble den mekaniske separatoren tatt bort. Buffy coat ble isolert og
videre brukt til analyse for genomisk DNA. Deretter ble det brukt en kommersiell

standardprotokoll for ekstrahering av DNAet (129).

Videre ble det gjort PCR-amplifikasjon av fragmentene ved et standard PCR
(Polymerase chain reaction) oppsett (130). PCR baseres pa & bruke et enzym kalt DNA-
polymerase som syntetiserer kopier av den enskede gensekvensen gjennom flere
sykluser. Forward- og reversprimer brukes for & guide DNA-polymerase til & kopiere
gensekvensen av intresse. Disse primerne ble laget ved programmet «Primer3»
utifra hundesekvensen v.3.1 (131). PCR-reaksjonen bestér av tre steg: Forste steget er at
DNAet som skal klones denatureres til enkelttrader. I steg to bindes primerne til det
denaturte DNA. I det siste steget tilsettes DNA-polymerase og bygger pa primerne ved
a tilsette nukleotider slik at det dannes dobbeltradet DNA. Det ble utfort totalt 28 PCR-
sykluser pd DNA.

PCR-produktene ble deretter sekvensert ved standard Sanger sekvensering pa
en Applied biosystem 3500xL (132). Ved standard Sanger sekvensering tilsettes det
enkeltrddet DNA 1 et testror. I roret tilsettes ogsd DNA-polymerase, fluorescerende
merkede deoksyribonukleotiderne dATP, dCTP, dGTP og dTTP i ulike farger samt en
primer 1 3'-enden. Nukleotidene som ble tilsatt i rerene er 1 dideoksyform og har en
OH-gruppe som ikke kan danne bdnd med en annen nukleotid, som gjor at tilveksten av
DNA-syntesen terminerer nar en av disse nukleotider binder inn. DNA-fragmentene
separeres 1 en elektroforesegel der de lengste sekvensene beveger seg kortest siden disse
har en storre molekylvekt. Gelen scannes av en laser som avbilder
dideoksynukleotidene som fargetopper 1 et kromatogram (130). Dette kan senere

analyseres 1 programmet Genemapper 5 (133).
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Praovene ble analysert ved fragmentanalyse, og verifisert ved sekvensering pa et antall

av hundene samt at det i hver analyse ble kjort kontrollindivider av kjente genotyper.

Statistiske metoder

95% konfidensintervallet:

n-p>5
n-(1-p)>5

Om overstdende forhold oppfylles far nedenstaende formel anvendes:

_pr(1—-p)
o= /—
n

n =63
Pwildtype = 0,143
PHeterozygot = 0,413

PHomozygot = 0,444

Antall og frekvens i denne studien oppfyller de to nevnte kriterier for & bruke en

normalfordelingskurve:

0,143 - (1 — 0,143)
Twitatype = = 0,044102 ~ 0,044

63

andel —196-0 <p <andel+ 1960
0,143 —1,96-0,044 <p < 0,143 + 1,96 - 0,044

0,057 < p < 0,23
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0,413-(1-0,413)
OHeterozygot = 63 =0,0620 = 0,062

0413-1,96-0,062 <p <0,413+1,96-0,062

0,29 <p <0,53

0,444 -(1-0,444)
OHomozygot = 63 = 0,06259 = 0,063

0,444 -1,96-0,063 <p < 0,444+ 1,96-0,063

0,32 <p <057

Resultater

Studiepopulasjonen bestod av 63 langharede collier av begge kjonn. Colliene var
omtrent likt fordelt mellom kjennene og gjennomsnittsalderen pa individene var 7,8 ér.
Figur 5 viser hovedresultatet av vér studie der fordelingen av genotypen var folgende: 9
(14,3%) wildtype, 26 (41,3%) heterozygote og 28 (44,4%) homozygote for MDR1-
mutasjonen. Det vil si at steorst andel av de undersgkte hundene var homozygote for

mutasjonen og ferrest var wildtype.

Resultatet inneberer at hele den norske colliepopulationen med 95 % sikkerhet ligger
innenfor de folgende verdier basert pad beregninger av 95 % konfidensintervallet: 32-
57% av colliene er homozygote for MDR1-mutasjonen med et gjennomsnitt pa 44%,
29-53% er heterozygote med et gjennomsnitt pa 41% og 6-23% er frie for mutasjonen

med et gjennomsnitt pa 14%.
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Figur 5. Fordeling av Multidrug resistance 1 (MDR1) genotype hos 63 langhéarede collier i Norge. Studiet ga
folgende resultat: 9 (14,3%) wildtype, 26 (41,3%) heterozygote og 28 (44,4%) homozygote for MDR1-
mutasjonen.

Vart resultat gir en allelfrekvens péa 65,1%, som vist i figur 6. Siden et genpar bestir av
to alleler pa et spesifikt locus (134) beregnes allelfrekvensen ved & addere antallet
alleler for MDRI1-mutasjonen og dividere disse med totalantallet alleler 1
studiepopulasjonen (135). Heterozygote individer har kun ett mutant allel i MDR1-
genet mens homozygote har to (136). Derfor vil homozygote hunder telle dobbelt sa
mye som heterozygote ved utregningen av allelfrekvensen. Figur 6 viser 1 tillegg til det
norske resultatet ogsa allelfrekvensen funnet i studier fra 6 andre land: Storbritannia,

Australia, Nordvestre USA (N.W. USA), Tyskland, Japan og Frankrike.
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Figur 6. Forekomsten av allelfrekvensen til MDR1-mutasjonen i ulike omréder hos collie. MDR1
allelfrekvensen hos langharede collier i Norge var 65,1% i vér studie. Figuren viser ogsa
allelfrekvensen fra studier gjort i andre land: 71,0% 1 Storbritannia (40 collier med i studien) (19),
56,1% i Australia (33 collier med i studien) (140), 56,3% i Nordvestre USA (N.W. USA, 40 collier
med i studien) (139), 54,6% i1 Tyskland (578 collier med i studien) (5), 58,3% i Japan (12 collier med i
studien) (137) og 64,0% 1 Frankrike (25 collier med i studien) (138).

Diskusjon

Siden MDR1-statusen er ukjent for collier i Skandinavia, valgte vi & gjennomfere en
studie for & estimere og kartlegge MDR I-mutasjonsfrekvensen i Norge. Resultatet viste
en mutasjonsfrekvens pa 44,4% homozygote, 41,3% heterozygote og 14,3% wildtype.
Det vil si at omtrent 85% har minst ett mutert MDR1-allel 1 studiepopulasjonen. Dette
viser at det er en utbredt mutasjon blant norske collier og det innebar at veterinerer 1

klinisk praksis ma anta at alle collier barer et mutant MDR1-gen.

Figur 6 viser at allelfrekvensen hos norske collier er pd 65,1%. Resultatet kan
sammenliknes med tidligere studier gjort i andre omrdder i1 verden der man har
undersegkt allelfrekvensen av MDRI-mutasjonen til: 58,3% 1 Japan (137), 54,6% i
Tyskland (5), 64,0% i Frankrike (138), 56,3% i Nordvestre USA (139), 56,1% i
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Australia (140) och 71,0% 1 Storbritannia (19). Allelfrekvensen i var studie og de andre
studiene er relativt like, og dette gker troverdigheten 1 studien vi har gjort. Resultatet 1
de ulike studiene viser at mutasjonen er veldig utbredt i hele verden. Mutasjonen i
MDR1-genet er funnet pa et lokus som er felles for alle rasene. Dette tyder pa at enkelte
mynderaser og gjeterhunder deler en felles stamfar som var opprinnelsen til MDR1-
mutasjonen, og at mutasjonen derfor har skjedd en gang. Dette styrker hypotesen om at
mutasjonen kommer fra et enkelt individ, som beskrives i en artikkel av Neff. Et al.
2004 (18). I artikelen star det at dette individet var en collie fra Storbritannia som
sannsynligvis levde for 1873. Dette kan eventuelt vaere en forklaring pd den heye
allelfrekvensen 1 Storbritannia (71,0%) sammenliknet med resultatet 1 de ovrige

landene.

Det er fi studier gjort pa collier som er heterozygote for MDR1-mutasjonen. En mulig
arsak til dette er at det kan vare stort individuelt spenn med tanke pa bade dose og
legemiddel innen den heterozygote populasjonen. De fleste artiklene som tar for seg
medikamentelle bivirkninger hos heterozygote individer, henviser til den samme
artikkelen. I denne artikkelen beskrives det hvordan en collie som var heterozygot for
MDR I-mutasjonen fikk bivirkninger i form av Gl-toksisitet og myelosuppresjon ved
administrering av visse P-gp substrat, som for eksempel vincristine og doxorubicin. I
litteraturen er det ogsa beskrevet forsgk der heterozygote individer taler mindre doser av
parasittmidler enn wildtype, men disse studiene er usikre. Derfor synes vi det blir feil &
trekke noen konklusjoner om heterozygote individer og haper det kommer flere studier

som tar for seg kliniske bivirkninger hos denne gruppen 1 framtiden.

Alvorlighetsgraden av bivirkningene som oppstar hos homozygote collier, blir mer
uttalt ved ekt dosering (73). Det kan nevnes at sentralnervese bivirkninger ogsd kan
oppsté ved overdose av et legemiddel, uten at det er en mutasjon tilstede. Da vil en se de
samme symptomene som nevnes for homozygote (48). Alder og body condition score
(BCS) har vist seg a4 ha betydning for utvikling av bivirkninger. Gamle hunder kan vare
mer utsatt for nevrotoksisitet enn yngre individer, siden P-gp uttrykkes 1 mindre grad i
hjernens BBB hos eldre individer. Studier viser at det er en 72 % reduksjon 1 uttrykk av
P-gp hos hunder som er over 8,3 &r sammenliknet med hunder som er yngre enn 3 &r
(141). Det her er aktuelt for wildtype og spesielt heterozygote individer, da en kan tenke

seg at de blir mer sensitive for legemidlene ved okende alder. BCS kan ha en betydning,
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siden svart overvektige hunder har ett relativt sterre distribusjonsvolum og dermed
eventuelt lengre halveringstid for medikamenter, for eksempel moksidektin (142,143).
Samtidig kan en tenke seg at ekstra fett har en beskyttende funksjon siden legemiddelet
da har et starre kroppsvolum & distribueres til, slik at plasma- og vevskonsentrasjoner av

medikamentetet gar ned.

Feilkilder

Det er flere faktorer som kan ha pdvirket vart resultat slik som utvalg av

studiepopulasjonen, antall collier i studien og analysemetode.

Utvalg

Det er ikke en randomisert studie siden utstillingene og klinikkene var valgt ut pa
forhand. Til disse forutbestemte lokalisasjonene har hundeeierne kommet pa eget
initivativ. Videre har hundeierne selv sagt ja til & stille hundene sine til disposisjon og
hundene mé ha vart hindterbare ved blodprevetaking. Det ble tatt 100 blodprever og av
disse ble det valgt ut 63 stykker ved hjelp av random number generator. Selv om dette
var et tilfeldig utvalg, bestar studiepopulasjonen ikke av et tilfeldig utvalg totalt sett pa

grunn av de arsaker som tidligere er nevnt.

Utvalget pavirkes av:
* syke eller friske individer
e alder
* slektskap

*  kjonn

Fordelingen mellom syke og friske individer som deltar i var studiepopulasjon er ikke
kjent. Om mange syke individer har kommet inn til klinikken med P-gp relaterte
symtomer, vil det gi en storre andel individer med MDRI1-mutasjon 1 var
studiepopulasjon. Dette kan ha bidratt til en systematisk seleksjonsfeil. Sannsynligheten

for at dette skal ha skjedd, anser vi som veldig liten.
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Gjennomsnittsalderen pa var studiepopulasjon er 7,8 ar. Dette er en relativt hoy alder
sammenliknet med levetid hos collier som er pd 10,7 ar (144). Dette kan ha pévirket
resultatet gjennom at individer homo- eller heterozygote for MDR 1-mutasjonen kan ha
blitt avlivet tidligere pd grunn av P-gp relaterte arsaker. Det er ogsa en liten mulighet for
at andre ukjente faktorer koblet til mutasjonen og P-gp kan pavirke mortaliteten hos
collie. Om det er tilfellet, har vart resultat eventuelt en lavere mutasjonsfrekvens enn i
virkeligheten. Dette er sannsynligvis ikke tilfellet, siden vart resultat ligger omtrent pa
samme niva som 1 andre land, se figur 6. Aldersfordelingen i studiet er ukjent. Om
aldersfordelningen er smal, kan dette gi en viss svakhet i var studie. Dette kan skyldes
naert slektskap mellom hundene, der kullsasken overrepresenterer en viss genotype. Om
aldersfordelingen derimot er sterre, er utvalget mer representativt. Derfor vil
sannsynligvis den mest optimale studiepopulasjonen bestd av unge individer fra en tiars

periode, der slektskapet er kjent og tas hensyn til.

Slektskapet mellom colliene 1 denne studien er ogsa ukjent. Dette har potensialet til &
vaere den storste feilkilden 1 studiet, siden et nart slektskap mellom individene vil
pavirke vart resultat i sterk grad. Det er da en viss risiko for at en spesifikk genotype
blir overrepresentert. Om en stor andel av colliene 1 var populasjon kommer fra
utstillinger, er det en mulighet at oppdrettere med fokus pa eksterior er overrepresentert
1 var studie. Dette gir en mindre genpol og kan gi systematiske feil. Videre er det da
mulig at visse oppdrettere med andre fokus, som for eksempel bruksomrdder hos
colliene, blir underrepresentert. I hvilken retning dette vil pavirke resultatet, er
vanskelig a si. Resultatet kan ogsa ha blitt pavirket av geografisk utbredelse av colliene
1 studien. Provene er tatt fra hunder i1 hele Norge, men vi vet ikke hvor stor andel som er
tatt fra de ulike geografiske omradene. Vi kan derfor ikke utelukke at visse deler av
landet er over- eller underrepresentert. Om vi antar at hundene i det spesifike omrédet

kommer fra oppdrettere 1 n&ermiljoet, vil dette da representere en feilkilde.

MDR1-genet ligger pd kromosom 14 (5) som er en autosom og mutasjonen nedarves
derfor uavhengig av kjonn (145). I var studiepopulasjon er koblingen mellom kjenn og
MDR 1-genotype ukjent, men pa grunn av nedarvingsmenstret antas det at variantene av
arvematerialtet er jevnt fordelt mellom kjennene. Andre studier har vist at langhédrede

og korthdrede collie har lik allelfrekvens av mutasjonen 1 MDR1-genet (19). Derfor kan
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sannsynligvis vér studiepopulasjon, som bestdr av bare langharede collier, likestilles

med andre studier gjort pa bade langharede og korthirede collier.

Antall

Antallet individer brukt 1 studien har en stor innvirkning pa hvor representativt resultatet
blir for hele colliepopulasjonen i Norge. En sterre studiepopulasjon gir en sikrere
estimering av MDR I-mutasjonsfrekvensen. I vart tilfelle ble 63 prever analysert, da
dette var praktisk og ekonomisk gjennomferbart. 63 individer er et stort nok antall for at
kriteriene er oppfylt for & f4 bruke en normalfordelingskurve. Dette er essensielt for
studien, da et 95% konfidensintervall da kan brukes. Dermed fér vi en sikker estimering

pa hvor utbredt mutasjonsfrekvensen i MDR1-genet er hos collie i Norge.

Analysemetoden

Blodprevetaking og analyse av blodprevene kan ha pavirket resultatet i studien. Det er
en risiko at det er blitt tatt blodpreve av samme hund flere ganger, for eksempel om
samme hund har mett opp pé flere ulike utstillinger. Dette er mindre sannsynlig siden
blodprovene er merket for & skille individene fra hverandre. Andre menneskelige
faktorer som kan ha pavirket resultatet, er for eksempel feilmerking av prever. For a
minimere risikoen for feil ved analyse av blodprevene, har DNA fra et visst antall
hunder blitt verifisert ved sekvensering. Ved hver analyse er det ogsa kjert negative og
positive hunder som kontrollindivider. Kvalitetskontrollen som er blitt utfert ved
genanalysen minimerer sannsynligheten sterkt for at det kan ha oppstétt feil under dette

steget av studien.

Gyldighet utenfor studiepopulasjonen

Siden vi har et 95% konfidensintervall kan vi med statistisk sikkerhet si at minst 32% av
colliene 1 Norge er homozygote for MDR 1-mutasjonen og minst 29% er heterozygote
dersom utvalget av studiepopulasjonen er representativt. Vi har tidligere 1 teksten nevnt
faktorer som gjor at vart studieutvalg ikke er 100% representativt, som for eksempel

syke eller friske individer, alder og slektskap. Likevel mener vi at vért utvalg kan
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benyttes for a si noe om hele den norske colliepopulasjonen, siden vi har brukt et si
stort antall individer som 63, 1 tillegg til at vi har forsekt & unngé s& mange systematiske

og tilfeldige feil som mulig.

Mutasjonsfrekvensen som vi har kommet fram til, antas & gjelde for Sverige ogsa. Dette
tror vi siden det er en relativt stor import og eksport over grensen. Derfor deler trolig
den norske og svenske colliepopulasjonen genetisk materiale. Til dags dato har vi ikke
funnet noen studie som viser forekomsten av MDR 1-mutasjonen hos svensk collie. Pa
samme mate kan det antas at resultatet vart kan appliseres 1 andre skandinaviske land,
siden det er kort geografisk avstand. Figur 6 viser at allelfrekvensen er relativt lik 1 alle
land, med 54,6 % 1 Tyskland som laveste frekvens og 71% 1 Storbritannia som heyeste
frekvens. Norge ligger omtrent midt mellom disse to (65,1%), noe som kan tyde pa at

studien gjort pa den norske collierasen ogsa kan appliseres pa andre land 1 verden.

Mutasjonen i MDR1-genen er ikke bare funnet hos langhéret og korthdret collie, men
ogsa andre raser som shetland sheepdog, old english sheepdog, australian shepherd (18),
border collie (5), hvit gjeterhund, schaefer og enkelte mynderaser som for eksempel
langharet whippet (17). De fleste av disse er gjeterhundsraser og har liknende
arvemateriale siden de har felles slektskap (18). Studier viser at disse rasene har en
lavere allelfrekvens enn collie (17). Derfor kan sannsynligvis ikke vart studieresultat

appliseres pa andre hunderaser.

MDR I-mutasjonen og avl

Ifolge Hardy-Weinberg prinsippet vil allel- og genfrekvensen 1 en populasjon vare
konstant fra generasjon til generasjon gitt at seleksjon, mutasjon eller migrasjon ikke
skjer. Tanken er at allelene 1 genpolen er konstant (135). I dag er det lite fokus pa
MDR1-mutasjonen 1 avl, og vi kan derfor anta at allelfrekvensen vi har funnet i dette

studiet vil veere relativt konstant 1 naermeste framtid.

Om collieoppdrettere begynner & selektere for & fa bort MDRI1-mutasjonen, vil
genpolen reduseres kraftig. Dette kan pa sikt gjere at andre uenskede egenskaper

kommer til uttrykk hos colliene. I Norge er det per dags dato liten fokus pd MDRI1 i avl.
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Veterincerens rolle

Ettersom det ikke anbefales & fokusere pa mutasjonen 1 avl, blir ansvaret storre for
veterineren. Eier ber bli informert av veterineren om risikoen knyttet til mutasjonen
ved medikamentell behandling. Da kan eier godta at det tas en blodpreve av collien for
a finne genotypen pé et tidlig stadie, slik at det er kjent om hunden har mutasjonen ved
eventuelt senere akutt behandling. Om eier kjenner til colliens genotype pd forhind, er
det lettere for veterinaren a tilpasse behandlingen til individet. For & fa til dette ber
veterineren ha nok kunnskap om medisiner, doseringer, administrering av P-gp

substrater og behandling av bivirkningene som kan oppsta.

I litteraturen finnes det flere anbefalinger som omhandler medisinering av collier med
MDRI-mutasjonen, som er tidligere nevnt i1 denne oppgaven. For eksempel er
milbemycin oxim (MO) muligens et sikrere alternativ enn ivermektin ved behandling av
demodikose om colliens genotype er ukjent (83). Er individet homozygot for MDR1-
mutasjonen skal det vaere sikkert & gi makrosykliske laktoner om man kun gir i
parasittforebyggende doser og folger legemiddelfirmanes anbefalinger. Dosene er da

sapass sma at det er liten sannsynlighet for at det oppstar nevrotoksiske nivaer.

Det er ikke bare veteringren som har ansvar, men ogsd legemiddelindustrien. For
eksempel informerer Felleskatalogen om blant annet selamektindoser og anbefalinger til
ivermektinfolsomme collier (146). Felleskatalogen mangler opplysninger om
forsiktighet ved bruk av flere andre P-gp substrater til sensitive collier. En grunn til
dette kan vaere manglende forskning innen omradet, der ivermektin forelepig har fétt

storst fokus.

Konklusjon

Viér studie har vist en hegy forekomst av MDR 1-mutasjonen hos collie i Norge, som ogsa
kan appliseres Sverige og andre land. Derfor er det viktig at veterinerer blir opplyst
innen omradet, slik at de kan gi individuell behandling. Det er ogsd nedvendig med
videre forskning, siden bivirkningene ved medikamentell behandling kan vare
alvorlige. Et okt fokus hos veterinarer, legemiddelindustrien, oppdrettere og eiere vil

minske antall tilfeller med symptomer relatert til MDR 1-mutasjonen i framtiden.
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Michael Forsgrens stiftelse for ekonomisk statte

Eierne til colliene som var med 1 studien

Summary

Title: The prevalence of mutation within Multidrug Resistance 1 (MDR1) Gene
in the Norwegian Collie population

Authors: Josefin Hultman, Linda Nordin, Evalinn Pedersen

Supervisors: Lars Moe, Christine Greondahl, Kristin Prestrud

Objective: To evaluate the mutation frequency of the Multidrug Resistance 1 (MDR1)
Gene in the Norwegian Collie population. Further, inform veterinarians about the
consequences, side effects of P-gp substrates drugs, dosage and treatment regimen.
Design: Cross-sectional study

Material and methods: Blood was sampled from 63 rough-coated Collies between
2006 to 2012 for MDR1 genotyping analysis.

Results: The MDR1 mutation was identified in 54 of the 63 sampled Collies. The
hetero- and homozygote genotype was identified in 26 respectively 28 dogs with the
MDR1 Gene mutation.

Conclusions and clinical relevance: The results from this study have shown that the
frequency of the MDRI1 mutation is high in the Norwegian Collie population. It is
therefore of essence to further investigate the properties of the mutated MDR1 Gene,
thus getting a deeper understanding of P-glycoprotein substrates interaction and effect
in Collies with the MDR1 mutatation. Further, inform Norwegian vetrinarians of the
prevelance of the MDR1 Gene mutation in the Norwegian Collie population, thus

avoiding incorrect administration of P-glycoprotein substrate drugs.
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