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Forord

Allerede tidlig i tendrene fattet jeg en interesse for genetikk. Den gang var det hermelinkanin
og fargegenetikk som var i fokus, med kryssavl for & teste hypoteser og kartlegge gener hos
de ulike avlsdyrene. Sammen med mine venninner hadde jeg en god avlsstamme, med landets

forste hermelin rex i beige.

Da den siste kaninen dede i 2010 oppgraderte jeg og kjopte meg storpuddelvalp, men tok med
meg genetikkinteressen, og leste meg opp pa gentester hos puddelrasene. Det var derfor en
stor glede & oppdage at veterinarstudiet hadde en andel genetikk i flere fag. Under allmenn
sykdomslare i 2011 kom jeg i snakk med Frode Lingaas, p& grunn av spersmal rundt
gentesting for Neonatal Encephalopathy, en recessiv lidelse hos storpuddel som min egen
hund kunne vare barer av. Frode foreslo den gang at vi kunne teste deler av den norske

puddelpopulasjonen som en del av min fremtidige fordypningsoppgave.

Etter hvert har oppgaven vokst til & bli en studie i atferdsgenetikk, i tillegg til en studie av
linjeavl og spredningen av NE i populasjonen. I tillegg apnet det for & gjennomfere en storre
helseundersgkelse hos alle puddelrasene, til min store glede. Helsestatusen til “mine” raser er
et engasjerende tema jeg legger mye tid i. Deler av statistikken fra helseundersgkelsen er blitt
nyttig materiale i fordypningsoppgaven, resten vil vere svert nyttig for klubben og

puddeloppdrettere i fremtiden.



Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Sammendrag

Tittel: Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel,
- et studie med hovedfokus pa atferdsgener
Forfattere:  Karin Handegérd Westereng

Veileder: Prof. Frode Lingaas, BasAm, Seksjon for genetikk

Det er gjennomfert en helseundersgkelse pa norske storpudler som viser at lydangst er utbredt
i storpuddelpopulasjonen, og at sterk eller meget sterk frykt for fyrverkeri forekommer hos
nesten 1 av 5 hunder. Studier viser at atferd er arvelig, og at det finnes en rekke gener som

hos andre arter er assosiert med forekomst av angst.

Det er tatt DNA-prove av 28 storpudler med sterk eller meget sterk frykt for fyrverkeri, og 30
hunder uten frykt for fyrverkeri. Tre kandidatgener; som tidligere har vist seg & vere assosiert
med fryktatferd/angst/avvikende atferd; CRH, RGS2 og PSAP, ble sekvensert for 4 finne

genetisk variasjon og vurdere om variasjon i disse genene kan assosieres med forekomsten av

lydangst hos storpuddel. Resultatene viste at genene hadde liten variasjon hos puddel og det

var ikke noen indikasjoner pa at disse genene var assosiert med lydangst pa denne rasen.

Undersgkelse av genetisk variasjon pa 29 ubeslektede hunder ved hjelp av genetiske

- markerer, viser en gjennomsnittlig heterozygotisiet pa 0,62. Dette tyder ikke pa at det er en
urovekkende lav generell genetisk variasjon i rasen. Den lave genefiske Rlariasj onen i de tre
undersgkte atferdsrelaterte genene tyder derfor pa at disse er konserverte i rasen, og at de ikke

er assosiert med variasjon i risiko for angst hos storpuddel.
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For 4 fa et utvidet bakgrunnsmateriale for genetisk bakgrunn hos storpuddel ble det ogsa gjort
en studie av linjeavl, ved & ta utgangspunkt i spredningen av genet for Neonatal
Encephalopathy. DNA-prover fra til sammen 70 storpudler er sekvensert pd exon 5 i genet
ATEF?2 for a kartlegge forekomsten av bearere av den recessive lidelsen NE. 10% av de
undersgkte hundene er funnet & vaere baerere. Studier av stamtavler viste en hund som ligger
bak all stamtavler med barere og derfor kan vare et sannsynligvis er opphav til genets

spredning i populasjonen.

Definisjoner

SP - Storpuddel

NKK — Norsk Kennel klub

NPK — Norsk Puddelklubb

NE(wS) — Neonatal Encephalopathy (with Seizures)
PCR - Polymerase chain reaction

RGS2 — Regulator of G-protein signaling 2
CRH - Corticotropin-releasing Hormone
PSAP — Prosaposin

UTR - Untranslated region

SNP — Single Nucleotide Polymorphism
OFA - Orthopetic Foundation for Animals

PHR — Poodle health registry
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Innledning

Bakgrunn

Allerede pa 50- og 60-tallet viste forskere at atferd (temperament) har hgy arvegrad (Brace,
1962; Scott & Fuller, 1965), og i et studie av schaeferhunder at temperament kan ha neert
dobbelt si hgy arvegrad som hofteleddsdysplasi, henholdsvis 0,51 og 0,26 (Mackenzie,
Oltenacu, & Leighton, 1985). Senere har forskning vist ssmmenheng mellom arv og en rekke
atferdsegenskaper, slik som lekelyst, jaktlyst og evne til & avreagere, men at grad av
sammenheng varierer med rase (Saetre et al., 2006; Schmutz & Schmutz, 1998). Annen
forskning viser hoy grad av arvelighet i hunders sosiale evner i menneske-hund-interaksjoner
(Persson, Roth, Johnsson, Wright, & Jensen, 2015). Som et bidrag i avlsarbeidet har en rekke
hundeklubber, og organisasjoner som avler hunder til spesifikke formal (politi, forsvar,
forerhundskoler etc.), begynt & bruke standardiserte atferdstester. Disse tester hundens
lekelyst, jaktlyst, aggresjon, sosiale evner, evne til avreaksjon med mer, eksempelvis som

Mentaltest Hund (MH). Norsk Puddelklubb anbefaler at avlshunder gjennomgar MH-test.

Frykt, bade instinktiv og tillert, er naturlig atferd hos bade dyr og mennesker, og er
nedvendig for overlevelse. Frykt, flukt og evne til & rélgére hu;tlg 1 éi'tteisit'lilééjbneirf gjor
individet i ste;nid til aunnga faré, 7ogr ér si)esiaiisért gjeﬁnoﬁ evoiusjon (Marksr,r 1986a; Marks,
1986b; Ohl, 2005). Frykt manifesterer seg i fysiologiske responser, med tachykardi, gkt

spyttsekresjon, urinering/defekasjon, i tillegg til atferdsmessige reaksjoner som flukt,

unnggdelse eller forsvar (Sherman & Mills, 2008). Det er nar fryktreaksjonen blir irrasjonell at
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den er et problem. Nar hunden viser uttalt frykt i normale situasjoner eller for ufarlige

objekter kan frykten bli en dominerende del av livet for bade hund og eier.

Angst er definert som ” en folelse av uro, anspenthet og forventning om at noe farlig kan
hende, eller en overdreven fryktreaksjon pé en hendelse.” (Store norske leksikon). Hos hund
er det den overdrevne fryktreaksjonen som omtales som angst. Enkelte hunder er s& redde for
a vere alene (separasjonsangst) at de bade skader seg selv og edelegger inventar hvis eieren
gér fra dem, ogsa i en kort periode. Andre hunder er sé redde for skarpe lyder (lydangst) at de
for eksempel ikke kan vaere med pa jakt, g tur langs bilveien eller luftes i tordenvaer. Det er
sett sammenheng mellom lydangst og separasjonsangst (Overall, Dunham, & Frank, 2001;
Sherman & Mills, 2008). Det er ogsé sett at enkelte raser oftere er representert i studier pa
angstatferd, som bade antyder at angst er arvelig, og at man ved avl pa enkelte fysiske trekk

ogsa har avlet pa angstpreget gemytt (Ohl, Arndt, & van der Staay, 2008).

Angst hos hund er en potensiell stor utfordring for hundeeieren i dagliglivet eller ved spesielle
anledninger, og kan fore til vanskelige situésjoner for hund og eier (Ballamwar, Bonde,
Mangle, & Vyavahare, 2008). Et amerikansk studie viste for eksempel at 40% av eiere som
leverer hunden sin til omplassering oppgir at den har minst ett atferdsproblem (Salman et al.,
1998). Hunder som er sé redde at de ikke fungerer i hjemmet, viser aggresjon eller pa annen

mate er uhdndterlige for eieren vil matte omplasseres, eller i verste fall avlives.

Etologiske studier av bdde dyr og mennesker viser at frykt er en varierende atferdsegenskap.
Frykt for lyd er mélbar i form av observasjoner. En hund vil enten vise frykt eller ikke vise
frykt, nar den utsettes for lyd. Enkelte individer viser klart sterkere frykt enn andre, nar de

utsettes for et felles stimuli. Flere vitenskapelige publikasjoner indikerer at det finnes en rekke
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genetiske markerer som kan kobles til angst hos dyr eller mennesker (Lacerda-Pinheiro et al.,
2014; Marks, 1986b). Hunder har svart varierende atferdsegenskaper, spesialisert hos
enkeltrasene gjennom avl, og er gode modeller for studier av atferdsgener. Men selv om en
rekke studier beviser at atferd er arvelig, sa har det vart fa studier som har kunnet peke pa

enkeltgener hos hund (Spady & Ostrander, 2008).

Oppgaven vil fokusere pa enkelte kandidatgener, og undersegke om det kan finnes genetiske
markerer som kan knyttes til lydangst i en spesifikk rase, med den hensikt at et slikt resultat
kan brukes i avlsprogram for 4 unnga avl pé engstelige dyr. Kandidatgenene er valgt pa
bakgrunn av andre studier, som viser at de har en assosiasjon til atferdsegenskaper hos dyr

og/eller mennesker.

Det er gjort danske atferdsstudier pa hund, som viser at puddelrasene har hgyere risiko for
generell angstatferd (Lund, Agger, & Vestergaard, 1996), og hgyere risiko for skuddangst
(Rugbjerg, Proschowsky, Ersboll, & Lund, 2003), enn andre rasehunder i de samme studiene.
Denne prosjektoppgaven undersgker forekomst av angst hos storpudler i Norge, og vil

fokusere pa eventuelle genetiske forskjeller mellom hunder med og hunder uten lydangst. For

& snevre inn oppgaven til en enkelt malbar frykt, brukes angst mot haye lyder, ogidenne

forbindelse angst for lyden av fyrverkeri. Andre atferdsegenskaper vil belyses der det er

‘relevant. Gjennom oppgaven vil det ogsa vare fokus pa genetisk variasjon hos norske

storpudler.

Prosjektets hovedfokus vil vare pa genetikk, og relevant laboratoriearbeid. Forstaelse for og

praktisk bruk av genforskning er fordypningsprosjektets hovedfokus.

-10-
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Hovedmal

Undersgke forekomst av angstrelaterte atferdsegenskaper og genetisk assosiasjon av

kandidatgener til lydangst hos storpuddel.

Delmal

1. Gjennomfore helseundersgkelse, og undersgke frekvensen av lydangst hos storpuddel.
2. Hente DNA fra blodpraver og svaberprover.

3. Gjennomfore gensekvensering av kandidatgener.

4. Undersoke forekomst av heterozygoti i genet for NE hos storpuddel i Norge.

5. Undersegke genetisk variasjon pa storpuddel ved stamtavlestudier og genetiske

markerer.

Materiale og metoder

Materiale

Norsk Puddelklubb gnsket & samle inn blodprever fra norske storpudler (med eiere som var
medlem i Norsk Puddelklubb) med og uten angst for heye lyder. Totalt ble det samlet inn 70
blodprever. Av disse hadde 58 hunder informasjon om lydangst; 28 «caser» og 30 kontroller.
Hundene ble klassifisert som case eller kontroll basert pé eiers utfylling av et sperreskjema
der hver hunds falsomhet for lyd ble klassifisert etter en S-punkt skala fra 1-5 (1: ikke redd
for lyd; 2:mild frykt 3: middels frykt, 4:sterk frykt, 5: meget sterk). NKK-registrerte

storpudler over 1 ars alder klassifisert som 4 eller 5 ble definert som caser. Hunder over 2 &r

-11 -
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som hadde opplevd nyttarsaften to ganger og ble klassifisert som «1: ikke redd for lyd» ble

inkludert som kontroller.

Utvelgelse av individer

Norsk Puddelklubb har annonsert etter hunder som er svert redde for fyrverkeri, via sin side
pé Facebook. Eiere har tatt kontakt, og prever er samlet inn fra hele landet. Klubben har veert

svert positive til undersekelsen, og bidratt med god hjelp.

En database er laget med informasjon om hundene i studiepopulasjonen og kontrollgruppa

(vedlegg).

Det er noen grad av slektskap mellom flere av hundene, bade mellom uredde og redde, men
ogsa pé tvers av disse gruppene. Ved sekvensering av gener er det valgt ulike hunder med

mest mulig spredning pa farge, kjonn og linje bade fra studiepopulasjonen og kontrollgruppa.

o ’ﬂryvetag n’ing

6 prover er hentet fra genbanken til NVH, som frosset EDTA-blod.

12 prﬂ\/er er ferske EDTA-blodprﬂvef, DNA er isolert for ﬁysing / lagring.

De gvrige 52 pravene er svaberprover.

-12-
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Gener

CRH - Corticotropin-releasing hormone

Corticotropin releasing hormone (factor), CRH, er et peptid bestdende av 41 aminosyrer,
avledet fra et preprohormon bestidende av 196 aminosyrer. CRH sekreres fra det
paraventrikulere nukleus (PVN) i hypothalamus, som en respons pa gkt stress. CRH
syntetiseres ogsa i perifere vev, for eksempel i T-lymfocytter, og uttrykkes i placenta i
forbindelse med fedsel. CRH transporteres til hypofysen, hvor det stimulerer til produksjon av
blant annet stresshormonene ACTH og beta-endorfin. Utskillelsen av CRH kan dermed

pavirke mekanismer som sultfolelse, fryktrespons, og stressreaksjoner.

Det har veert publisert en rekke arbeider som indikerer at CRH kan vere assosiert til angst. Et
arbeid viste gkt konsentrasjon av CRH i hjernen hos selvmordsofre (Arato, Banki, Bissette,
& Nemeroff, 1989). Senere er det publisert en rekke artikler som viser korrelasjon mellom
CRH-variabler og psykiske lidelser hos mennesker, inkludert angst, depresjon og
selvmordstanker hos menneske (Bakshi & Kalin, 2000; Holsboer, 1999; Holsboer & Ising,
2008; Smoller et al., 2005)og angstlignende atferd hos gnagere (Deussing & Wurst, 2005;
Merali, Khan, Michaud, Shippy, & Anisman, 2004; Sotnikov et al., 2014; van Gaalen,
Stenzel-Poore, Holsboer, & Steckler, 2002). Dette er bakgrunnen for valget av genet som

kandidatgen.

Genet er lokalisert pa hundens kromosom 29 (CFA29:15.831.944-15.834.384). Den kodende
delen av genet bestar av 1687 basepar fordelt pa to exons, og transkriberes til 196 aminosyrer.

Hele exon 1, og halve exon 2 er UTR.

-13 -
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AAEX 030158381 >

CCs -
< CRH-201 Protein Coding

e B Ensembl protein coding
15.830Mb 15.832Mb  15.834Mb

Figur 1: Gen CRH. Figuren viser beliggenhet av exon pa kromosom 29. Fylte rede bokser viser

proteinkodende del, mens dpne rede bokser viser UTR.

RGS2 - Regulator of G-protein signaling 2

RGS?2 er bare ett av mange proteiner i en sterre gruppe proteiner som regulerer G-
proteinkoblede reseptorer. Det medierer blant annet enkelte neurotransmittor-reseptorer, de

samme reseptorene som pévirkes av enkelte antidepressiva og antipsykotiske legemidler.

11998 ble det vist at RGS2 var involvert i reguleringen av angst og aggresjon hos mus (Ingi et
al., 1998; Oliveira-Dos-Santos et al., 2000) og det ble vist at RGS2 regulerer flere sider av G-
protein-signalkjeden (Kehrl & Sinnarajah, 2002). Hos menneske er det pavist assosiasjon
mellom variasjoner i RGS2 og ulike psykiske lidelser, inkludert selvmord (Amstadter et al.,

2009; Cui et al., 2008; Koenen et al., 2009).

-~ 12004 fant forskere ved hjelp-av QLT-kartlegging en recessiv mutasjon pd RGS2, som viste —

at RGS2-genet er med pé & modulere angst hos mus. Knock-out av RGS2 pi mus resulterte
okt angst, sammenlignet med villtype (Yalcin et al., 2004). Senere er en rekke publikasjoner
med pé & underbygge dette funnet. Det er vist at RGS2-genet er assosiert med
personlighetstrekk og temperament (Smoller et al., 2008), og at RGS2 ekspresjonsgrad er

assosiert med angst/depresjon hos mus (Lifschytz et al., 2012). Det har ogsé vert pavist

assosiasjon mellom RGS2 og panikkangst hos mennesker, (Leygraf et al., 2006; Mouri et al.,
-14-
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2010), men et storre studie i USA i 2013 kunne ikke verifisere den samme assosiasjonen
(Hettema, Sun, Chen, & Kendler, 2013). RGS2-genets assosiasjon til panikkangst gjer det til
et aktuelt kandidatgen for forskning pa angst hos mennesker (Hohoff et al., 2015), og

potensielt ogsé hos hund.

Genet er lokalisert pd kromosom 38 (CFA38: 6.198.192-6.204.715). Den kodende delen av
genet bestar av 3385bp fordelt pa 5 exons, som til sammen koder for 196 aminosyrer. Exon 1
bestar av en del UTR, og starter med en lang N-kjede (sekvensen her er ukjent, og kan ikke

leses av). Intron mellom exon 2 og exon 3 er pa bare 103 bp. Store deler av exon 5 bestér av

[ 26.53 kb
| 6.195Mb 6.20Mb S
Contigs EEsE e e SRR OO BRI ooy = (e e s ol el
Genes (Ensembl). — a8 W —1D
< RGS2-201
protein coding

e L e e |
< RGS2-202
protein coding
6.19Mb 6.20Mb
<= Reverse strand 2653 kb

Protein Coding
Bl Ensembl protein coding

Figur 2: Gen RGS2. Figuren viser beliggenhet av exons (fylte rede bokser) pa kromosom 38.

PSAP — Prosaposin

PSAP-genet koder for glykoproteinet prosaposin, som er forlgper for fire spaltningsprodukter;
saposin A-D. Hver del av prosaposinet bestar av ca 80 aminosyrer. Saposin A-D finnes forst
og fremst i det lysosomale rommet, der de lette nedbrytningen av glykosfingolipider med
korte oligogrupper. Forleperproteinet (PSAP) eksisterer bade som et sekretorisk protein og

som et integrert membranprotein, og har neurotrofiske egenskaper.
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Grad av ekspresjon av blant annet PSAP er vist & korrelere med grad av angstatferd hos mus

(Hovatta & Barlow, 2008), og panikkangst hos menneske (Donner et al., 2008).

Tidligere undersgkelser ved seksjon for genetikk, har vist at det finnes en insersjon / delesjon
1 intron 1, rett utenfor exonet, og en insersjon /delesjon i intron 8, i tillegg til flere spredte

SNP (personlig kommunikasjon, upubliserte resultater).

CCTGCAGACIGTIGIGGAACRRGCCGRACGGIGGT AAGTGCCACIGGIGCCGICCICCATCICTITCATATIGGCTGT.
CCTGCAGACIGTGIGGAACAAGCCGACGGTIGGT: : :AAGTIGCCACTIGGIGCCGICCICCATCICTTCATATIGGCTGT
CCIGCAGACIGIGIGGAACAAGCCGACGGIGGTAAGTIGCCACTGGIGCCAAGTGCCACTIGGIGCCGICCTICCATCICITICATATIGGCTGT.

CCIGCAGACTGINIGGRAACARGCCGACGGTGGT 1ttt :::::::: :AAGTGCCACTIGGIGCCGICCICCATCTICTITICATATIGGCTIGT
CCIGCAGACIGTGIGGRACAAGCCGACGGTGGTAAGTGCCACTGGTGCCAAGTIGCCACTIGGTIGCCGTCCTICCATCICTITCATATTIGGCTGT.
CCTGCAGACTGTIGIGGAACRAAGCCGACGGTGGT sz 22222233 tAAGTGCCACTIGGIGCCGTCCICCATCTICTTICAT

CCIGCAGACIGIGIGGAACAAGCCGACGGIGGTAAGTIGCCACTGGTGCCAAGTIGCCACTIGGTIGCCGTICCTCCATCTICTTIC
CCIGCAGACTIGTIGIGGARCAAGCCGACGGTIG

Is5150 Is160 15170 Isieo0 Is5190 Is200 Is210 Is5220 15230
CCIGCAGACTGIGTGGAACAAGCCGACGGIGGTAAGTIGCCACTGGIGCCARGTGCCACTGGTIGCCEGICCICCATCICTITICATATIGGCTIGT.

Figur 3: PSAP intron 1 (Ellen Arnet, upubliserte data)

tAGAARCGTCATCCCIGCTITIGGAACTIGGTGGAGCCC:
iAGAACGTCATCCCIGCTTTIGGAACTGGTGGAGCCC:
iAGAACGTCATICCCIGCITIIGGRAACIGGTGGAGCCC: :ATTAAGGTACCIGGIGICATCGIGICGTIGC
fAGAACGTICATCCCIGCTTTIGGAACTGGTIGGAGCCC: i :ATTRAAGGTACCIGGIGICATCGIGICGTG(
.AGAACGICATCCCIGCTIIGGAACTGGTGGAGCCCATTAAGGTAITAAGGIACCIGGIGTCAICGIGICGTG(
iAGAACGTCATCCCIGCTTTGGAACTGGTGGAGCCCATTAAGGTATTAAGGTACCTIGGTIGICATCGIGTICGTG(
i AGRACGTCATCCCTIGCTTTIGGRAACTGGTGGAGCCCATTAAGGTATTAAGGTACCTIGGTGICATCGTIGICGTG(
iAGAACGTCATCCCTGCITTGGRAACTIGGTIGGAGCCCATTAAGGTATTRAGGTACCIGGIGICATCGIGICGTG(
iAGRACGTICATCCCIGCITIGGRACTGGIGGAGCCCATTAAG::::::::

:ATTARGGTACCIGGIGICATICGIGICGIG(
:ATTAAGGTACCIGGIGICATCGIGICGTIG(

iAGARACGICATICCCIGCITIGGAACTIGGTIGGAGCC
tAGARACGTCATCCCIGCTITGGAACTIGGTGGAGC
tAGRACGTCATCCCIGCTITIGGAARCIGGTIGGAGC
iAGARCGTCATCCCIGCTTTIGGAACTGGTIGGAGC

tAGRRCGTICATCCCIGCTIITGGRACTIGGTGGAG
~ iAGARACGTCATCCCIGCTTIGGRACTGGTIGGAG — — —_— —

T121790 Ti2180 112190 112200 112210 112220 112230 Iz
iRGRRCGTCATCCCTIGCTTITGGRACTGGTGGAGCCCATTAAG: :ATTARGGTACCTGGTIGICRATCEGIGTICETG!

exon &€ exon &

Figur 4: PSAP intron/exon 8 (Ellen Arnet, upubliserte data)
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Genet er plasser p& kromosom 4 (CRF4: 22.571.938-22.603.939), bestar av 14 exons. Den

kodende delen av genet bestér av 2010 basepar og koder for totalt 526 aminosyrer.

3 4 1
Contias 4 AAEX 03002817 1 >
Genes (Ensembl) :}MWM,}VL—. o ]
< PSAP-201 H
protein cocling $
22.57Mb i 22.58Mb 22.55Mb 22.60Mb
~agReverse strand - 52.00 kb

Figur 5: Gen PSAP. Figuren viser beliggenhet av exons (fylte rede bokser) pa kromosom 4.

ATF2 — Activating transkription factor 2

Neonatal Encephalopathy (with seizures) ble beskrevet forste gang i 2007, som en autosomal
recessiv lidelse hos storpuddel (Chen et al., 2008)Det er en T>G mutasjon, som ferer til en
metionin til arginin-mutasjon(missense) i aminosyrerekkefelgen. Affiserte valper er
svakfedte, og der i lapet av de forste leveukene. Ingen valper overlever til 7 ukers alder.

Lidelsen er ogsa beskrevet hos blandingsraser av storpuddel (labradoodle og andre).

Genet er plassert pa kromosom 36 (CRF36: 19.034.714-19.102.910), og bestar av 14 exons.

Mutasjonen som forer til NE er lokalisert p& exon 5.

19.04Mb 15.06Mb 195.08Mb 19.10Mb
Contias
Genes (Ensembl) -ttt Mt
Genes (Ensemb) et
protein coding
19.04Mb 15.06Mb 19.08Mb 19.10Mb
~agReverse strand 88.20 kb

Figur 6: Gen ATF2. Figuren viser beliggenhet av exons (fylte rode bokser) pa kromosom 36.

5 ENSCAFE00000146034 19,079,003 18,078,907 0 1 97

GAGGATCATTTCG
CGTAATGACAGTGTCA'

CATAARCATGAGATGACACTGAAR

Figuren 7: ATF2 Exon 5
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Primere

Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Valg av primere er gjort ved hjelp av Primer3Plus.

CRH

Tabell 1 — Primere brukt for & amplifisere CRH-genet

Exon 1 Del 1 CRH2_ex1-1_F CTGAGGTGTTGCCAGAGACA
CRH2 ex1-1 R CGGACTTGGGCTCTGAGTTT
Exon 1 Del 2 CRH2_ex1-2_F TCGTTGACGTCACCAAGGAG

CRH2 ex1-2 R TGAGGCACAGTCAGCAAACA

Exon2 Del 1 *

CHR2-exon2-1_F TGAGCTGAACTCTGACCAACTC
CHR2-exon2-1_R ACGCACCGTTTTATTTCCCA
CRH_ex2_1 NY_F CTGGTTCGAGAGCTTCAGCA
CRH ex2 1 NY R AACGCGCGGAAAAAGTTGG

Exon 2 Del 2 CRH _ex2 2 NY_F GATTTCTTCCAGCTGCCGC
CRH _ex2 2 NY R TGGATACACTTTGTGCATGCT

Exon 2 Del 3 CRH_ex2 3 NY_F GGTGCGTTTGGCCAAAAAGA
CRH ex2 3 NY R TCTGTGTAAGCCACTTGCAT

* Ingen band pa gel

RGS2:

Tabell 2 — Primere brukt for 4 amplifisere RGS2-genet

Exon1Dell *

RGS2-ex1-1_F CAACCAAGGATTTCGGAGAA
RGS2-ex1-1 R TCCTCATCCTCCTCATCACC

Exon 1 Del 2

RGS2-ex1-2_F GCTGGGACTTCTCTGTCCTG
RGS2-ex1-2 R GAGCTGTTGCTCGAGCTCTT

Exon 2 og 3 (lite
intron i mellom)

RGS2-ex203_F TGTTGCTACTGGGTGGCTTT
RGS2-ex203 R CTGCCCCTACAATTTGGGCT

Exon 4

RGS2-ex4 F AGGCATTAATTGGTCACCCAGT

1 RGS2-ex4 RAACAATCTTGTCCCTCCECCE

Exon5Del 1

RGS2-ex5-1 F TTGCTGCTTGTTTTCAACGA
~ | RGS2-ex5-1 R CCAGCTAGCTAAGGCCACAT
Exon 5 Del 2 RGS2-5-2NY_F AGGTGGTCCAAATGTGGTGT
RGS2-5-2NY R CCCCCATGTCTGAACCGAAT
Exon 5 Del 3 RGS2-5-3NY_F TCCCTAATTCAGTCCATTACCACA
RGS2-5-3NY_R TCTGATCCCAGGGTGGTTCT
Exon 5 Del 4 RGS2-5-4NY_F GTACACCAGGTGATGTGCCT
RGS2-5-4NY R GCCAGAGGAAGCAGGAGAAT
Exon 5 Del 5 RGS2-ex5-5_F AGCCTTCATCTCAGATTTGCA
RGS2-ex5-5 R CGGGGTGGCTACAGAAAGTA
Exon 5 Del 6 RGS2-ex5-6 F TCTGAAGGGTTATTGAAAGAGACA
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

RGS2-ex5-6 R CCTGGGGAAGTGACAATTGC

Exon 5 Del 7 RGS2-ex5-7 F GCATGGCTTGACTCCTCCTT
RGS2-ex5-7 R TGGGCCTTTTAAAACCTTGTACT

* Ingen band pa gel

PSAP:

Tabell 3: Primere PSAP*

Exon 1 (2)** PSAPE] F AGTGGTGCTGTGGTTTGTGT
PSAPEl R GAGAAGCAAACGAAGCAAGG
Exon 2 (3) PSAPE2 F AGATAGGACAGAGGCCAAGG
PSAPE2 R CACAGAGCGATCTCTGAAGG
Exon 3 (4) PSAPE3 F TTCCCTGAGGCTGCTGTC
PSAPE3 R CAAAGCCATCTCAGAGGTCAG
Exon 4 (5) PSAPE4 F TTTGAGATGCCTGTGAGTCG
PSAPE4 R ACACACACTATGCCCCTCTC
Exon 5 (6)** PSAPE5S F TTGGGAAATTGAAGCCTCTG
PSAPE5 R CAAAGCCCTGAGATTGGAAC
Exon 6 (7) PSAPE6 F GGGACCTTTTGGGACATTTT
PSAPE6 R TGGTCAGAAGGGTTCATTTTG
Exon 7** PSAPE7 F GACTGCAAGTTTTCCCCTGA
PSAPE7 R AGAGGGGAGAAAGGCAGAAG
Exon 8 PSAPES F CGACCTTTGTGTGTGGAGAG
PSAPES R GCATGTGCCTCATACAGCAT
Exon 9** PSAPE9 F GGCCACAGGGTATCCCTTC
PSAPE9 R ATGTCCCATGAAGGCAAGG
Exon 10** PSAPEI0 F TTTCTGGGGAGGAAGTAGCA
PSAPE10 R GCACACAGGAGCACAGACTC
Exon 11%* PSAPEIl F GCTCCATCTGTGCTCCTCTC
PSAPE11 R TCCCTGGAAACCTCAATCAG
Exon 12** PSAPEI2 F CAGTGGCCGGAATTCTITATG
PSAPEI2 R CCAGAGACTGCCAGAACCTC
Exon 13 PSAPE13 F TTGGAAGTGGCATGTCAGAG
PSAPEI3 R CTCCTCCTCACGCAGGAT
Exon 14 PSAPE14 F TTGCCATAGGAGTCCCTGAC
PSAPE14 R CAGCGATGCTACAATCGAGA
Exon 15 PSAPEI5S F GACCCCCATTTCGTTTGAC
PSAPE15 R GAACCACTCAGGCTCAGGTC

* Annoteringen av genet har endret seg noe siden forste publikasjon av genomet. Genet har nd

14 exons.

** Ingen bénd pa gel
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

NE / ATF2:

Tabell 4: Primere NE (ATF2)

Exon 5

NE_ATF2_e5F TGGTGGTTTTACATGTTGTGGA
NE ATF2 e5R TGTGCACATTCCAGGTGAAA

Prosedyrer

Fortynning av primere 5%

1)
2)
3)
4)
5)

Eppendorfrgr, merkes i lokket.

Sul primer fra originalt rgr (200pmol/ul)
195ul sterilt vann

Vortex / sentrifuge

Fryses til senere.

DNA-isolering (kokemetode)

Tin 1ml PCR-buffer og tilsett 10ul Proteinase-K. La sté.
100ul EDTA-blod i eppendorfrer.

Tilsett 1ml lysisbuffer

Vortex

Sentrifuge 13000 opm i 1min.

Hell av supernatanten

Gjenta pkt 2-5 én gang til.

Tilsett 1ml TE (??7)

WONA WD

Sentrifuge 13000 opm i 2min.
10. Hell av supernatanten
11. Resuspender pelletten i 100ml PCR-buffer m/ProtK.

12 Termomixer med risting 56graderi 2 timer

~13.Innaktiver proteinase K ved 95grader i 10 minutter.

DNA-

isolering fra svaber

Svabere fra Performagene TM fra PG-100 collection kit.

1. Vortex prgven noen sekunder

2. Inkuberes i termomixer pd 50 grader celsius i minst en time.

3. Lokket fjernes, bomullssvaberen presses mot glasset for 4 ekstrahere s mye
av prgven som mulig.
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Svaberen kastes

500 pL av prgven overfgres til Eppendorfrgr.

20 pL PG-L2P purifier tilsettes prgven. Vortex.

Prgven inkuberes pa is i 10 minutter.

Sentrifugeres pa 15000 x g i 5 minutter

Supernatant overfgres forsiktig til nytt Eppendorfrgr. Pelletten og det gamle

rgret kastes.

10. 25 pL 5 M NaCl-1gsning tilsettes prgven

11. 600 pL romtemperert 100% etanol tilsettes prgven

12. Prgven vendes forsiktig 10 ganger

13. Inkuberes i romtemperatur i 10 minutter

14. Rgret plasseres i sentrifuge med kjent retning, og sentrifugeres i 2 minutter
pa 15000 x g

15. Supernatanten fjernes forsiktig med en pipette, uten a forstyrre DNA-pelleten.

16. DNA vaskes ved 3 tilsette 250 pL 70% etanol

17. Etanolen fjernes etter 1 minutt

18. Rgret sentrifugeres raskt for a samle eventuell gjenvaerende etanol slik at
denne kan fjernes.

19. DNA-pelleten resuspenderes i 100 pL TE-buffer, deretter vortexes prgven.

20. Prgven inkuberes i romtemperatur over natten.

O 0 NoyU e

Alle DNA-prgver lagres ved -20 celsius.

PCR

Gjeres pa is.

PCR-brett med 1ul DNA i brennen(e)
Tilsett 14ul PCR-mix:
1) Destillert vann 10,65 ul
2) 10x PCR-buffer 1,5 ul
3) dNTP-mix (2,5mM) 0,5 ul
4) F-primer (5pmol/ul = 1/20 lgsning) 0,5 ul
5) R-primer (5pmol/ul =1/20 lgsning) 0,5 ul
6) Taq DNA polymerase 0,05 ul
7) Q-lgsning 0,3 ul

Sentrifugeres kort.

Sekvensering BigDye

1) 5xBigDye buffer 2 ul

2) BigDye terminator mix 1,5 ul
3) F-eller R-primer 0,32 ul

4) Destillert vann 5,2 ul
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PCR-produkt 1 ul

BigDye sekvensprogram:

95°C Imin

96°C 15sek \
50°C 10sek 29x
60°C 2min /

4 grader 00

Felling:

Spinn ned etter sekvensreaksjon

Pipetter over i en mikrotitrer plate for ABI 3100

Tilsett 1ul 7,5M Ammoniumacetat pr brenn

Tilsett 30 ul 96% etanol til hver brenn

(NB Absolutt EtOH absorberer vann fra lufta, ver sikker pa at sluttkonsentrasjon i
praovene er 67-71% for & fa en god felling).

Mix ved pipettering

Inkuber 15 min ved romtemperatur

Spinn ved 4000 rpm i 30 min

Vend platen og rist ut EtOH raskt en gang, sett brettet opp ned pé et stykke
absorberende papir og sentrifuger ved 350 rpm i 1 min, med det samme!
Tilsett 60 ul 70 % ethanol til hver prove

Sentrifuger ved 4000 rpm i 10 min.

Vend platen og ryst ut EtOH raskt en gang, sett brettet opp ned pa et stykke
absorberende papir og sentrifuger ved 350 rpm i 1 min, med det samme!
Resuspender i 10-15 pl sterilt dH20. Bland ved pipettering. Spinn ned.

Mikrosatellitter

DNA ekstrahert fra 29 blod- og svaberprgver.

PCR oppsett, 19 microsatellitter ble amplifisert. Hvert primerpar bestar av en umerket

primer samt en fluorescein-merket primer, slik-at PCR-produktet kan detekteres pa en

kapilleer-elektroforesmaskin. —

~ 1,5ul DNA +20ul PCR mixi hver brgnni PCR brett.

PCR Betingelser: 95’C 3min. —

30 sykler: 95'C 30 sek. — 60°C 40 sek. — 72'C 50 sek.

72’C 4 min.

Fragmentanalyse pa Applied Biosystem, 3500XL Genetic analyser. :
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

2,5ul av PCR produktet blandet med 9ul mix av formamid og LIZ standard.

Resultatene analysert i programmet GeneMapper Versjon 5.0 .

Genetiske analyser av gener med mulig assosiasjon til angst

CRH

Forst testet vi alle fire primerpar, med fire ulike DNA-prever. DNA-prgvene ble pa forhand

testet med standardprimere, og ga gode band med dem.

Det forste primersettet ga gode band pa exon 1, men svake / ingen band pa exon 2. Det ble

forsekt sekvensering av alle primerne.

Figur 8: 8 brenner per exon, CRH1-1, 1-2, 2-1, 2-2. Eksempel pa gode béind pé de to everste (grenn pil),

og manglende band pa de to nederste (red pil). Den bl pila peker pé en standardgradient.
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Sekvensering pa exon 2 ga ingen resultater, da ble det bestilt nye primere for exon 2. Deretter
ble det forsegkt & kjore en temperaturtest med bade nye og gamle primere, og kryssing av
primere fra forste og andre primersett, for & forseke & fa ut gode bénd pa exon 2. Ved

temperaturgradient blir samme preove kjort pa ulike temperaturer for & finne optimal

temperatur.

Figur 9: CRH Temperaturtest, eksempel ps temperaturgradient. De samme to DNA-prevene er kjort pa 6

ulike temperaturer for a finne optimal PCR-temperatur. Her 54, 56, 58, 60, 62 og 64 grader.

Gode band finnes pé exon 1, og siste halvdel av exon 2, men ikke pa kodende (ferste) del av

exon 2. Alle er forsgkt sekvensert.

Forst ble alle 11 primerparene testet, med 3 ulike DNA-prever. DNA-pravene ble testet pa

forhand med standardprimer og ga gode band med dem.
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Det ble gode bénd pa exon 2, 3, 4 og kodende (forste) del av exon 5, og hele intron mellom
exon 2 og 3. Ogsa siste halvdel av exon 5 har gode band. Det ble bestilt nye primere pé exon

1, men disse ga ikke band pa gel.

PSAP

Forst ble alle 11 primerpar testet med 4 ulike DNA-praver. DNA-provene ble testet pa

forhdnd med standardprimer og ga gode bidnd med dem.

Det ble gode band pa exon 2, 3, 4, 6, 13, 14 og 15, og svake band pa exon 7.

Primere til exon 1 og 8 ble fortynnet pa nytt, og det ble satt opp en temperaturtest for & finne

optimal temperatur, fra 52C til 62C.

Figur 10: Exon 1 og 8, temperaturtest, med ny fortynning av primer og gammel fortynning av primer. Det
er ses gode bind p4 alle temperaturer med ny primerfortynning, og ingen band pa de gamle

fortynningene.
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De gvrige primerne, exon 1, 5, 7,9, 10, 11 og 12, pa PSAP amplifiserte ikke.

NE / ATF2

For ATF?2 er det bare ett primerpar, som ble testet med 4 ulike DNA-prgver. DNA-pravene
ble testet pa forhand med standardprimer og ga gode band med dem. Det ble gode band pa gel

for ATF2-primerne.

Resultater

Helseundersokelse

Det er tatt utgangspunkt i tallene som forela 18.februar 2015.

Undersgkelsen omfatter 402 storpudler, hvorav 45% hannhunder og 55% tisper.
Totalt 23% av hundene er kastrert. 22% av tispene og 25% av hannene er kastrert.
22% av de kastrerte hundene er kastrert pa grunn av uensket atferd. Atferd er arsak til

kastrasjon for 4% av de kastrerte tispene og 41% av de kastrerte hannene.

I den delen av undersgkelsen som omhandler lydangst oppgir 19% av eierne at hunden viser

sterk eller meget sterk frykt for fyrverkeri. 14% oppgir at hunden viser sterk eller meget sterk

frykt for skudd.

83% av hundene som defineres med meget sterk frykt for fyrverkeri viser ogsa sterk eller

meget sterk frykt for skudd.
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48% av hundene som defineres med meget sterk frykt for fyrverkeri viser ogsa sterk eller
meget sterk frykt for skudd.

3,8 % av hundene defineres med meget sterk eller sterk frykt for fyrverkeri viser ingen frykt
for skudd.

100% av hundene defineres med meget sterk frykt for skudd viser ogsé meget sterk frykt for

fyrverkeri.

90% av hundene defineres med sterk frykt for skudd viser ogsa meget sterk eller sterk frykt
for fyrverkeri.
1,7% av hundene defineres med meget sterk eller sterk frykt for skudd viser ingen frykt for

fyrverkeri.

& Nei

“ Mild

“ Moderat

i Sterk

i Meget sterk
“ Vet ikke

Figur 11: Er hunden redd for fyrverkeri?
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® Nei

“ Mild

“ Moderat

i Sterk

M Meget sterk
“ Vet ikke

Figur 12: Er hunden redd for skudd?

10% av eierene oppgir at hunden er sterkt eller meget sterkt berert av torden. Samtidig

beskriver 12% at hunden oppleves som pysete/pinglete. Pa motsatt side oppleves 64% som

lite pysete/pinglete.

& Nei

& Mild

- W Sterk

B Moderat ———————

Meget sterk

Vet ikke

Figur 13: Er hunden redd for torden?
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i Tkke riktig
& Lite riktig
Verken

& Riktig

i Meget riktig

Figur 14: Er hunden pysete/pinglete?

Blant de gvrige resultatene fra den delen av helseundersgkelsen som omhandler lydbererthet
finner vi disse tallene:

0,5% av hundene viser meget sterk eller sterk frykt for trafikkstay. 78,4% viser ingen frykt for
trafikkstoy.

2% av hundene viser meget sterk eller sterk frykt for hjemmestay. 70,9% viser ingen frykt for
hjemmestoy (stevsuger m.m).

59% av hundene bjeffer ofte eller meget ofte nar det ringer pé. 15,9% bjeffer aldri nér det
ringer pa.

97,8% av hundeeierne svarer riktig eller meget riktig pa pastanden om at hunden kan

oppfattes som glad.
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Sekvensering

CRH

Exon 1 lar seg sekvensere godt. Det er sekvensert DNA fra 16 hunder, uten a finne variasjon.
Sekvensen er lik referansesekvensen.

Det ble det satt opp sekvensering av 16 DNA-prgver pa exon 2. Det ble noen sekvenser som
kan tolkes, og dobbel sekvens pa de gvrige. CRH 2-3 sekvenseres godt, og dekker en del av

CRH 2-2.

Tabell 5: Sekvensering CRH

Exon Hunder Sekvenskvalitet Variasjon

CRHI-1* 16(29-36+1-8) Variabel kvalitet, 12F, IR Ingen variasjon
CRH12 16 (29-36 +18) : Ok kvalitet, 11F, 13R Ingen variasjon
CRH 2-1 32 (29-36 + 1-24) Darlig kvalitet. 7F, 3R Ingen variasjon
CRH2-2  32(29-36 + 1-24) Dérlig kvalitet. 6F, 12R Ingen variasjon
CRH2-3 16 (29-36 + 1-8) Ok kvalitet, 13F, 14R Ingen variasjon

~__*CRH 1-1/1-2 betyr forste eller andre del av exonl, tilsvarende fra de andre exons

Gode band pa exon 2, 3, 4 og forste del av 5 (resten av 5 er UTR). Det ble ikke band pa exon
1 pé gel, men gjort forsgk pé sekvensering. Forste halvdel av exon 1 bestér av ukjent sekvens,

og primerene er laget over dette N-omradet.
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Tabell 6: Sekvensering RGS2

Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Exon
RGS2 1-1*

RGS2 1-2

RGS2 2 og 3
RGS2 4
RGS2 5-1
RGS2 5-2
RGS2 5-3
RGS2 5-4
RGS2 5-5
RGS2 5-6

RGS2 5-7

Hunder
16 (29-36 + 1-8)

16 (29-36 + 1-8)

24 (29-36 + 1-16)
24 (29-36 + 1-16)
24 (29-36 + 1-16)
Ikke sekvensert
Ikke sekvensert
Ikke sekvensert
16 (29-36 + 1-8)
16 (29-36 + 1-8)

16 (29-36 + 1-8)

Sekvenskvalitet

Ikke lesbare

Ingen forward sekvens.

Dérlig kvalitet 8R
God kvalitet, 24F, 24R
God kvalitet, 23F, 24R

Ok kvalitet, 23F, 22R

Ok kvalitet, 11F, 12R
Ok kvalitet, 12F, 12R

Dérlig kvalitet, 3F, 9R

Variasjon
Ikke mulig & vurdere

Ikke mulig & vurdere

Ingen SNP
Ingen SNP

Ingen SNP

Ingen SNP
Ingen SNP

Ikke mulig & vurdere

*RGS2 1-1/1-2 betyr forste eller andre del av exon 1, tilsvarende fra de andre exons

PSAP

Gode band pa exon 1, 2, 3, 4, 6, 8, 13, 14 og 15. Svake bénd pa exon 7.

Det er sekvensert 16 DNA-prover pa alle exon som har gitt band pa gel. Det er ikke funnet

variasjon i noen av disse exonene. Pa exon 1 og 8 er det funnet variasjon hos andre raser, og

her ble ytterligere 16 hunder sekvensert uten & finne variasjon.
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Tabell 7: Sekvensering PSAP

Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Exon Hunder Sekvenser Variasjon

PSAP 1 32 (1-16 +31-47) God kvalitet, 29F, 26R Ingen insersjon / SNP
PSAP 2 16 (5-11 +39-47) Ok kvalitet, 11F, 13R Ingen SNP

PSAP 3 16 (5-11 +39-47) God kvalitet, 13F, 14R Ingen SNP

PSAP 4 16 (5-11 +39-47) Ok kvalitet, 9F, 15R Ingen SNP

PSAP 6 16 (5-11 + 39-47) Ok kvalitet, 11F, 13R Ingen SNP

PSAP 7 16 (5-11 +39-47) Darlig kvalitet, 6F, 11R  Ikke mulig & vurdere
PSAP 8 32 (1-16 +31-47) God kvalitet, 30F, 26R Ingen insersjon / SNP
PSAP 13 16 (5-11 +39-47) Darlig kvalitet, 10F, 14R  Ikke mulig & vurdere
PSAP 14 16 (5-11 +39-47) God kvalitet, 13F, 13R Ingen SNP

PSAP 15 16 (5-11 +39-47) Ok kvalitet, 12F, 16R Ingen SNP
Genetisk variasjon

Et tilfeldig utvalg av 14 caser og 15 kontroller ble testet for genetisk variasjon over 19

markerer, med et standardsett med mikrosattelitt-primere, som ble detektert pa en

kapillerelektroforseremaskin.
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Figur 15: Typing av mikrosatellitter pa kapillazrelektroforesemaskin
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Figurene viser typing av to mikrosatellitter, FH2289 og COL9a3, pa hver av fire hunder (en
linje er en hund). Bildet til venstre (FH2289) viser at alle 4 hunder har to topper
(heterozygote) og at mange av toppene ligger pa ulike steder (=genetisk variasjon). Bildet til
hayre (COL9a3) viser at den gverste og de to nederste hundene er homozygote (bare en topp)

mens hund nummer to er heterozygot.

Homozygoti er gitt verdi 0 og heterozygoti er gitt verdi 1 for hver marker fra hver hund, og
det er beregnet et gjennomsnitt av disse for hver marker. Disse tallene varierer fra 0,259

(c22.279, lavest) til 0,88 (FH2001, hayest).

Antall alleler varierer fra 2 (FH 2772) til 11 (Cra-FH3810 og FH2289). Den gjennomsnittlige

beregnede heterozygositeten over alle markerer og alle pravene var 0,64.

Tabell 8: Oversikt over mikrosatellitter som ble brukt i undersekelsen av genetisk variasjon

Primer | Antall alleler | Heterozygoti | Primer Antall alleler | Heterozygoti
Ahtl71 |9 0,7931 Inra21 5 0,69
Aht211 |4 0,259 Pez08 4 0,0556
C22.279 | 5 0,7241 Pez12 8 0,84
FH2001 | 4 0,88 FH3325 8 0,708
FH2054 |3 0,571 Cfi-tttal0 7 0,536
FhH247 | 9 0,679 Col9a3 6 0,3793
FH2289 | 11 0,857 Cfa5-61tttc21 | 5 0,586
FH2293 |7 0,75 Rdh5 taga 10 | 6 0,483
FH2328 | 5 0,741 Cra-th3810 11 0,852
FH2772 | 2 0,3793
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NE / ATF2

Alle de 58 DNA-provene som ble samlet inn i forbindelse med prosjektoppgaven, i tillegg til

12 som ikke oppfylte inklusjonskriteriene for assosiasjonsanalysen (totalt 70), er sekvensert

pa ATF2.

Tabell 9: Sekvensering NE

Exon Hunder Sekvenser Variasjon

NE_e5 70 Gode. 70F, 70R SNP G>T

Sekvensering viser variasjon p& den posisjonen som var forventet. 8 av de 70 hundene er

heterozygote, og barere av mutasjonen som gir NE (se eksempel i figur 16).

C A T G A G A T G A
150 ’

"/& [\/\ ,/_\___

C A Gam T
160
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c A T 6 A G A T G A C A MG T G A
160
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Figur 16: SNP pa ATF2 Exon 5
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Lydangst, gener og genetisk variasjon hos storpuddel

Dette betyr at NE-mutasjon har en allelfrekvens péa ca 6%. Dersom den norske
puddelpopulasjonen er i genetisk balanse, kan en ved hjelp av Hardy-Weinbergs lov forvente

en forekomst av NE pé ca 0,3%.

Ved & se nermere pa slektningene til de 8 hundene som er testet beerere kan disse ved enkel
stamtavleundersgkelse snevres ned til 3 ulike stamhunder, fordi flere av de testede hundene

har en forelder som er kjent ikke-bzrer. En hund har ogsé far som er kjent beerer.

Studie av stamtaviler, NE

Ved hjelp av informasjon tilgjengelig Poodle Health Registry Database, Orthopetic
Foundation for Animals, og evrige offentlig kjente berere, i tillegg til egne funn, er det satt
opp en stamtavle som viser hvordan mutasjonen for NE kan vere nedarvet i

puddelpopulasjonen.
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Figur 17: Genkart for mutasjon pa ATF2. Morslinjer er tatt ut flere steder av plasshensyn, pa grunn av
store antall avkom etter samme far med ulik mor. Tette rede og bla er kjente og sannsynlige beerere.

Hyvite er kjente og sannsynlige fri.

PHR har registrert 140 beerere av NE-genet, og inkluderer hunder bade fra USA og Europa. I

_tillegg er 8 barere funnet i forbindelse med prosjektoppgaven. Ved 4 granske stamtavlene til
disse totalt 148, deres forfedre, og sesken, avkom og gvrige slektninger av forfedre, er
dessuten en rekke andre hunder funnet & veare berere, etter 4 ha produsert barer-avkom med

fritestet partner.
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For omtrent 65% (97) av de 148 hundene finnes den samme hunden (Lake Cove That’s my
Boy - 9) i direkte linje bakover etter 3, 4 eller 5 generasjoner. Ved & ta med ytterligere to
generasjoner (Trelarken’s Turn Back Time -8 , og helbrgdre Whisperwind On a Carousel — 5
og Whisperwind Brass Brand - 4) metes enda ca 20% (30) av stamtavlene. Granskning av
stamtavlene til de aktuelle hundenes ovrige slektninger viser ingen sannsynlig kobling til NE-
genet, og der det er doblet pa linjene forer disse tilbake til det samme bredreparet (8 og 5).
For de gvrige ca 15% (21) ma stamtavlene tilbake ytterligere 2 ledd for en felles stamfar

(Pinafore President - 1) finnes. Samtlige av de 148 hundene er sporbare til denne ene hunden.

Det er samtidig studert i overkant av 400 stamtavler fra hunder med ukjent bererstatus, eller
kjent ikke-barerstatus. Det er mange ikke-barere som ogsa har Pinafore President bak pa

stamtavla si, men det er ogsd mange kjente ikke-barere hvor denne hunden ikke finnes igjen.

Occam’s razor-prinsipp (Hawking, 1988; Newton, 1687; Thorburn, 1915), tar utgangspunkt i
at der det finnes flere ulike mulige arsaker til en hendelse, er det sterst sannsynlighet for at
den enkleste lgsningen er den rette. Fordi Pinafore President er den forste hunden som er &
finne som felles stamfar i direkte linje bak pa stamtavlene til samtlige NE-bzrere, er det
sannsynlig at han var baerer av NE. Dette styrkes av at det ikke er funnet andre fellesnevnere

for alle de aktuelle hundene.

Stamtavlegranskningen viser for gvrig sterk grad av linjeavl (innavl) pa storpuddel, spesielt i
tidsrommet 1959-1985, bade pa linjer der NE opptrer, og i linjer der det ikke gjor det. Nesten
alle hundene (>95% av et tilfeldig utvalg pa 600 stamtavler), uavhengig av NE-status,
stammer etter Wycliffe T-kull. Ogsa hunder som i dag tilsynelatende er ubeslektet over 3

slektsledd er naert beslektet hvis man studerer stamtavlene noen flere generasjoner bakover.
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Diskusjon

Lydangst

Helseundersgkelsen er besvart for 402 storpudler. 61 av disse er dede, med en gjennomsnittlig
levealder pé 9,94 &r. Dersom antallet storpudler totalt i Norge pr 2015 antas & veere omtrent
tilsvarende NKKs totale registreringstall de siste ti &rene (2005-2014), bestér
storpuddelpopulasjonen i dag av rundt 3200 hunder. Da er ikke import/eksport inkludert.
Helseundersgkelsens 402 hunder utgjor folgelig omtrentlig 12% av den totale populasjonen,

som gir en sikkerhetsmargin pa 4,6% ved et 95% konfidensintervall.

-Svar fra helseundersgkelsen viser at 19,4% av storpudlene viser sterk eller meget sterk frykt
for fyrverkeri. Tallene for skudd og torden er henholdsvis 14,9% og 10%. For trafikkstey og
hverdagsstoy er derimot tallene 0,5% og 2%, som viser at storpuddelen ikke er generelt

usikker rundt stay. 11,8% er helt eller delvis enig i at hundene er pysete / pinglete pé et mer

generelt grunnlag.

Nar nesten 1 av 5 storpudler viser uttalt fryktreaksjon i forbindelse med oppskytning av

raketer, o 1/6 ved avfyring a skudd, r det forholdsvi mange. Med anke p t rasen bar
opprinnelse som vannapporter er det oppsiktsvekkende, dette var opprinnelig jakthunder som
ikke ber vaere skuddredde. At det ikke er lagt vekt pa skuddfasthet i avl er ikke overraskende,

da rasen i stor grad kun fungerer som familie- og utstillingshund, men det er likevel uventet at

en s stor andel hunder kan hevdes & lide av lydangst.
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Det er sterk stotte for at lydangst har en genetisk komponent. Dette begrunnes med at
forekomst av lydangst varierer sterkt mellom raser (Storengen, Boge, Strom, Laberg, &

Lingaas, 2014).

Antallet hunder som oppgis & ha lydangst er tilsynelatende tilfeldig fordelt mellom bade kjonn
og fargevarianter. Det er 35 (44%) hanner og 43 (55%) tisper. Farge er ikke oppgitt i
undersgkelsen, men et raskt sgk pa registreringsnummer viser at alle farger er representert, i
en fordeling som omtrentlig tilsvarer fargefordelingen i populasjonen for gvrig. Det er flest
sorte, mange hvite, omtrent like mange brune og gra, og noen fawn. En eventuell genetisk

faktor vil derfor trolig ikke vaere knyttet til kjonn eller farge.

Genetisk variasjon

Prosjektarbeidet har vist at det er begrenset med variasjon i kandidatgenene pa de utvalgte
hundene. Det er ikke funnet variasjon i noen exons, heller ikke de exons der det tidligere er
beskrevet at det finnes variasjon hos andre raser. Dette kan tyde pa at genene er konserverte i
rasen, og selvsagt et tegn pa at disse genene har vaert like hos de hundene som har hatt stor
innflytelse pa avlen i rasen. Dette er vanskelig 4 vurdere &rsaken til at det er lite variasjon i
disse genene hos storpuddel, for en har et bredere bilde av generell variasjon i disse genene
hos andre hunderaser. Undersgkelsen av de genetiske markerene, viser en gjennomsnittlig
heterozygositet pa 0,62. Selv om mange raser kan ha hegyere heterozygositet indikerer ikke

dette tallet at det er spesielt manglende genetisk variasjon hos storpuddel.
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Dette er et lite materiale, og pa enkelte exon er bare et fatall hunder sekvensert. Det er derfor
ikke usannsynlig at det kan finnes variasjon i populasjonen pa de aktuelle genene. Men fordi
undersgkelsen omfatter bdde svert redde og helt uredde hunder er det lite trolig at disse
genene kan assosieres med lydangst. Det betyr at det er andre gener som pavirker angst hos

storpuddel.

Enkelte exons er ikke sekvensert, og variasjon i disse er derfor ukjent. Dette skyldes farst og
fremst primere som ikke har fungert, og begrenset tidsramme. Det er selvsagt mulig at
arsaken til at det har vert vanskelig a4 f& PCR-produkter fra noen exons, og at noen PCR-
produkter gav darlig sekvens, nettopp skyldes genetisk variasjon (f.eks. mindre
insersjoner/delesjoner). Det kan selvsagt veere at slik variasjon kunne vere assosiert med
lydangst, men inntil nermere studier av alle exons er gjennomfert ma en g ut fra at disse

genene ikke er assosiert med lydangst hos puddel.

For CRH er begge exons sekvensert, men pé et lite antall hunder. Exon 1 er UTR. Exon 2 har

kodende farste halvdel. Det ble derfor gjort mange forsgk pé & fa primerne her til & fungere

bedre, og satt opp sekvensering gjentatte ganger. Det er ikke funnet variasjon i de sekvensene
- som er mulige 4 tolke, men fordi antallet er s lite er det ikke mulig & konkluderemedat

variasjon ikke finnes.

~ For RGS2 er exon 1 ikke sekvensert. Forste halvdel av exonet bestar av et omrade uten kj ent
sekvens (N-omrade), og ogsa intronet for dette bestar at et lengre omrade med ukjent sekvens.
Det er forsgkt laget primere over dette omrédet, og ogsa krysninger mellom gammel og ny R-
og F-primer, uten gode band. Enkelte sekvenser er doble og uleselige, mens andre har lav
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