I I I I I FACULTEIT DIERGENEESKUNDE

UNIVERSITEIT
GENT

Vakgroep Voeding, genetica en ethologie

Verslag
Frequentiebepaling via DNA-testen van een aantal
prioritaire erfelijke aandoeningen bij een aantal

hondenrassen

Prof. Luc Peelman
Email: Luc.Peelman@UGent.be

Dr. Mario Van Poucke
Email: Mario.VanPoucke@UGent.be

Met steun van de 5\"1—’%
Vlaamse overheid :??

[

Departement Landbouw en Visserij
Afdeling Duurzame Landbouwontwikkeling | Team Kwaliteit en Innovatie
Koning Albert ll-laan 35 bus 40 | 1030 Brussel

Faculteit Diergeneeskunde — Labo Dierlijke Genetica

Heidestraat 19, B-9820 Merelbeke LDG
www.animalgenetics.UGent.be



mailto:Luc.Peelman@UGent.be
mailto:Mario.VanPoucke@UGent.be

Situering

Om een geintegreerde fokstrategie voor de verschillende hondenrassen in Belgié te kunnen
uitwerken op een verantwoorde en wetenschappelijk onderbouwde manier dienen per ras twee
belangrijke aspecten binnen de Belgische context te worden onderzocht. Enerzijds dient
nagegaan te worden wat de genetische diversiteit en inteeltgraad is binnen de rassen en
anderzijds dient bepaald te worden wat de frequentie is van de belangrijkste erfelijke
aandoeningen in deze rassen. Enkel door deze gegevens te combineren kan een degelijke
geintegreerde fokstrategie in de huidige Belgische context uitgewerkt worden. Tot op heden
werd voor het bepalen van de frequentie van erfelijke aandoeningen gebruik gemaakt van
gegevens verzameld in buitenlandse studies/populaties, voor zover die er al zijn/waren. Deze
gegevens werden geéxtrapoleerd naar de Belgische situatie. Hoewel dit zeker een indicatie
kan geven over de lokale toestand, houdt het ook een aantal mogelijke valstrikken in.
Genetische diversiteit en ook de frequentie van erfelijke aandoeningen zijn onderhevig aan
plaats- en tijdsgebonden schommelingen als gevolg van het (overmatig) inzetten van bepaalde
(populaire) dieren waardoor subpopulaties (lijnen) ontstaan die wat betreft genetische
samenstelling behoorlijk van elkaar kunnen verschillen en die bijgevolg niet representatief
zijn voor elkaar.

Om een goed idee te krijgen over de Belgische situatie dienen beide aspecten in de huidige,
lokale context bepaald te worden. Het geeft weinig meerwaarde om enkel de genetische
diversiteit binnen de Belgische populaties te bepalen en voor de erfelijke afwijkingen van
buitenlandse gegevens gebruik te maken of omgekeerd. Om echt een goed werkinstrument te
maken dienen beide zaken op dezelfde populaties bepaald te worden. Aangezien er nauwelijks
tot geen frequentiebepalingen van erfelijke aandoeningen binnen in Belgié gehouden
hondenrassen werden uitgevoerd dient dit nog te gebeuren. Gegevens over frequenties van
erfelijke aandoeningen verkregen via dierenartsen, dierenklinieken en fokkers zijn heel
fragmentarisch om verschillende redenen, waarvan de voornaamste uiteraard is dat er op
enkele uitzonderingen na geen systematische registratie is. In veel gevallen worden
dierenartsen en dierenklinieken enkel geconfronteerd met aangetaste dieren of dieren waarvan
een vermoeden van aantasting bestaat. Een bijkomend probleem is dat nogal wat erfelijke
aandoeningen sterk gelijkende symptomen veroorzaken en dat de symptomen van dezelfde
aandoening sterke variaties kunnen vertonen waardoor een eenduidige diagnose moeilijk is en
de frequentie van voorkomen van de aandoeningen moeilijk te bepalen is op basis van
uiterlijke kenmerken. Frequentieschattingen louter op basis van klinische aspecten dienen dan
ook met de nodige voorzichtigheid genomen te worden. De situatie is heel anders voor de
erfelijke aandoeningen waarvoor een DNA-test werd ontwikkeld. Frequentiebepalingen van
mutaties verantwoordelijk voor een erfelijke aandoening kunnen veel betrouwbaarder
gebeuren. Een niet onbelangrijk pluspunt hierbij is dat voor recessieve aandoeningen ook
binnen de groep van niet aangetaste dieren onderscheid gemaakt kan worden tussen
heterozygoten (dragers), die de mutatie aan 50% van de nakomelingen doorgeven, en
homozygoten die volledig vrij zijn van de mutatie. Bij de frequentiebepaling op basis van een
DNA-test kan dus ook de frequentie bepaald worden van asymptomatische dragers, wat een
belangrijk aspect is om gedegen fokadvies te kunnen geven.



Met de resultaten bekomen in dit project hopen we een eerste aanzet te geven tot het
hierboven beschreven opzet.

Keuze van de te bestuderen rassen

Tien rassen werden uitgekozen. De keuze was enerzijds gebaseerd op de rassen
opgenomen in de initiéle studie uitgevoerd door de groep van prof. Nadine Buys (KULeuven)
in het kader van het Consortium. Dit om, zoals hierboven aangegeven, de data van beide
onderzoeken zoveel mogelijk te kunnen integreren. Het betreft de rassen border collie, Duitse
herder, golden retriever en labrador retriever. VVoor zes rassen betrokken in de vermelde
studie, Ardense koehond, VIaamse koehond, Mechelse herder, Tervuurse herder, Belgisch
griffonnetje en Brussels griffonnetje, waren geen specifieke DNA testen in het openbare
domein beschikbaar. De Mechelse herder werd echter wel opgenomen in de studie. Gezien de
populariteit van hat ras in Belgié en de relatieve verwantschap met de Duitse herder vonden
we het interessant en nuttig om na te gaan in hoeverre de bij de Duitse herder geidentificeerde
mutaties ook aanwezig zijn bij de Mechelse herder. Hoewel veel erfelijke aandoeningen bij
honden ras specifiek zijn worden een aantal aangetroffen bij heel wat rassen. Dikwijls zijn dit
oude mutaties die reeds aanwezig waren voor de splitsing van de rassen, soms zijn het
nieuwere mutaties die door (onbewuste) inkruising in een ander ras werden geintroduceerd.
Het schipperke, waarvoor 1 DNA test beschikbaar was op het ogenblik van de indiening van
het projectvoorstel, is dan weer een weinig populair ras in Belgié en werd daarom niet
opgenomen in deze studie.

Naast de 5 vermelde rassen werden nog vijf andere, in Belgié relatief populaire rassen
waarvoor minstens 2 DNA testen beschikbaar waren opgenomen in de studie. Het betreft de
Australische herder, boxer, cavalier King Charles spaniel, lerse setter en rottweiler.

Selectie van te typeren dieren

Om een zo representatief mogelijke steekproef van de Belgische (VIaamse) populatie
van elk van de te onderzoeken rassen te verkrijgen werden stalen verzameld via verschillende
kanalen zijnde fokverenigingen, individuele fokkers, dierenartsen en dierenklinieken.
Gestreefd werd om minimaal 50 dieren van elk ras te verzamelen en zo weinig mogelijk
verwante dieren in het onderzoek op te nemen. Enkel voor de Australische herder werd niet
aan het minimum van 50 dieren geraakt (n = 32). De verwantschap bleek niet altijd te
controleren wegens het ontbreken van gegevens voor bepaalde dieren. Door te werken met
verschillende kanalen bij het verzamelen van de stalen menen we echter dat het aantal
verwante dieren in onze onderzochte populaties Kklein is en dat de bias die hierdoor wordt
gecreéerd beperkt is. Frequentiegegevens moeten sowieso altijd met de nodige omzichtigheid
genomen worden en mogen zeker niet als absolute cijfers beschouwd worden. Niettemin zijn
we er van overtuigd dat de verkregen resultaten voor alle 10 de onderzochte rassen een goede
indicatie geven over de aanwezige genetische belasting met betrekking tot de onderzochte
aandoeningen en dat de verkregen gegevens nuttig zijn voor de Belgische hondenfokkerij.
Hierna worden bij elk van de onderzochte rassen en aandoeningen de gevonden
mutatiefrequenties gegeven en toegelicht. Tevens wordt voor elk ras op basis van de
gevonden frequenties en de ernst van de aandoening een fokadvies geformuleerd.



Australische herder

Voor de Australische herder werden 6 DNA testen beschikbaar in het publiek domein
uitgevoerd. Het betreft de aandoeningen collie eye anomalie (CEA), hereditary cataract (HC),
hyperuricosuria (HUU; urolithiasis), Imerslund-Grésbeck syndroom (IGS), multidrug
resistance 1 (MDR1) en neuronale ceroid lipofuscinosis 6 (NCL6). HUU was niet opgenomen
in het projectvoorstel, maar werd toch opgenomen in de studie omdat inmiddels is gebleken
dat de aandoening ook voorkomt bij de Australische herder. Voor elk van de aandoeningen
wordt vermeld hoeveel dieren (n) werden getest.

Genotypering van de 1-bp deletie ([GenBank:NC_006587.3] nt 82198105ic: C/-) in het gen
HSF4 die aanleiding geeft tot HC (Mellersh et al., 2006), de c.3G>A AMN cDNA mutatie die
aanleiding geeft tot IGS (He et al.,, 2005) en de mutatie ([GenBank:NC_006612.3] nt
32247875ic: T/C) in CLN6 die aanleiding geeft tot NCL6 (Katz et al., 2011) gebeurde via
PCR gevolgd door sequentiebepaling. Genotypering van de ¢.616G>T mutatie in SLC2A9 die
aanleiding geeft tot HUU (Bannasch et al., 2008) en de 4-bp deletie
([GenBank:NC_006596.3] nt 13726594-7 ic: ATAG/----) in ABCBL1 die aanleiding geeft tot
MDR1 (Mealey et al., 2001) gebeurde via een TagMan assay en genotypering van de
.588+462_588+8260del7799bp mutatie in NHEJ1 die aanleiding geeft tot CEA (Parker et
al., 2007) gebeurde via PCR gevolgd door gelelektroforese.

Samenvattende tabel resultaten Australische herder. Wt = wild type of het normale allel.
Mut = het mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor
recessieve aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50%
van hun nakomelingen.

Frequentie % CEA HC HUU IGS MDR1 NCL6
Wt/Wt 93,8 84,4 93,8 100,0 46,9 100,0
Wt/Mut 6,3 15,6 6,3 0,0 46,9 0,0
Mut/Mut 0,0 0,0 0,0 0,0 6,3 0,0
Wit 96,9 92,2 96,9 100,0 70,3 100,0
Mut 3,1 7,8 3,1 0,0 29,7 0,0

Collie eye anomalie (CEA) is een autosomaal recessief overervende oogaandoening die
wordt veroorzaakt door een deletiemutatie in intron 4 van het NHEJ1 gen (Parker et al.,
2007). De mutatie was wellicht reeds aanwezig in de voorloper van de nauw verwante rassen
Australische herder, collie, border collie (zie hieronder) en de sheltie. De aandoening werd
inmiddels ook aangetroffen in een 10-tal andere rassen en genetische heterogeniteit werd
aangetoond. Zo is de mutatie verantwoordelijk voor CEA in bepaalde terriérs zeker
verschillend van diegene die hier werd getest.




Van de 32 onderzochte dieren waren 2 drager voor de mutatie, wat neerkomt op een
frequentie van 3,1% voor het mutant allel. De frequentie aan dragers is aanzienlijk lager dan
die gevonden bij de border collie (15,8%). Dit was ook zo in een retrospectieve studie
uitgevoerd in Zwitserland (zie hieronder en Walser-Reinhardt et al., 2009).

Cataract (hereditary, HC) is bij de Australische herder wellicht een autosomaal dominant
overervende oogaandoening die wordt veroorzaakt door een deletiemutatie in het gen HSF4
(Mellersh et al., 2006). Cataract is een genetisch heel heterogene aandoening met soms
meerdere verschillende mutaties binnen hetzelfde ras. De vorm waarvan hier sprake is een
early onset. In dezelfde studie werd in hetzelfde gen een insertiemutatie gevonden die bij de
Staffordshire bull terriér en de Boston terriér aanleiding geeft tot een autosomaal recessief
overervende vorm. In een navolgende studie uitgevoerd door dezelfde groep kon het type
overerving bij de Australische herder ook niet met zekerheid worden vastgepind en werd
tevens aangetoond dat binnen dit ras nog andere, niet geidentificeerde, mutaties
verantwoordelijk voor bepaalde vormen van cataract aanwezig zijn (Mellersh et al., 2009). De
beschreven en in onze studie getypeerde mutatie moet als een risicofactor worden aanzien.
Dieren die vrij zijn van de mutatie kunnen nog altijd cataract ontwikkelen als gevolg van een
andere mutatie.

In onze studie werden 5 heterozygoten aangetroffen op 32 geteste dieren, wat neerkomt op
een frequentie van 15,6%. Gezien de wellicht dominante overerving van deze vorm van HC
zullen deze dieren dus een groot risico lopen de aandoening te ontwikkelen. Homozygoot
mutante dieren werden niet aangetroffen. De frequentie van het mutant HC allel is 7,8%, wat
vrij hoog is voor een dominante mutatie die zich relatief snel doorzet. Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens van HC beschikbaar voor de
Australische herder in andere landen. Wel werd eerder op basis van Kklinische studies
aangetoond dat cataract over het algemeen vrij veel voorkomt. Een mogelijke verklaring voor
de relatief hoge frequentie is dat cataract niet als ernstig wordt beschouwd en nog te weinig
wordt opgenomen in fokschema’s.

Hyperuricosuria (HUU; urolithiasis) is een autosomaal recessieve aandoening van de
urinewegen die wordt veroorzaakt door een mutatie in het SLC2A9 gen (Bannasch et al.,
2008). Bij een uitgebreide screening van meer dan 3000 honden behorend tot 127
verschillende rassen werd de mutatie, naast de dalmatiér waar alle dieren homozygoot mutant
zijn, aangetroffen in 10 rassen waaronder de Australische herder, Duitse herder en labrador
retriever, die werden opgenomen in deze studie (Karmi et al., 2010). Deze auteurs schatten de
frequentie van het aantal dragers bij de Australische herder in de VS op 3,46% (142 geteste
dieren). In onze studie troffen we 2 dragers aan op 32 geteste dieren of 6,3% dragers.

Imerslund-Grasbeck syndroom (IGS) (Intestinale cobalamine (vitamine B12) malabsorptie;
selectieve cobalamine malabsorptie; megaloblastische anemie 1 (MGAL)) is een autosomaal
recessieve aandoening die bij de Australische herder wordt veroorzaakt door een mutatie in



het AMN gen (He et al., 2005), dus een verschillend gen dan IGS bij de border collie (zie
daar).

De mutatie werd niet aangetroffen bij 31 geteste dieren. De frequentie van het mutante allel is
dus laag (< 0,016) bij de Australische herder. Frequentiegegevens over de aandoening in het
buitenland zijn niet beschikbaar in de wetenschappelijke literatuur.

Multidrug resistance 1 (MDR1) is een partieel dominant kenmerk dat wordt veroorzaakt
door een deletiemutatie in het ABCB1 gen (voorheen MDR1 gen)(Mealey et al., 2001). MDR1
is geen ziekte maar homozygoot mutante dieren hebben een sterk verhoogde gevoeligheid
voor meerdere geneesmiddelen en vertonen neurotoxische verschijnselen waarvan de ernst
afhangt van de mate van overdosering. Heterozygote dieren zijn ook meer gevoelig dan
homozygoot normale dieren, maar in mindere mate dan de homozygoot mutante. Bepaling
van het MDR1 genotype is dus belangrijk om overdosering van de betreffende
geneesmiddelen te voorkomen.

De frequentie homozygoot mutante dieren in onze studie was 6,3% (2 dieren op 32) en het
aantal heterozygoten was 46,9% (15 dieren op 32). De frequentie van het mutante allel is dus
29,7%. In Duitsland werd de frequentie van het mutant allel bij de Australische herder geschat
op 20 tot 22% (Geyer et al., 2005; Gramer et al., 2011). In de VS variéren de schattingen van
17% tot 29% (Neff et al., 2004; Mealey en Meurs, 2008) en in het VK werd de frequentie
geschat op 46% (28 geteste dieren, Tappin et al., 2012). In Japan en Australié werd de
frequentie geschat op 33% en 43%, maar het betreft hier respectievelijk slechts 9 en 14
getypeerde dieren (Kawabata et al., 2005; Mealey et al., 2005).

De mutatie lijkt dus wereldwijd vrij hoog te zijn in de Australische herder.

Neuronale ceroid lipofuscinosis 6 (NCL6) is een autosomaal recessief overervende
neurodegeneratieve aandoening veroorzaakt door een mutatie in het CLN6 gen (Katz et al.,
2011).

De mutatie werd niet aangetroffen in onze studie (n = 32).

De auteurs van de originele publicatie testten naast de populatie waarin de mutatie werd
aangetroffen 637 niet aangetaste dieren en vonden daarbij geen enkele drager. De frequentie
van NCL6 is dus wellicht wereldwijd heel laag. Wel blijkt er nog een andere vorm van NCL
aanwezig te zijn in de Australische herder.

Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor IGS en NCL6 werden niet aangetroffen in onze
studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in fokprogramma’s heeft dan ook
weinig zin.

Van de zes onderzochte mutaties vergt MDR1 duidelijk het meeste aandacht. Zoals min of
meer verwacht op basis van resultaten in andere landen is de frequentie van de mutatie hoog



(29,6%) bij de Australische herder. Genotypering en inschakeling in fokprogramma’s is dan
ook wenselijk voor dit ras. Daar MDR1 op zich geen ziekte is hoeven zeker geen drastische
maatregelen genomen te worden om de frequentie (snel) te doen dalen. Genotypering wordt in
de eerste plaats sterk aangeraden om de eventuele medicatie van de dieren aan hun genotype
te kunnen aanpassen. Dit kan dan gepaard gaan met een verantwoorde partnerkeuze zodanig
dat de frequentie van de mutatie geleidelijk aan kan dalen. Uitsluiten van dieren alleen op
basis van hun MDR1 genotype is in de huidige toestand niet verantwoord wegens de
negatieve impact die dat zou hebben op de genetische diversiteit van het ras.

Routinematige genotypering van de HC mutatie wordt aangeraden daar de frequentie van
aangetaste dieren vrij hoog is (15,6%). Deze vorm van cataract erft dominant over wat
betekent dat uiteindelijk alle dieren met de mutatie de problemen gepaard aan deze oogziekte
zullen ontwikkelen.

Voor de aandoeningen CEA en HUU is de situatie niet zo eenduidig. De frequentie van de
mutatie is eerder laag (3,1%) en HUU is meestal een milde aandoening waarbij een aantal
dieren zelfs de symptomen niet ontwikkelen. Routinematige genotypering lijkt ons voor deze
aandoeningen enkel nuttig in families/lijnen waarin de aandoening eerder werd aangetroffen
of waarbij dieren van een dergelijke lijn werden ingekruist.



Border collie

Voor de border collie werden 6 DNA testen beschikbaar in het publiek domein uitgevoerd.
Het betreft de aandoeningen collie eye anomalie (CEA), cyclische neutropenie (CN),
Imerslund-Gréasbeck syndroom (IGS), multidrug resistance 1 (MDRL1), neuronale ceroid
lipofuscinosis 5 (NCL5) en primaire lensluxatie (PLL). De DNA-test voor IGS werd pas
recent beschreven en was net als de test voor PLL niet opgenomen in het projectvoorstel. De
DNA-test voor PLL werd oorspronkelijk beschreven voor terriérs, maar er waren
aanwijzingen dat ze ook zou voorkomen bij de border collie. Vandaar dat we besloten om
deze test ook op te nemen in de studie. Voor elk van de aandoeningen wordt vermeld hoeveel
dieren (n) werden getest.

Genotypering van de 1-bp insertie ([GenBank:NC_006585.3] nt 28663129-30: -/A) in
het AP3B1 gen die aanleiding geeft tot CN (Benson et al., 2003), de ¢.8392delC mutatie in
CUBN die aanleiding geeft tot IGS (Oweczarek-Lipska et al., 2013), de mutatie
([GenBank:NC_006604.3] nt 30574637: C/T) in CLN5 die aanleiding geeft tot NCL5
(Melville et al., 2005) en de mutatie ([GenBank:NC_006585.3] nt 40782144: G/A) in
ADAMST17 die aanleiding geeft tot PLL (Farias et al., 2010) gebeurde via PCR gevolgd door
sequentiebepaling. Genotypering van de 4-bp deletie ([GenBank:NC_006596.3] nt 13726594-
7 ic: ATAG/----) in het ABCBL1 gen die aanleiding geeft tot MDR1 (Mealey et al., 2001)
gebeurde via een TagMan assay en genotypering van de 7,8-kb deletie (28,697,542-
28,705,340 op chr 37 van de CanFam2 assembly) in NHEJ1 die aanleiding geeft tot CEA
(Parker et al., 2007) gebeurde via PCR gevolgd door gelelektroforese.

Samenvattende tabel resultaten border collie. Wt = wild type of het normale allel. Mut = het
mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor recessieve
aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50% van hun
nakomelingen.

Frequentie % CEA CN IGS MDR1 NCLS5 PLL
Wt/Wt 83,2 100,0 95,7 98,9 100,0 100,0
Wt/Mut 15,8 0,0 4,3 11 0,0 0,0
Mut/Mut 11 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Wit 911 100,0 97,9 99,5 100,0 100,0
Mut 8,9 0,0 2,1 0,5 0,0 0,0

Collie eye anomalie (CEA) is een autosomaal recessief overervende oogaandoening die
wordt veroorzaakt door een deletiemutatie in intron 4 van het NHEJ1 gen (Parker et al.,
2007). De frequentie van het mutant allel in de door ons onderzochte Belgische border collie
populatie is 8,9% (n = 95) waarbij 1,1% aangetaste dieren (mut/mut; 1/95) en 15,8% dragers
(wt/mut; 15/95) werden aangetroffen. In een retrospectieve studie over de periode 1999-2007




werd de frequentie van aangetaste border collies in Zwitserland geschat op 0,7% (Walser-
Reinhardt et al., 2009). Dit is vergelijkbaar met de 1,1% die wij via genotypering hebben
aangetroffen. Daar het Zwitserse onderzoek is gebaseerd op (fenotypisch) oogonderzoek werd
de frequentie van dragers niet bepaald (Walser-Reinhardt et al., 2009). In een oudere studie
(Bedford PG, 1982 gerefereerd in Lowe et al., 2003) werd de prevalentie van CEA in border
collies geschat op 2 a 3 % in de USA en het VK.

Cyclische neutropenie (CN; cyclische hemaetopoesis, grijze collie syndroom) is een
autosomaal recessief overervende aandoening die wordt veroorzaakt door een mutatie in het
AP3B1 gen (Benson et al., 2003). Er zijn in de internationale wetenschappelijke literatuur
geen frequentiegegevens beschikbaar over de aandoening in andere landen. Aangezien de
mutatie niet werd aangetroffen in onze studie kan worden aangenomen dat de aandoening in
de Belgische border collie populatie (heel) zeldzaam is.

Imerslund-Grasbeck syndroom (IGS) (Intestinale cobalamine (vitamine B12) malabsorptie;
selectieve cobalamine malabsorptie; megaloblastische anemie 1 (MGA1)) is een autosomaal
recessieve aandoening die bij de border collie wordt veroorzaakt door een mutatie in het
CUBN gen dat codeert voor cubiline, een van de twee onderdelen van het cubameiwitcomplex
aanwezig in de membraan van intestinale cellen en verantwoordelijk voor de opname van het
vitamine B12-GIF (gastric intrinsic factor) complex (Owczarek-Lipska et al., 2013). Het
tweede onderdeel van cubam is het eiwit amnionless dat wordt gecodeerd door het AMN gen.
Mutaties in AMN zijn verantwoordelijk voor IGS in de Australische herder (zie daar) en de
reuzen schnauzer (He et al., 2005).

De frequentie van het mutante CUBN allel in onze studie is 2,1%. Er werden 4 dragers
gevonden op 94 geteste dieren of een frequentie van 4,3%. Dit is in de lijn met wat Owczarek-
Lipska en collega’s (2013) in hun recente studie vonden, namelijk 6,2% dragers. Deze
frequentie werd bepaald op ongeveer 200 willekeurig gekozen dieren, maar nadere gegevens
over de herkomst van de dieren werd niet gegeven. Er werden nog geen andere
frequentiebepalingen in de wetenschappelijke literatuur beschreven.

Multidrug resistance 1 (MDR1) is een partieel dominant kenmerk dat wordt veroorzaakt
door een deletiemutatie in het ABCB1 gen (voorheen MDR1 gen)(Mealey et al., 2001). MDR1
is geen ziekte maar homozygoot mutante dieren hebben een sterk verhoogde gevoeligheid
voor meerdere geneesmiddelen en vertonen neurotoxische verschijnselen waarvan de ernst
afhangt van de mate van overdosering. Heterozygote dieren zijn ook meer gevoelig dan
homozygoot normale dieren, maar in mindere mate dan de homozygoot mutante. Bepaling
van het MDR1 genotype is dus belangrijk om overdosering van de betreffende
geneesmiddelen te voorkomen.

De frequentie van het mutant allel in de door ons onderzochte Belgische border collie
populatie is 0,5% (1 heterzoygoot op 95 geteste dieren). Dit komt ongeveer overeen met de
frequentie van het mutante ABCB1 (MDR1) allel in de USA (Mealey, 2008) en Duitsland



(Gramer et al., 2011) die werd geschat op ongeveer 1%. In een Japanse studie werd de
frequentie van heterozygoten geschat op 0,49% en die van homozygoten op 0,25%
(Mizukami et al., 2012b). De frequentie lijkt dus wereldwijd in de border collie relatief laag,
dit in tegenstelling met sommige andere rassen en meer specifiek met de collie waar de
frequentie in sommige landen oploopt tot 75%.

Neuronale ceroid lipofuscinosis 5 (NCL5) is een autosomaal recessief overervende
neurodegeneratieve aandoening veroorzaakt door een mutatie in het CLN5 gen (Melville et
al., 2005).

De mutatie verantwoordelijk voor NCL5 bij de border collie werd in onze studie niet
aangetroffen (n = 95). In een studie uitgevoerd op border collies in Australié werd de
frequentie van het mutant CLN5 allel geschat op ongeveer 3,5% (Melville et al., 2005) op
basis van ongeveer evenveel dieren (n = 86) als in onze studie. In dezelfde studie wordt
aangegeven dat het mutant CLN5 allel relatief wijd verspreid is in Australi€ door het
veelvuldig inzetten van enkele kampioenen, die achteraf drager bleken van de mutatie. In een
studie uitgevoerd op 403 border collies in Japan verzameld over de periode 2006-2011 werd
de frequentie van het mutant CLN5 allel op ongeveer 8,1% geschat (Mizukami et al., 2011).
De auteurs wijzen als mogelijke oorzaak voor deze opvallend hoge frequentie naar het
founder effect, wat in een navolgende studie werd bevestigd. In deze vervolgstudie werden de
stambomen van aangetaste dieren en dragers over een periode van 2000 tot 2011 bestudeerd
en zo kon de mutatie teruggevoerd worden naar enkele dieren geimporteerd vanuit Australié
(Mizukami et al., 2012a). Bovendien bleken deze dieren uit dezelfde lijn te komen, wat
aanwijst dat de verantwoordelijke mutatie is ontstaan in een border collie in Australié.
Bijgevolg is een mogelijke verklaring waarom de mutatie in onze studie niet werd
aangetroffen dat geen dieren uit de Australische of Japanse lijnen in de Belgische border
collie populatie werden ingekruist en dat de mutatie ook niet of aan een heel lage frequentie
aanwezig is in de ons omringende landen. Daar hierover geen frequentiegegevens beschikbaar
zijn kan dit (voorlopig) niet bevestigd worden. Om de mutatie niet te verspreiden in de
Belgische populatie van de border collie wordt daarom aangeraden om geimporteerde dieren
te genotyperen voor de CLN5 mutatie.

Primaire lensluxatie (PLL) is een autosomaal recessief overervende aandoening die wordt
veroorzaakt door een mutatie in het ADAMST17 gen (Farias et al., 2010). De mutatie werd
oorspronkelijk aangetroffen in bull terriérs en Jack Russel terriérs maar nadien ook in een
aantal andere rassen, voornamelijk terriérs (Gould et al., 2011). Er dient hierbij ook
opgemerkt te worden dat de mutatie niet werd aangetroffen bij aangetaste dieren van onder
andere de shar pei, Britanny spaniél en de border collie. Hieruit kan besloten worden dat PLL
genetisch heterogeen is en dat verschillende mutaties aanwezig zijn in de hondenpopulatie.
We besloten om de mutatie toch te testen in de border collie omdat in de studie van Gould en
medewerkers (2011) slechts 1 aangetaste border collie werd getest en omdat de mutatie wel
frequent (ongeveer 22%) voorkomt in de Lancashire heeler, een ras nauw verwant met de
border collie (Gould et al., 2011; Parker et al., 2007). De mutatie werd echter niet in onze
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studie aangetroffen. Dit wijst aan dat PLL in de border collie wordt veroorzaakt door een
andere, nog niet beschreven mutatie.

Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor CN, NCL5 en PLL werden niet aangetroffen in
onze studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in fokprogramma’s heeft dan
ook weinig zin. Een nuance dient wel gemaakt te worden voor NCL5. Zoals daar vermeld
komt de mutatie in bepaalde landen wel (relatief) frequent voor en is het raadzaam om dieren
die vanuit het buitenland worden geimporteerd of worden gebruikt voor kruisingen wel te
genotyperen voor de mutatie in het CLN5 gen. Dit voorbeeld toont ook heel goed aan dat
voorzichtig moet omgesprongen worden met het extrapoleren van frequentiegegevens uit
andere landen en lijnen en bewijst het nut van dit soort studies.

Gezien de relatief hoge frequentie aan CEA dragers (15,8%) is het aan te raden om de DNA-
test op te nemen bij het opstellen van fokschema’s om de frequentie geleidelijk aan te doen
dalen. Hetzelfde kan overwogen voor IGS, hoewel de frequentie aan dragers hier reeds
relatief laag is (4,3%). Beide testen kunnen eventueel gelijktijdig uitgevoerd worden.

Gezien de lage frequentie (0,5%) is genotypering van MDRL1 bij de border collie enkel nuttig
in lijnen/families waar er precedenten zijn of waar er klinische problemen gerelateerd aan de
medicatie werden vastgesteld.
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Boxer

Voor de boxer werden 2 DNA testen beschikbaar in het publiek domein uitgevoerd. Het
betreft arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) en degeneratieve
myelopathie (DM). Voor elk van de aandoeningen wordt vermeld hoeveel dieren (n) werden
getest. Genotypering van de 8-bp deletie ([GenBank:NC_006599.3] nt 29270915-29270923)
in het STRN gen die aanleiding geeft tot ARVC (Meurs et al., 2010) gebeurde via PCR
gevolgd door sequentiebepaling. Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006613.3] nt
26540342: G/A) in SOD1 die aanleiding geeft tot DM (Awano et al., 2009) gebeurde via een
TagMan assay.

Samenvattende tabel resultaten boxer. Wt = wild type of het normale allel. Mut = het
mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor recessieve
aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50% van hun
nakomelingen.

Frequentie % ARVC DM
WH/Wt 82,0 86,3
Wt/Mut 16,0 13,7
Mut/Mut 2,0 0,0
Wt 90,0 93,1

Mut 10,0 6,9

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) is een ernstige
hartaandoening waarbij aangetaste dieren kunnen sterven zonder ooit de symptomen te
hebben vertoond. Het type overerving is waarschijnlijk autosomaal dominant met onvolledige
penetrantie. Een oorzakelijke mutatie werd aangetroffen in het STRN gen (Meurs et al., 2010).
ARVC is echter genetisch heterogeen in de boxer, wat betekent dat nog één of meerdere
andere mutaties ARVC kunnen veroorzaken of betrokken zijn bij de ontwikkeling ervan. De
penetrantie van de STRN mutatie wordt op bijna 100% geschat bij homozygoot mutanten en
op ongeveer 82% bij heterozygoten. Recent werd door dezelfde onderzoeksgroep ook
aangetoond dat de mutatie in STRN sterk is gecorreleerd met een gelijkende hartaandoening
bij de boxer, met name gedilateerde cardiomyopathie (DCM) (Meurs et al., 2013).

In onze studie werden 1 homozygoot mutant en 8 heterozygoten aangetroffen op een totaal
van 50 getypeerde dieren. Dit komt neer op een frequentie van het mutante allel van 10%.

Er zijn nog geen andere frequentiegegevens beschikbaar in de wetenschappelijke literatuur.

Degeneratieve myelopathie (DM) is een autosomaal recessief overervende fatale
neurodegeneratieve aandoening van het ruggenmerg die zich pas op latere leeftijd doorzet
(vanaf 8 jaar)(Awano et al., 2009). De aandoening werd inmiddels aangetroffen bij ruim 20
verschillende rassen waaronder de door ons bestudeerde rassen Australische herder, Duitse
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herder, lerse setter en golden retriever. De mutatie werd door ons ook getest op de Mechelse
herder (zie bij die respectievelijke rassen).

Op 51 geteste boxers werden 7 dragers aangetroffen of een frequentie van 13,7%.
Homozygoten werden niet gevonden. De frequentie van het mutant allel bedraagt bijgevolg
6,9%. Nagenoeg identieke frequenties werden recent beschreven door Broeckx en
medewerkers (2013). Zij typeerden echter slechts 15 dieren en het is niet duidelijk hoeveel
daarvan uit Belgié kwamen. Andere frequentiegegevens zijn niet beschikbaar in de
wetenschappelijke literatuur.

Op de website van de Orthopedic Foundation for Animals (http://www.offa.org) wordt
melding gemaakt van 2519 geteste boxers (op 1/10/2013) en een frequentie van 45%
homozygoot mutante dieren en 37% dragers. Dit komt neer op een frequentie van het mutante
allel van maar liefst 64%. Een belangrijke kanttekening hierbij is echter dat het hier niet de
resultaten zijn van een gerandomiseerde studie, maar van dieren aangeboden in de kliniek,
met ongetwijfeld een (sterke) bias naar aangetaste dieren en/of lijnen. Niettemin blijkt de
frequentie van DM bij boxers relatief hoog te zijn en een opvolging via genotypering is aan te
raden.

Fokadvies

Gezien de relatief hoge frequentie van zowel ARVC als DM bij de boxer en de ernst van de
aandoening is routinematige genotypering voor beiden wenselijk zodat met de genotypen
rekening kan gehouden worden bij de keuze van fokpartners en het opstellen van
fokschema’s, zodat de frequentie geleidelijk aan naar beneden kan gehaald worden.
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Cavalier King Charles spaniel

Voor de cavalier King Charles spaniel werden 3 DNA testen beschikbaar in het publiek
domein uitgevoerd. Het betreft Duchenne musculaire dystrofie (DMD), Episodic falling
syndrome (EFS) en macrothrombocytopenia (MTC). Voor elk van de aandoeningen wordt
vermeld hoeveel dieren (n) werden getest.

Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006606.3] nt 43766144: G/A) in TUBB1 die
aanleiding geeft tot MTC (Davis et al.,, 2008) gebeurde via PCR gevolgd door
sequentiebepaling. Genotypering van de deletie ([GenBank:NC_006589.3] nt 41325095-
41340731 ic) in het BCAN gen die aanleiding geeft tot EFS (Gill et al., 2011) gebeurde via
PCR gevolgd door gelelektroforese en  genotypering van de  mutatie
([GenBank:NC_006621.3] nt 26956239 ic: G/T in het DMD gen die aanleiding geeft tot
DMD (Walmsley et al.,, 2010) gebeurde via PCR-RFLP (restrictie fragment lengte
polymorfisme).

Samenvattende tabel resultaten cavalier King Charles spaniel. Wt = wild type of het
normale allel. Mut = het mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote
dragers. Voor recessieve aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie
door aan 50% van hun nakomelingen.

Frequentie % DMD* EFS MTC
Wt/Wt 100,0 87,7 32,8
Wt/Mut 0,0 12,3 41,4
Mut/Mut 0,0 0,0 25,9
Wit 100,0 93,9 53,4

Mut 0,0 6,1 46,6

*DMD is een X-chromosoom gebonden aandoening. Mannelijke dieren zijn hemizygoot Wt/- of Mut/-

Duchenne musculaire dystrofie (DMD) is een X-chromosoom gebonden recessieve
spieraandoening die bij de cavalier King Charles spaniel wordt veroorzaakt door een splice
site mutatie waardoor exon 50 van het dystrofine (DMD) gen wordt uitgesplitst (Walmsley et
al., 2010). Aangetaste dieren vertonen een progressief toenemende spierzwakte en moeten
uiteindelijk geéuthanaseerd worden. DMD komt in meerdere rassen voor en hoewel telkens
het dystrofine defect is betreft het in een aantal gevallen een verschillende mutatie (zie verder
bij golden retriever en rottweiler). Gezien het type overerving wordt verwacht dat meer
mannelijke dan vrouwelijke dieren zijn aangetast.

In onze studie werd de mutatie niet aangetroffen bij 58 geteste dieren. Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de DMD mutatie in de
cavalier King Charles spaniel in andere landen.
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Episodic falling syndrome (EFS) is een autosomaal recessieve neurologische aandoening die
wordt veroorzaakt door een mutatie in het BCAN gen (Gill et al., 2011). De aanvallen kunnen
geinduceerd worden door inspanningen, stress en opwinding. Ze duiken op tussen een leeftijd
van drie maand tot vier jaar en worden gradueel ernstiger. Er wordt behoorlijk wat variatie in
de ernst en de frequentie van de aanvallen vastgesteld.

In onze studie troffen we 7 dragers aan op 57 geteste dieren of een frequentie van 12,3%.
Homozygote mutante dieren werden niet gevonden. De frequentie van het mutant allel
bedraagt bijgevolg 6,1%. In de studie van Gill en medewerkers (2011) werd een nagenoeg
identieke frequentie aan dragers gevonden (12,9% of 20 dragers op 155 geteste dieren) in een
populatie in de VS.

Macrothrombocytopenia (MTC, ook thrombocytopenia (TC) genoemd) is een autosomaal
intermediair overervende aandoening die wordt veroorzaakt door een mutatie in het TUBB1
gen (Davis et al., 2008). Dieren met MTC hebben een tekort aan trombocyten (bloedplaatjes)
waardoor eventueel problemen met de bloedstolling kunnen ontstaan. Homozygoot mutante
dieren hebben beduidend minder bloedplaatjes dan homozygoot normale dieren. De
heterozygoten zitten daar ergens tussenin. Een verlaagde hoeveelheid bloedplaatjes kan ook
veroorzaakt worden door infecties, medicatie of immunologische storingen. Hierdoor krijgen
cavaliers soms onnodige, onaangepaste of verkeerde medicatie.

De frequentie van de mutatie blijkt in de door ons geteste populatie hoog te zijn (46,6%; n =
58) waarbij 15,9% homozygoot mutant is en 41,4% heterozygoot.

In een lerse populatie (40 dieren) werd de frequentie homozygoot mutanten bepaald op 12,5%
en het aantal heterozygoten op 52,5%, dus in lijn met onze bevindingen. In een populatie van
de USA (60 dieren) werd door dezelfde onderzoekers de frequentie homozygoot mutanten
bepaald op 47% en het aantal heterozygoten op 45% (Davis et al., 2008). Een mogelijke
verklaring voor deze sterke verschillen kon niet worden gegeven.

Fokadvies

Gezien de relatief hoge frequentie aan EFS dragers (12,3%) en de ernst van de aandoening is
typering in combinatie met een gepast fokprogramma sterk aan te raden.

De situatie van MTC is te vergelijken met die van MDR1 bij de Australische herder (zie
daar). MTC is net als MDR1 vooral van belang voor het toedienen van medicatie. Daar een te
laag gehalte aan bloedplaatjes ook kan veroorzaakt worden door secundaire oorzaken wordt
soms onnodige of onaangepaste medicatie gegeven. Uitsluiten van dieren alleen op basis van
hun MTC genotype is zeker niet verantwoord gezien de hoge frequentie van de mutatie en de
eerder beperkte problemen die ermee gepaard gaan. Routinematige genotypering wordt echter
aangeraden om het voorschrijfgedrag aan het MTC genotype te kunnen aanpassen.
Routinematige genotypering van DMD heeft weinig nut vanwege de (heel) lage frequentie en
wordt enkel aangeraden indien zich een geval in de familie of lijn voordoet.
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Duitse herder

Voor de Duitse herder werden 5 DNA testen beschikbaar in het publiek domein uitgevoerd.
Het betreft anhidrotische ectodermale dysplasie (AED, XHED), degeneratieve myelopathie
(DM), hyperuricosuria (HUU; urolithiasis), mucopolysaccharidosis VII (MPS VII) en renal
cystadenocarnicoma and nodular dermatofibrosis (RCND). Voor elk van de aandoeningen
wordt vermeld hoeveel dieren (n) werden getest.

Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006621.3] nt 54511433: G/A in het EDA gen
die aanleiding geeft tot XHED (Casal et al., 2005) gebeurde via PCR-RFLP (restrictie
fragment lengte polymorfisme). Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006613.3] nt
26540342: G/A) in SOD1 die aanleiding geeft tot DM (Awano et al., 2009), de mutatie
([GenBank:NC_006588.3] nt 741429 ic: G/A) in GUSB die aanleiding geeft tot MPS VII
(Ray et al., 1998), de mutatie ([GenBank:NC_006587.3] nt 42186445: A/G) in FLCN die
aanleiding geeft tot RCND (Lingaas et al., 2003) en de ¢.616G>T mutatie in SLC2A9 die
aanleiding geeft tot HUU (Bannasch et al., 2008) gebeurde via een TagMan assay.

Samenvattende tabel resultaten Duitse herder. Wt = wild type of het normale allel. Mut =
het mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor
recessieve aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50%
van hun nakomelingen.

Frequentie % DM HUU MPSVII RCND XHED*
Wit/Wt 63,3 100,0 99,0 100,0 100,0
Wt/Mut 30,6 0,0 1,0 0,0 0,0
Mut/Mut 6,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Wit 78,6 100,0 99,5 100,0 100,0
Mut 21,4 0,0 0,5 0,0 0,0

*XHED is een X-chromosoom gebonden aandoening. Mannelijke dieren zijn hemizygoot Wt/- of Mut/-

Anhidrotische ectodermale dysplasie (AED, XHED) is een recessieve X-chromosoom
gebonden overervende ziekte, waardoor ze meer voorkomt bij reuen dan bij teven, die wordt
veroorzaakt door een mutatie in het EDA gen (Casal et al., 2005).

In onze studie (n = 98) werd de oorzakelijke mutatie niet aangetroffen waaruit we kunnen
besluiten dat de frequentie laag tot zeer laag is in de Belgische populatie van de Duitse herder.
Er zijn in de wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de
XHED mutatie in andere landen.

Degeneratieve myelopathie (DM) is een autosomaal recessief overervende fatale
neurodegeneratieve aandoening van het ruggenmerg die zich pas op latere leeftijd doorzet
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(vanaf 8 jaar) en die wordt veroorzaakt door een mutatie in het SOD1 gen (Awano et al.,
2009). De eerst opduikende symptomen zijn ataxie (ongecodrdineerd bewegen) en zwakte van
de achterpoten. Veel dieren moeten binnen het jaar na het opduiken van de symptomen
worden geéuthanaseerd.

Uit onze studie blijkt dat de aandoening in Belgié een hoge frequentie kent. Zes van de 98
geteste dieren zijn aangetast (homozygoot mutant) terwijl nog eens 30 drager zijn (30,6%). De
frequentie van het mutant allel is 21,4%. Deze cijfers liggen in lijn met wat Broeckx en
medewerkers (2013) beschreven voor een populatie afkomstig uit Belgi€, Nederland en
Duitsland. Zij vonden op een totaal van 73 dieren 25% dragers en een frequentie van het
mutante allel van 15%.

De hoge frequentie van DM is wellicht mede te verklaren door het relatief late optreden van
de aandoening. In veel gevallen is reeds met de dieren gefokt voor de eerste symptomen
optreden. Er dient eveneens opgemerkt te worden dat niet alle homozygoot mutante dieren de
ziekte daadwerkelijk ontwikkelen. Het aantal asymptomatisch homozygoot mutante dragers
wordt geschat op 5 a 10%. Deze verlaagde penetrantie toont aan dat er een invloed is van
modificerende genen en/of het milieu (Awano et al., 2009; Tsai et al., 2012).

Op de website van de Orthopedic Foundation for Animals (http://www.offa.org) wordt
melding gemaakt van 3519 geteste dieren (op 1/10/2013) en een frequentie van 17%
homozygoot mutante dieren en 32% dragers. Het betreft hier echter niet de resultaten van een
gerandomiseerde studie, maar van dieren aangeboden in de kliniek met mogelijk een bias naar
aangetaste dieren en/of lijnen. Niettemin geeft het een indicatie over de prevalentie van DM
bij de Duitse herder in de VS en kunnen we vaststellen dat de bevindingen in lijn liggen met
de onze (zie tabel). Er zijn in de wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens
beschikbaar over de DM mutatie in andere landen wat betreft de Duitse herder, wel werd de
mutatiefrequentie in de Pembroke Welsh corgi in Japan bepaald op maar liefst 69,7% (Chang
etal., 2013).

Hyperuricosuria (HUU; urolithiasis) is een autosomaal recessieve aandoening van de
urinewegen die wordt veroorzaakt door een mutatie in het SLC2A9 gen (Bannasch et al.,
2008). Bij een uitgebreide screening van meer dan 3000 honden behorend tot 127
verschillende rassen werd de mutatie, naast de dalmatiér waar alle dieren homozygoot mutant
zijn, aangetroffen in 10 rassen waaronder de Australische herder, Duitse herder en labrador
retriever die werden opgenomen in deze studie (Karmi et al., 2010). Deze auteurs schatten de
frequentie van het mutante allel bij de Duitse herder op 2,6% (114 geteste dieren).

In onze studie werd de mutatie niet aangetroffen (n = 100). De frequentie van het mutante
allel is dus laag tot heel laag in de Duitse herder.

Mucopolysaccharidosis VII (MPS V1) is een autosomaal recessief overervende lysosomale
stapelingsziekte die wordt veroorzaakt door een mutatie in het GUSB gen (Ray et al., 1998).
Zoals typisch is voor lysosomale stapelingsziekten kent ook MPS VI een progressief verloop
en moeten de  aangetaste  dieren uiteindelijk  geéuthanaseerd  worden.
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Behandelingsmogelijkheden via gentherapie worden meer en meer onderzocht. De meeste
stapelingsziekten bij honden staan beschreven als zeldzaam tot heel zeldzaam.

Hoewel geen systematische studies naar de frequentie van de MPS VII mutatie zijn
beschreven lijkt MPS VII bij de Duitse herder ook eerder zeldzaam. We vonden in onze
studie 1 drager op 96 geteste dieren.

Renal cystadenocarnicoma and nodular dermatofibrosis (RCND) is een type niertumor
die wordt veroorzaakt door een mutatie in het FLCN gen (folliculin, vroeger aangeduid als
BHD gen)(Lingaas et al., 2003).

In onze studie werden geen mutante allelen aangetroffen op 96 geteste dieren. Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de RCND mutatie in
andere landen.

Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor XHED, HUU en RCND werden niet aangetroffen
in onze studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in fokprogramma’s heeft dan
ook weinig zin. Gezien de lage frequentie (0,5%) is genotypering van MPS VII bij de Duitse
herder enkel nuttig in lijnen/families waar er precedenten zijn.

Gezien de hoge frequentie van de DM mutatie (21,4%) is het aan te raden om de DNA-test op
te nemen bij het opstellen van fokschema’s om de frequentie geleidelijk aan te doen dalen. De
hoge frequentie betekent ook dat zeker dragers en eventueel ook homozygoten niet
systematisch uit de fok mogen geweerd worden om de genetische diversiteit niet in het
gedrang te brengen. Genotypering in combinatie met een weloverwogen partnerkeuze is de
aangewezen manier om de frequentie geleidelijk aan terug te dringen.
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Golden retriever

Voor de golden retriever werden 6 DNA testen beschikbaar in het publiek domein uitgevoerd.
Het betreft degeneratieve myelopathie (DM), Duchenne musculaire dystrofie (DMD), Golden
Retriever PRA 1 (GR-PRA1), Osteogenesis imperfecta (OIl), Progressieve rod-cone
degeneratie (PRCD) en recessieve dystrofe epidermolysis bullosa (RDEB). De in het
projectvoorstel vermelde test voor sensoric ataxic neuropathy (SAN) werd niet uitgevoerd.
SAN is een mitochondriale aandoening. Bij nader onderzoek is gebleken dat de ziekte heel
heterogeen is doordat heel wat dieren een mengeling hebben van normale en mutante
mitochondrién en het niet duidelijk is hoeveel mutante mitochondrién procentueel aanwezig
moeten zijn om de aandoening te ontwikkelen (Baranowska et al., 2009). DM was
oorspronkelijk niet opgenomen, maar werd uitgevoerd omdat inmiddels werd gerapporteerd
dat de aandoening ook bij de golden retriever voorkomt. Voor elk van de aandoeningen wordt
vermeld hoeveel dieren (n) werden getest.

Genotypering van ([GenBank:NC_006621.3] nt 27926946 ic: A/G in het DMD gen
die aanleiding geeft tot DMD (Sharp et al., 1992), de 1-bp insertie ([GenBank:NC_006619.3]
nt 26145746) in SLC4A3 die aanleiding geeft tot GR-PRA1 (Downs et al., 2011) en de
mutatie ([GenBank:NC_006591.3] nt 26193593ic: G/C) in COL1Al die aanleiding geeft tot
Ol (Campbell et al., 2000) gebeurde via PCR gevolgd door sequentiebepaling. Genotypering
van de mutatie ([GenBank:NC_006613.3] nt 26540342: G/A) in SOD1 die aanleiding geeft
tot DM (Awano et al.,, 2009) gebeurde via een TagMan assay. Genotypering van de
(TGC>TAC) mutatie in het 2% codon van het PRCD gen die aanleiding geeft tot PRCD
(Zangerl et al., 2006) en de mutatie ([GenBank:NC_006602.3] nt 40538034: G/C) in COL7A1
die aanleiding geeft tot RDEB (Baldeschi et al., 2003) gebeurde via PCR-RFLP (restrictie
fragment lengte polymorfisme).

Samenvattende tabel resultaten golden retriever. Wt = wild type of het normale allel. Mut =
het mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor
recessieve aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50%
van hun nakomelingen.

Frequentie % DM DMD* GR- Ol PRCD RDEB
PRA1

Wt/Wit 100,0 100,0 85,9 100,0 92,4 100,0

Wt/Mut 0,0 0,0 14,1 0,0 5,4 0,0

Mut/Mut 0,0 0,0 0,0 0,0 2,2 0,0

Wit 100,0 100,0 92,9 100,0 95,1 100,0

Mut 0,0 0,0 7,1 0,0 4,9 0,0

*DMD is een X-chromosoom gebonden aandoening. Mannelijke dieren zijn hemizygoot Wt/- of Mut/-
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Degeneratieve myelopathie (DM) is een autosomaal recessief overervende fatale
neurodegeneratieve aandoening van het ruggenmerg die zich pas op latere leeftijd doorzet
(Awano et al., 2009). Zie ook bij de boxer en Duitse herder.

De mutatie werd niet aangetroffen bij de 91 getypeerde dieren. Zoals hierboven vermeld was
oorspronkelijk niet voorzien om de aandoening te testen bij de golden retriever. Ze werd toch
meegenomen omdat er melding was van gemaakt dat de aandoening ook voorkomt bij de
golden retriever. Op de website van de Orthopedic Foundation for Animals
(http://www.offa.org) wordt melding gemaakt van 138 geteste golden retrievers waarvan 2
aangetast en 3 dragers. DM werd eveneens getest door Broeckx en medewerkers (2013). Net
als wij vonden zij het mutante allel niet (n = 62). We kunnen er dan ook vanuit gaan dat de
frequentie van DM bij de golden retrievers in Belgié momenteel heel laag is.

Duchenne musculaire dystrofie (DMD) is een X-chromosoom gebonden recessieve
spieraandoening die bij de golden retriever wordt veroorzaakt door een splice site mutatie
waardoor exon 7 wordt uitgesplitst (Sharp et al., 1992).

In onze studie konden we de mutatie niet vinden (n = 90). In de heel beperkte populatie (n =
19) getest door Broeckx en medewerkers (2013) werd de mutatie evenmin aangetroffen.
Frequentie gegevens van andere landen zijn niet beschikbaar.

We kunnen er vanuit gaan dat de frequentie van DMD bij de golden retrievers in Belgié en
wellicht wereldwijd heel laag is.

Golden Retriever PRA 1 (GR-PRAL) is een autosomaal recessieve oogaandoening die
wordt veroorzaakt door een mutatie in het SLC4A3 gen (Downs et al., 2011). PRA is in de
golden retriever, net als in nogal wat andere rassen, genetische heterogeen. Downs en
medewerkers (2011) schatten dat de GR-PRA1 mutatie verantwoordelijk is voor ongeveer
56% van alle PRA gevallen bij de golden retriever, maar aanzienlijke verschillen tussen de
bestudeerde landen (Canada, Finland, Frankrijk, VK, VS en Zweden) onderling werden
opgemerkt.

Van de in onze studie geteste golden retrievers (n = 85) waren er 12 drager (14,1%).
Homozygoot mutante dieren werden niet aangetroffen. De frequentie van het mutant allel
werd berekend op 7,1%. Downs en medewerkers (2011) schatten de frequentie van het
mutante allel op ongeveer 2% in Frankrijk (n = 89), 4% in het VK (n = 108), 0% in de VS (n
= 148) en 6% in Zweden (n = 109). De afwezigheid van de mutatie in de VS geeft aan dat de
mutatie wellicht is ontstaan in een Europese lijn.

Osteogenesis imperfecta (Ol) is een autosomale huidaandoening die wellicht dominant
overerft en bij de golden retriever wordt veroorzaakt door een mutatie in het COL1AL gen
(Campbell et al., 2000). Type | collageenvezels bestaan uit polypeptideketens van COL1Al
en COL1AZ2. Bij de beagle werd een mutatie die Ol veroorzaakt aangetroffen in het COL1A2
gen (Campbell et al., 2001). Dit toont aan dat Ol genetisch heterogeen is en dat mogelijk
verschillende mutaties binnen hetzelfde ras aanwezig zijn.
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In onze studie werd de mutatie niet aangetroffen (n = 90). Er zijn ook geen gegevens
beschikbaar over de frequentie in andere landen. We kunnen er vanuit gaan dat de frequentie
van Ol bij de golden retrievers in Belgié en wellicht wereldwijd heel laag is.

Progressieve rod-cone degeneratie (PRCD) is een autosomaal recessieve oogaandoening
die wordt veroorzaakt door een mutatie in het PRCD gen (Zangerl et al., 2006). De
mutatie/aandoening wordt aangetroffen bij meer dan twintig rassen waaronder de golden
retriever en labrador retriever (zie daar).

In onze studie werden 5 dragers en 2 homozygoot mutante golden retrievers aangetroffen op
een totaal van 92. Dit komt neer op een frequentie van het mutante allel van 4,9%. Er zijn
geen frequentiegegevens over andere landen beschikbaar in de wetenschappelijke literatuur.

Recessieve dystrofe epidermolysis bullosa (RDEB, vroeger DEB) is een autosomaal
recessieve huidaandoening die wordt veroorzaakt door een mutatie in het COL7ALl gen
(Baldeschi et al., 2003).

De mutatie werd niet aangetroffen in onze studie (n = 90). Er zijn ook geen gegevens
beschikbaar over de frequentie in andere landen. We kunnen er vanuit gaan dat de frequentie
van RDEB bij de golden retrievers in Belgié en wellicht wereldwijd heel laag is.

Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor DM, DMD, OI en RDEB werden niet
aangetroffen in onze studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in
fokprogramma’s heeft dan ook weinig zin.

Gezien de relatief hoge frequentie aan GR-PRA1 dragers (14,1%) is het aan te raden
om de DNA-test op te nemen bij het opstellen van fokschema’s om de frequentie
geleidelijk aan te doen dalen. Interessant hierbij zijn de verschillen per land, waarbij
vooral opvalt dat de mutatie niet werd aangetroffen in de VS. Dit en gegevens
binnen Europa wijzen aan dat de mutatie in Europa is ontstaan en dat er sterke
lijnverschillen zijn. Dit is een element waarmee bij de fok kan/dient rekening
gehouden te worden.

Hoewel de PRCD mutatiefrequentie relatief laag is (4,9%), is het ook niet
onbeduidend en kan de DNA-test best gelijktijdig met die voor GR-PRA1 uitgevoerd
worden.

21



lerse setter

Voor de lerse setter werden 5 DNA testen beschikbaar in het publiek domein uitgevoerd. Het
betreft leukocyt adhesie deficiéntie (CLAD), degeneratieve myelopathie (DM), globoid cell
leukodystrophy (GCL, ook aangeduid als ziekte van Krabbe), en progressieve retina atrofie
(PRA) rod cone dysplasie 1 (PRA-rcdl) en 4 (PRA-rcd4). Voor elk van de aandoeningen
wordt vermeld hoeveel dieren (n) werden getest. De in het projectvoorstel voorgestelde test
voor hemofilie A werd vervangen door de meer relevante, recent ontwikkelde test voor PRA-
rcd4 (LOPRA).

Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006613.3] nt 38537012 ic: G/C) in ITGB2 die
aanleiding geeft tot CLAD (Kijas et al., 1999), de mutatie ([GenBank:NC_006585.3] nt
91747714 ic: G/A) in PDE6B die aanleiding geeft tot RCD1 (Suber et al., 1993) en de 1-bp
insertie ([GenBank:NC _006599.3] nt 22907389 ic: -/C) in C17H2orf71 die aanleiding geeft
tot RCD4 (Downs et al., 2013) gebeurde via PCR gevolgd door sequentiebepaling.
Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006613.3] nt 26540342: G/A) in SOD1 die
aanleiding geeft tot DM (Awano et al., 2009) gebeurde via een TagMan assay. Genotypering
van de 78-bp insertie ([GenBank:NC_006590.3] na positie nt 59294627 ic) in GALC die
aanleiding geeft tot GCL (McGraw en Carmichael, 2006) gebeurde via PCR gevolgd door
gelelektroforese.

Samenvattende tabel resultaten lerse setter. Wt = wild type of het normale allel. Mut = het
mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor recessieve
aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50% van hun
nakomelingen.

Frequentie % CLAD DM GCL RCD1 RCD4
Wt/Wt 100,0 100,0 100,0 100,0 60,5
Wt/Mut 0,0 0,0 0,0 0,0 31,4
Mut/Mut 0,0 0,0 0,0 0,0 8,1
Wit 100,0 100,0 100,0 100,0 76,2
Mut 0,0 0,0 0,0 0,0 23,8

Canien leukocyt adhesie deficiéntie (CLAD) type | is een autosomaal recessieve
aandoening van het immuunsysteem veroorzaakt door een mutatie in het ITGB2 gen.
Aangetaste dieren zijn heel gevoelig voor allerlei infecties en sterven hier meestal aan. In de
publicatie waarin de oorzakelijke mutatie voor het eerst werd beschreven werd een frequentie
van het mutant allel van ongeveer 4,5% gevonden (uitsluitend dragers; 18 op 203 geteste
dieren)(Kijas et al., 1999). In een vervolgstudie werden door deze auteurs lerse setters getest
afkomstig uit 10 verschillende landen waaronder Belgié. Van de 46 geteste dieren afkomstig
uit Belgié waren 3 drager of een frequentie van het mutant allel van 3,2%. In de Zweedse
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populatie van lerse setters was dit 13,4% (waarbij 2/164 aangetaste dieren), in de Finse 6,9%
(5/36) en in de Nederlandse 4,2% (3/36). Over de 10 landen heen bekeken was de frequentie
11,2% (van sommige landen waren er slechts enkele dieren en de Zweedse populatie maakt
bijna de helft uit van het totaal aantal geteste dieren, met name 164/339). Uit de publicatie is
niet duidelijk op basis waarvan de stalen werden verzameld. De voornaamste conclusie was
dat de mutatie werd aangetroffen in alle landen (Kijas et al., 2000). In twee latere studies werd
de frequentie van dragers geschat op 13% (7 op 54 dieren) in de VS (Foureman et al., 2002)
en 7,6% in Australié (7 op 87 dieren)(Jobling et al., 2003). Nog iets recenter werd de
frequentie van het mutant CLAD allel in Duitsland geschat op 11% (Pfeiffer en Brenig,
2005).

Het feit dat in deze studie de CLAD mutatie niet werd aangetroffen (n = 85) wijst aan dat de
frequentie van het mutant allel efficiént werd gereduceerd, gebruikmakend van de sinds meer
dan 10 jaar beschikbare DNA-test en aangepaste fokschema’s.

Degeneratieve myelopathie (DM) is een autosomaal recessief overervende fatale
neurodegeneratieve aandoening van het ruggenmerg die zich pas op latere leeftijd doorzet
(vanaf 8 jaar)(Awano et al., 2009). Zie ook de beschrijving voor DM bij de Duitse herder.

De DM test was niet opgenomen in het projectvoorstel wat betreft de lerse setter. De test werd
toch meegenomen omdat de aandoening volgens de Orthopedic Foundation for Animals
(http://www.offa.org) ook voorkomt bij de lerse setter. In onze studie werd de mutatie echter
niet aangetroffen bij dit ras (n = 86). Op de aangehaalde website wordt melding gemaakt van
11 geteste lerse setters waarvan 1 aangetaste en 1 drager. Andere frequentiegegevens zijn niet
beschikbaar in de wetenschappelijke literatuur.

Globoid cell leukodystrophy (GCL) is een autosomaal recessieve aandoening van het
metabolisme veroorzaakt door een mutatie in het GALC gen. Het is een progressief ernstiger
wordende aandoening leidend tot verlamming en uiteindelijk de dood van het dier. De auteurs
die de oorzakelijke mutatie beschreven vonden 3 dragers op 24 geteste lerse setters uit
verschillende families in de VS en suggereerden op basis daarvan dat de mutatie vrij frequent
voorkomt (McGraw en Carmichael, 2006). Andere frequentiegegevens zijn niet beschikbaar
in de wetenschappelijke literatuur. Het kan echter sterk betwijfeld worden dat GCL frequent
voorkomt. In onze studie werd het mutante allel niet aangetroffen (n = 86). Daar er niet
specifiek werd gefokt tegen GCL kunnen we aannemen dat de frequentie in de Belgische
lerse setter populatie altijd heel laag is (geweest).

Progressieve retina atrofie (PRA) rod cone dysplasie 1 (PRA-rcdl) is een autosomaal
recessieve, vroeg optredende oogaandoening die wordt veroorzaakt door een mutatie in het
PDEGB gen (Suber et al., 1993). Het aantal dragers van PRA rcdl werd in de VS geschat op
7,8% (Aguirre et al., 1999). Andere frequentie gegevens zijn niet beschikbaar in de
wetenschappelijke literatuur. Net als voor CLAD werd er de afgelopen jaren routinematig
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getest voor de rcdl mutatie, wat ook hier wellicht de verklaring is waarom de mutatie niet
werd aangetroffen in onze studie (n = 86).

Progressieve retina atrofie (PRA) rod cone dysplasie 4 (PRA-rcd4) is een autosomaal
recessieve oogaandoening die recent werd beschreven en wordt veroorzaakt door een mutatie
in het C17H20rf71 gen (Downs et al., 2013). Deze auteurs vonden dat de mutatie wereldwijd
is verspreid in zowel de lerse als de Gordon setter en dat aan een hoge frequentie. Hun
berekening voor de lerse setter in de VS en VK kwam op een frequentie van ongeveer 29%
voor het mutant allel met daarbij naar schatting 41% dragers en 8,3% aangetaste dieren. Dit
komt ongeveer overeen met onze bevindingen zijnde 23,8% voor de allelfrequentie en 8,1%
respectievelijk 31,4% voor de aangetaste dieren en dragers. Deze hoge frequentie is wellicht
mede te verklaren doordat niet op de aandoening werd geselecteerd vanwege het relatief late
optreden (vandaar ook de populaire naam LOPRA voor de aandoening, late onset PRA).

Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor CLAD, DM, GCL en RCD1 werden niet
aangetroffen in onze studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in
fokprogramma’s heeft dan ook weinig zin.

Gezien de hoge frequentie en het late optreden van RCD4 (LOPRA) is het raadzaam om,
zeker in eerste instantie, de dragers zoveel mogelijk te blijven gebruiken in verantwoorde
fokschema’s en met opvolging via een DNA-test, dit om de genetische diversiteit van het ras
niet in gevaar te brengen.

24



Labrador retriever

Voor de labrador retriever werden 6 DNA testen beschikbaar in het publiek domein
uitgevoerd. Het betreft centronucleaire myopathie (CNM), exercise-induced collapse (EIC),
hemofilie B (H-B) vermeld in het projectvoorstel werd niet uitgevoerd omdat met de enige
beschreven methode (Southern blotting) geen onderscheid te maken is tussen Wt/Wt en Wt/-
en werd vervangen door hyperuricosuria (HUU; urolithiasis), myotubulaire myopathie (X-
linked) (XLMTM), narcolepsie (NA), en progressieve rod-cone degeneratie (PRCD). Voor
elk van de aandoeningen wordt vermeld hoeveel dieren (n) werden getest.

Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006591.3] nt 55268184 ic) in DNM1 die
aanleiding geeft tot EIC (Patterson et al., 2008), de mutatie ([GenBank:NC_006594.3] nt
22620881: G/A) in HCRTR2 die aanleiding geeft tot NA (Lin et al., 1999) en de (TGC>TAC)
mutatie in het 2de codon van het PRCD gen die aanleiding geeft tot PRCD (Zangerl et al.,
2006) gebeurde via PCR-RFLP (restrictie fragment polymorfisme). Genotypering van de
€.616G>T mutatie in SLC2A9 die aanleiding geeft tot HUU (Bannasch et al., 2008) en de
mutatie ([GenBank:NC_006621.3] nt 118885117: C/A in MTML1 die aanleiding geeft tot
XLMTM (Beggs et al., 2010) gebeurde via een TagMan assay. Genotypering van de 249-bp
insertie vanaf positie ([GenBank:NC_006584.3] nt 19371989) in PTPLA die aanleiding geeft
tot CNM (Pelé et al., 2005) gebeurde via PCR gevolgd door gelelektroforese.

Samenvattende tabel resultaten labrador retriever. Wt = wild type of het normale allel. Mut
= het mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor
recessieve aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50%
van hun nakomelingen.

Frequentie % CNM EIC HUU (XL)MTM* NA PRCD
Wt/Wt 98,6 72,0 100,0 100,0 100,0 76,9
Wt/Mut 14 22,4 0,0 0,0 0,0 19,4
Mut/Mut 0,0 5,6 0,0 0,0 0,0 3,7
Wit 99,3 83,2 100,0 100,0 100,0 86,6
Mut 0,7 16,8 0,0 0,0 0,0 13,4

*(XL)MTM is een X-chromosoom gebonden aandoening. Mannelijke dieren zijn hemizygoot Wt/- of Mut/-

Centronucleaire myopathie (CNM) is een autosomaal recessieve spieraandoening die wordt
veroorzaakt door een mutatie in het PTPLA gen (Pelé et al., 2005).

In onze studie werden 2 dragers aangetroffen op 143 geteste dieren, wat neerkomt op een
frequentie van het mutant allel van 0,7%. Dit staat in schril contrast met de resultaten
gevonden door Maurer en medewerkers (2012). Zij analyseerden meer dan 7000 labradors
afkomstig uit 13 verschillende landen. Ze stelden een hoge frequentie van het mutant allel
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vast in het VK (20,3%), de VS (17,7%) en Canada (13%). De frequentie in wat ze aanduiden
als continentaal Europa bedraagt eveneens 20,3%. Het is niet duidelijk welke landen hierin
vervat zitten noch hoeveel dieren uit elk land afkomstig zijn. Ook kloppen de opgegeven
cijfers in de tekst niet met wat ze weergeven in hun tabel 3 en figuur 3. Er lijken geen dieren
uit Belgié opgenomen te zijn in deze studie. Hoe dan ook is de aangetroffen frequentie van het
mutant allel veel hoger dan wat wij in onze studie vonden en werd in het VK eerder een
gelijkaardig hoog percentage aangetroffen (Owczarek-Lipska et al., 2011).

Maurer en medewerkers (2012) konden ook aantonen dat verschillende aangetaste dieren in
Duitsland en Frankrijk afstammen van enkele kampioenen uit het VK en dat de mutatie
wellicht daar zijn oorsprong heeft en zich nadien over de ganse wereld heeft verspreid. Er
werd ook een frequentiebepaling uitgevoerd in Italié en deze auteurs verkregen een resultaat
dat meer in lijn ligt met onze bevindingen, namelijk 0,47% (Gentilini et al., 2011).

De sterke regionale verschillen zijn waarschijnlijk terug te voeren tot het (veelvuldig) gebruik
van dieren met een oorsprong in lijnen van het VK. Hoewel de frequentie van CNM in Belgié
momenteel laag lijkt is de oorsprong van de dieren in het geschetste verband zeker een
aandachtspunt.

Exercise-induced collapse (EIC) is een autosomaal recessief overervende neuromusculaire
aandoening die wordt veroorzaakt door een mutatie in het DNM1 (dynamine) gen. VVoor het
overige normale dieren Kkrijgen tijdens zware inspanning spierproblemen doordat de
communicatie met de zenuwen uitvalt (Patterson et al., 2008).

In onze studie werden 8 aangetaste (5,6%) en 32 dragers (22,4%) aangetroffen op een totaal
van 143 getypeerde labrador retrievers of een frequentie van de mutatie van 16,8%.

In de studie van Broeckx en medewerkers (2013) werden 19 homozygoot mutante dieren
(29%) en 16 (25%) dragers aangetroffen op een totaal van 65 geteste dieren. Dit komt neer op
een frequentie van het mutant allel van 42%. Het opvallend hoge percentage aangetaste dieren
(29%) in deze studie in vergelijking met onze resultaten (5,6%) en twee onafhankelijke
studies in de VS (3% en 9,9%, zie hieronder) en het feit dat er een sterke afwijking van het
Hardy-Weinberg evenwicht was, wijst op een bias in de sampling in deze studie. Een
mogelijke verklaring voor deze bias kan zijn dat de stalen oorspronkelijk werden verzameld
voor een studie naar heupdysplasie en dat daardoor vooral dieren geselecteerd op
conformatie/show werden opgenomen in de testpopulatie. Zoals hieronder is aangegeven
werd bij een studie in de VS een hogere frequentie van EIC vastgesteld bij labradors
geselecteerd op conformatie/show dan bij labradors gehouden voor andere doeleinden.

In een studie op 400 dieren in de VS werd de frequentie van EIC aangetaste dieren vastgesteld
op 3% en het aantal dragers van de mutatie op 37% (Patterson et al., 2008).

In een onafhankelijke studie in de VS werd het aantal aangetaste dieren bepaald op 9,9% en
het aantal dragers op 37,2% (Minor et al., 2011). Deze auteurs deelden de geteste labradors
ook op volgens “functie” in vier groepen: conformatie/show, pet, jacht en service. De hoogste
frequentie aangetaste dieren werd gevonden in de groep conformatie (13,6% ) en de laagste in
de groep service (1,8%). De groepen jacht en pet zaten daar tussenin met respectievelijk 4,8%
en 2,9%. Wat betreft het aantal dragers waren de groepen conformatie en jacht ongeveer
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gelijk (37,9% en 38%) en ook hier was de groep service het laagst (17,9%). Het aantal dragers
in de groep pet was ongeveer 28%.

Hyperuricosuria (HUU; urolithiasis) is een autosomaal recessieve aandoening van de
urinewegen die wordt veroorzaakt door een mutatie in het SLC2A9 gen (Bannasch et al.,
2008). Bij een uitgebreide screening van meer dan 3000 honden behorend tot 127
verschillende rassen werd de mutatie, naast de dalmatiér waar alle dieren homozygoot mutant
zijn, aangetroffen in 10 rassen waaronder de Duitse herder en labrador retriever (Karmi et al.,
2010). Deze auteurs schatten de frequentie van het mutante allel bij de labrador retriever op
0,26% (1 drager op 384 geteste dieren).

In onze studie werd het mutant allel niet aangetroffen bij 143 geteste dieren. We kunnen dus
aannemen dat de frequentie van het mutant allel heel laag is in de labrador retriever in Belgié.

Myotubulaire myopathie (XLMTM; myotubulaire myopathie 1) is een X chromosoom
gebonden recessieve aandoening die bijgevolg meer wordt aangetroffen bij mannelijke dan
vrouwelijke dieren. De spieraandoening wordt veroorzaakt door een mutatie in het MTM1
gene coderend voor het myotubularine spiereiwit (Beggs et al., 2010).

De oorzakelijke mutatie werd in onze studie niet aangetroffen (n = 143). Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de MTM1 mutatie in
andere landen.

Narcolepsie (NA) is een autosomaal recessief overervende slaapstoornis die wordt
veroorzaakt door een mutatie in het HCRTR2 gen (Lin et al., 1999).

De oorzakelijke mutatie werd in onze studie niet aangetroffen (n = 143). Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de NA mutatie in
andere landen.

Progressieve rod-cone degeneratie (PRCD) is een autosomaal recessieve oogaandoening
die bij de labrador retriever wordt veroorzaakt door een mutatie in het PRCD gen (Zangerl et
al., 2006).

In onze studie werden 5 aangetaste (mut/mut) en 26 dragers (wt/mut) aangetroffen op een
totaal van 134 geteste dieren. Dit komt overeen met een frequentie van het mutante PRCD
allel van 13,4%. Deze relatief hoge frequentie is wellicht mede te verklaren door het feit dat
PRCD een late onset aandoening is. De symptomen zetten zich pas op latere leeftijd door
waardoor er dikwijls reeds met de dieren werd gefokt voor de aandoening tot uiting komt. Er
zijn in de wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de PRCD
mutatie bij labrador retrievers in andere landen.
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Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor HUU, NA en XLMTM werden niet aangetroffen in
onze studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in fokprogramma’s heeft dan
ook weinig zin.

Vanwege de hoge frequentie van zowel de EIC mutatie (16,8%) als de PRCD mutatie (13,4%)
is het aan te raden om beide DNA-testen op te nemen bij het opstellen van fokschema’s om de
frequentie geleidelijk aan te doen dalen. De hoge frequentie betekent ook dat best dragers en
eventueel ook homozygoten niet systematisch uit de fok geweerd worden om de genetische
diversiteit niet in het gedrang te brengen. Genotypering in combinatie met een weloverwogen
partnerkeuze is de aangewezen manier om de frequentie geleidelijk aan terug te dringen. We
willen hierbij ook nog opmerken dat labrador retrievers die werden geselecteerd op
conformatie blijkbaar een hoger risico lopen op EIC (cfr Minor et al., 2011).

Hoewel de frequentie van de CNM mutatie laag is (0,7%) in de Belgische populatie van
labrador retrievers, is enige behoedzaamheid hier aangewezen. Deze lage frequentie staat
immers in schril contrast met de hoge frequentie opgemerkt in meerdere andere landen en
vooral in het VK (>20%). We raden dan ook aan om de CNM DNA-test te laten uitvoeren in
combinatie met die voor EIC en PRCD, zeker wanneer dieren vanuit het buitenland of uit
lijnen met connecties in het VK worden betrokken bij de fok.
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Mechelse herder

Voor de Mechelse herder werden de 5 zelfde DNA testen als beschreven voor de Duitse
herder uitgevoerd (zie ook bij de keuze van de onderzochte rassen). Het betreft anhidrotische
ectodermale dysplasie (AED), degeneratieve myelopathie (DM), hyperuricosuria (HUU;
urolithiasis), mucopolysaccharidosis VII (MPS VII) en renal cystadenocarnicoma and nodular
dermatofibrosis (RCND). Voor elk van de aandoeningen wordt vermeld hoeveel dieren (n)
werden getest.

Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006621.3] nt 54511433: G/A in het EDA gen
die aanleiding geeft tot XHED (Casal et al., 2005) gebeurde via PCR-RFLP (restrictie
fragment lengte polymorfisme). Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006613.3] nt
26540342: G/A) in SOD1 die aanleiding geeft tot DM (Awano et al., 2009), de mutatie
([GenBank:NC _006588.3] nt 741429 ic: G/A) in GUSB die aanleiding geeft tot MPS VII
(Ray et al., 1998), de mutatie ([GenBank:NC_006587.3] nt 42186445: A/G) in FLCN die
aanleiding geeft tot RCND (Lingaas et al., 2003) en de ¢.616G>T mutatie in SLC2A9 die
aanleiding geeft tot HUU (Bannasch et al., 2008) gebeurde via een TagMan assay.

Samenvattende tabel resultaten Mechelse herder. Wt = wild type of het normale allel. Mut =
het mutante, ziekteverwekkende allel. Wt/Mut dieren zijn heterozygote dragers. Voor
recessieve aandoeningen zijn ze zelf niet aangetast, maar ze geven de mutatie door aan 50%
van hun nakomelingen.

Frequentie % DM HUU MPSVII RCND XHED*
Wt/Wt 85,9 94,4 100,0 100,0 100,0
Wt/Mut 12,7 4,2 0,0 0,0 0,0
Mut/Mut 14 14 0,0 0,0 0,0
Wit 92,3 96,5 100,0 100,0 100,0
Mut 7,7 3,5 0,0 0,0 0,0

*XHED is een X-chromosoom gebonden aandoening. Mannelijke dieren zijn hemizygoot Wt/- of Mut/-

Anhidrotische ectodermale dysplasie (AED, XHED) is een recessieve X-chromosoom
gebonden overervende ziekte waardoor ze meer voorkomt bij reuen dan bij teven (Casal et al.,
2005).

In onze studie werd de oorzakelijke mutatie niet aangetroffen (n = 72), net als bij de Duitse
herder, waaruit we kunnen besluiten dat de frequentie laag tot zeer laag is in de Belgische
populatie van de Mechelse herder.
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Degeneratieve myelopathie (DM) is een autosomaal recessief overervende fatale
neurodegeneratieve aandoening van het ruggenmerg die zich pas op latere leeftijd doorzet
(vanaf 8 jaar)(Awano et al., 2009). De eerst opduikende symptomen zijn ataxie
(ongecoordineerd bewegen) en zwakte van de achterpoten. Veel dieren moeten binnen het jaar
na het opduiken van de symptomen worden geéuthanaseerd. Zie ook hoger bij de Duitse
herder.

Uit onze studie blijkt dat de aandoening in Belgié een relatief hoge frequentie kent, maar niet
z0 hoog als bij de Duitse herder. Een van de 71 geteste dieren is homozygoot mutant en 9 zijn
drager (12,7%). De frequentie van het mutant allel is 7,7% (tegenover 21,4% bij de Duitse
herder).

Hyperuricosuria (HUU; urolithiasis) is een autosomaal recessieve aandoening van de
urinewegen die wordt veroorzaakt door een mutatie in het SLC2A9 gen (Bannasch et al.,
2008). Bij een uitgebreide screening van meer dan 3000 honden behorend tot 127
verschillende rassen werd de mutatie, naast de dalmatiér waar alle dieren homozygoot mutant
zijn, aangetroffen in 10 rassen waaronder de Duitse herder en labrador retriever (Karmi et al.,
2010). Deze auteurs schatten de frequentie van het mutante allel bij de Duitse herder op 2,6%
(zie boven). Wat betreft de Mechelse herder werd in deze studie slechts 1 dier getest.

In onze studie werd de mutatie, in tegenstelling met de Duitse herder, wel aangetroffen bij de
Mechelse herder. Van de 72 geteste dieren waren er 3 drager en 1 homozygoot mutant, wat
neerkomt op een frequentie van het mutant allel van 3,5%.

Mucopolysaccharidosis VII (MPS VII) is een autosomaal recessief overervende lysosomale
stapelingsziekte die wordt veroorzaakt door een mutatie in het GUSB gen (Ray et al., 1998).
Zoals typisch is voor lysosomale stapelingsziekten kent ook MPS VI een progressief verloop
en moeten de aangetaste dieren uiteindelijk geéuthanaseerd worden. De meeste
stapelingsziekten bij honden staan beschreven als zeldzaam tot heel zeldzaam. Bij de Duitse
herder vonden we een mutatiefrequentie van 0,5% (zie daar).

In onze studie werden geen mutante allelen aangetroffen bij de Mechelse herder (n = 72).

Renal cystadenocarnicoma and nodular dermatofibrosis (RCND) is een type niertumor
die wordt veroorzaakt door een mutatie in het FLCN gen (folliculin, vroeger aangeduid als
BHD gen)(Lingaas et al., 2003).

In onze studie werden geen mutante allelen aangetroffen (n 72). Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de RCND mutatie in
andere landen.
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Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor XHED, MPS VII en RCND werden niet
aangetroffen in onze studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in
fokprogramma’s heeft dan ook weinig zin.

Gezien de relatief hoge frequentie van de DM mutatie (12,7% dragers) is het aan te raden om
de DNA-test op te nemen bij het opstellen van fokschema’s om de frequentie geleidelijk aan
te doen dalen.

In tegenstelling met de Duitse herder werd de HUU mutatie wel aangetroffen bij de Mechelse
herder, maar gezien de relatief lage frequentie (3,5%) en de mildheid van de aandoening (niet
alle homozygoot mutante dieren krijgen effectief last) is een routinematige toepassing van de
HUU DNA-test niet noodzakelijk en wordt deze enkel aangeraden wanneer er in de
lijn/familie precedenten zijn.

Globaal genomen kunnen we stellen dat de bevindingen gedaan bij de Duitse herder ook
gelden voor de Mechelse herder en dat nieuwe DNA-testen ontwikkeld voor de Duitse herder
best ook geévalueerd worden bij de Mechelse herder.
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Rottweiler

Voor de rottweiler werden 2 DNA testen beschikbaar in het publiek domein uitgevoerd. Het
betreft Duchenne musculaire dystrofie (DMD) en Mucopolysaccharidosis | (MPS ).
Genotypering van de ([GenBank:NC_006621.3] nt 26626701 ic: G/T mutatie in het DMD gen
die aanleiding geeft tot DMD (Winand, 1994) gebeurde via PCR-RFLP (restrictie fragment
lengte polymorfisme). Genotypering van de mutatie ([GenBank:NC_006585.3] nt 91534420
ic: G/A) in IDUA die aanleiding geeft tot MPS | (Menon et al., 1992) gebeurde via een PCR
gevolgd door sequentiebepaling.

Musculaire dystrofie van het type Duchenne (DMD) is een X-chromosoom gebonden
recessief overervende spieraandoening die wordt veroorzaakt door een mutatie in het
dystrofine gen, verschillende van die vermeld bij de cavalier King Charles spaniel en golden
retriever (Winand, 1994).

De mutatie werd niet aangetroffen bij de 91 geteste dieren. Er zijn in de wetenschappelijke
literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de DMD mutatie bij de rottweiler in
andere landen. We kunnen er vanuit gaan dat de frequentie van DMD bij rottweilers in Belgié
en wellicht wereldwijd heel laag is.

Mucopolysaccharidosis I (MPS 1) is een van de talrijke metabole aandoeningen behorende
tot de groep van de lysosomale stapelingsziekten. De aandoening erft autosomaal recessief
over en wordt veroorzaakt door een mutatie in het IDUA gen (Menon et al., 1992). De mutatie
werd oorspronkelijk beschreven voor de Plott hound en nadien bij enkele andere rassen
waaronder de rottweiler.

De mutatie werd niet aangetroffen bij de 85 geteste dieren. Er zijn in de wetenschappelijke
literatuur geen frequentiegegevens beschikbaar over de MPS | mutatie bij de rottweiler in
andere landen. We kunnen er vanuit gaan dat de frequentie van MPS 1 bij rottweilers in Belgié
en wellicht wereldwijd heel laag is.

Fokadvies

De geteste mutaties verantwoordelijk voor DMD en MPS | werden niet aangetroffen in onze
studie. Het routinematig opnemen van deze DNA-testen in fokprogramma’s heeft dan ook
weinig zin.
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Algemene conclusies

Over de tien onderzochte rassen heen werden 46 DNA-testen uitgevoerd. Hierbij
beschouwen we de test voor dezelfde mutatie uitgevoerd bij verschillende rassen als aparte
testen. Bij 25 van deze DNA-testen werd geen enkel mutant allel aangetroffen in het
onderzochte ras wat aangeeft dat de frequentie van de aandoening heel laag is en dat
routinematige genotypering voor deze mutaties/aandoeningen in het betreffende ras geen zin
heeft. Opvallend hierbij is dat alle onderzochte X-chromosoom gebonden mutaties (6)
hieronder vallen. Een mogelijke verklaring hiervoor is fenotypische selectie op populaire
reuen (hebben slechts 1 X-chromosoom) die vrij zijn voor dit soort aandoeningen. Een andere
mogelijke verklaring is dat de betreffende aandoening (heel) zeldzaam was/is en slechts in
bepaalde lijnen aanwezig was/is. Bepaalde aandoeningen en bijhorende mutaties werden
slechts eéén keer beschreven en deze mutaties komen mogelijk enkel voor in de door de
desbetreffende auteurs onderzochte populatie. Dit is wellicht ook geldig voor een aantal van
de autosomale aandoeningen waarvoor de mutatie niet werd aangetroffen en waarover weinig
informatie beschikbaar is in de internationale wetenschappelijke literatuur. Dit mag echter
niet zomaar veralgemeend worden en een studie zoals door ons uitgevoerd is aangewezen om
uitsluitsel te brengen.

De resultaten verkregen voor de Mechelse herder geven aan dat het evalueren van de
DNA-testen oorspronkelijk ontwikkeld voor de Duitse herder nuttig is. Twee van de vijf
onderzochte mutaties werden bij de Mechelse herder aangetroffen. Dat is evenveel als bij de
Duitse herder zelf. Opvallend hierbij is dat één van de mutaties (HUU) in onze studie bij de
Mechelse herder werd aangetroffen en niet bij de Duitse herder terwijl ze oorspronkelijk bij
die laatste werd aangetroffen. De bevindingen gedaan voor de Mechelse herder kunnen
geéxtrapoleerd worden naar andere (nauw) verwante rassen. Zo zou het interessant en
raadzaam zijn om de mutaties gevonden bij de Duitse herder ook te onderzoeken bij
bijvoorbeeld de Groenendaeler, Lakense herder, Tervuurse herder, witte Canadese herder en
eventueel zelfs het schipperke, rassen die wegens hun beperkte(re) omvang veel minder
bestudeerd worden en waarvoor specifiek geen of heel weinig DNA-testen beschikbaar zijn.

Globaal genomen is de situatie voor de onderzochte aandoeningen vrij gunstig. De
belangrijkste aandachtspunten werden aangestipt bij het fokadvies voor elk van de rassen.
Opvallend hierbij, maar niet echt verrassend, is dat algemeen genomen de hoogste frequenties
worden aangetroffen bij oogaandoeningen. Bij een aantal van deze oogaandoeningen treden
de symptomen laat of relatief laat op en andere zoals cataract worden, wellicht onterecht, als
niet echt problematisch beschouwd. Het gevolg in beide gevallen is dat geen doorgedreven
selectie op de aandoeningen werd gevoerd. Een vergelijkbaar fenomeen doet zich voor bij
MDR1 en MTC, wat op zich geen aandoeningen zijn maar waarbij de verantwoordelijke
mutaties wel voor problemen kunnen zorgen bij toediening van bepaalde medicaties.
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Afsluitend kunnen we stellen dat het nut van DNA-testen wordt aangetoond door de
resultaten bekomen voor de lerse setter. Door doordacht gebruikt te maken van DNA-testen
werd de frequentie van de mutaties verantwoordelijk voor CLAD en RCD1 tot een
verwaarloosbaar niveau teruggebracht.
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