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Genetic markers of canine hip dysplasia

Summary

Canine hip dysplasia is a complex skeletal malformation caused by genetic and environmental factors.
The prevalence of hip dysplasia in different canine breeds ranges widely, from 1% (for Whippet and Borzoi)
to over 70% (for Bulldog and Pug). These differences indicate the presence of genetic variants predisposing
to or preventing this disorder in gene pools of particular breeds. The importance of genetic factors is also
confirmed by a high coefficient of heritability (h?) of canine hip dysplasia, which for most breeds oscillates
around 0.5-0.6. Application of modern genomic methods, that is, mainly genome scanning (based previously
on microsatellite markers and currently on SNP microarrays) has led in recent years to the identification of
potential genetic markers associated with this disorder. Such studies were carried out mostly in two breeds:
Labrador retriever and German shepherd. Some of the markers were found in the vicinity of genes involved in
skeletal development. Following these achievements, the use of some markers has been suggested for early risk
diagnosis of hip dysplasia. This shows that molecular testing is becoming important for not only monogenic, but
also polygenic canine diseases and disorders. Identification of genetic markers associated with predisposition
to hip dysplasia offers an opportunity for an early risk evaluation of this disorder (prior to its first signs).
Moreover, it facilitates effective breeding selection aimed at eradicating undesirable genetic variants from the

gene pool of a given breed.
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Postep genomiki zwierzat domowych, mozliwos¢
prowadzenia szerokich poréwnawczych analiz geno-
mowych oraz powszechna dostepno$¢ nowoczesnych
narzedzi i technik molekularnych (np. mikromacie-
rze SNP, sekwencjonowanie DNA nowej generacji)
zaowocowaly identyfikacja wielu mutaCJl odpowie-
dzialnych za monogenowe choroby psow (24). Z kolei
wiedza o podtozu molekularnym czgsto wystgpujacych
u ps6w chordb lub wad o ztozonym uwarunkowaniu
(np. otylos¢, cukrzyca typu 2, dysplazja stawu bio-
drowego lub tokciowego, wnqtrostwo), czyli takich,
ktore zaleza od wielu gendéw oraz czynnikéw Ssrodo-
wiskowych, a takze interakcji miedzy nimi, nie jest
tak zaawansowana. Wiedza o markerach genetycznych
zwigzanych z predyspozycja do rozwoju takich chorob
lub wad jest zatem aktualnym wyzwaniem, waznym
dla wezesnej diagnostyki ryzyka ich powstania, nawet
przed pojawieniem si¢ pierwszych objawow.

Dysplazja stawu biodrowego (CHD, canine hip
dysplasia) to wada rozwojowa uktadu szkieletowego,

ktora zalicza si¢ do najcze;s',ciej wystepujacego zabu-
rzenia u psow. Na rozwoj tej wady wplywajg zarowno
czynniki $srodowiskowe, jak i geny. Do glownych
czynnikow pozagenetycznych sprzyjajacych rozwojo-
wi CHD zalicza si¢ m.in.: wysoka mase urodzeniowa,
nadmierne karmienie prowadzace do szybkiego wzro-
stu masy ciata, nadmierng suplementacje wapniem czy
wczesng sterylizacje, a takze zbyt intensywne obcigze-
nie ruchowe psa w okresie wzrostu (16). Najbardziej
dynamiczny rozwdj tej wady ma miejsce w przedziale
wiekowym od 4 do 10 miesigcy. U rosnacych szcze-
nigt pojawiajg si¢ poczatkowo zaburzenia w obrgbie
elementow tacznotkankowych stawu biodrowego
oraz mig¢sni pasa miednicowego. Prowadza one do
niewlasciwego rozktadu sit przenoszonych w stawie
biodrowym i sg przyczyna 1nk0gruencp powierzchni
stawowych. Sugeruje si¢ rowniez, ze CHD jest pro-
cesem dynamicznym, w trakcie ktorego mozliwe jest
rozrdznienie dysplazji miednicy (dotyczacej niepra-
widltowosci panewek) od dysplazji kosci udowej, cha-
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rakteryzuj acej si¢ anormalno$ciag w dtugosci, inklinacji
1 antewersji szyjki kosci udowej (1, 26).

Badania diagnostyczne oparte sg przede wszystkim
na radiologicznej ocenie rozwoju stawu biodrowego
(10, 16), a rzadziej na ocenie ultrasonograficzne; (8,
15). Ostatecznq ocene wystaw1a si¢ po ukonczeniu
przez psa 12. miesigca zycia. Podstawowym badaniem
radiologicznym jest tzw. projekcja brzuszno-grzbieto-
wa (VD) z ekstenzja stawow biodrowych 1 kolanowych
(wg. Standardéw Orthopedic Foundation for Animals
— OFA). Uzyskanie wiarygodnej dokumentacji radio-
logicznej wymaga farmakologicznego uspokojenia
pacjenta w celu ulozenia go symetrycznie na grzbie-
cie, z rownolegtym pofozeniem kosci udowych, przy
czym rzepki powinny znajdowac si¢ posrodku bloczka
kosci udowej. Kadr zdjecia rtg powinien obejmowac
stawy krzyzowo-biodrowe oraz kolana. Prawidlowos¢
rozwoju stawu biodrowego ocenia si¢ w skali od A
do E, zgodnie z systemem rekomendowanym przez
FCI (Fédération Cynologique Internationale), gdzie
ocena A oznacza stawy biodrowe wolne od dysplazji,
a ocena E dysplazje cigzka. Diagnostyka radlologlcz-
na CHD jest obowigzkowa w odniesieniu do pséw
hodowlanych 24 ras (zatacznik nr 10 do Regulaminu
Hodowli Psow Rasowych Zwigzku Kynologicznego
w Polsce), w tym: wszystkich retrieverow, owczarka
niemieckiego, owczarka podhalanskiego, polskiego
owczarka nizinnego, bernardyna, boksera, bernenskie-
go psa pasterskiego itd. Badanie takie Jest wykonywa-
ne, zgodme z zaleceniami FCI, powyzeJ 12. mlesu}ca
zycia, aw przypadku ras duzych powyzej 18. miesiaca
zycia.

Dos$¢ powszechnie przyjmuje si¢, ze dysplazja stawu
biodrowego wyste;puje przede wszystkim w rasach
charakteryzuj qcych si¢ duza masg ciata. Warto jednak
zauwazyc¢, ze nie jest to uniwersalna relacja, bowiem
znane sg rasy mate, w ktorych CHD diagnozowane jest
czesto oraz duze, w ktorych ta wada wystepuje bardzo
rzadko (tab. 1). Zgodnie z danymi prezentowanymi

Tab. 1. Czesto$¢ wystepowania CHD w wybranych rasach
psow (na podstawie danych zgromadzonych przez Orthopedic
Foundation for Animals, Columbia, Missouri, http://www.ofa.
org/stats_hip.html, stan na dzien 17 lipca 2017)

Liczba zwierzat
Rasa objetych badaniami % zwierzat z CHD
w kierunku CHD
Buldog 844 7,8
Mops 673 70,3
Bernardyn 2374 491
Rottweiler 99 062 21,2
Owczarek niemiecki 118 891 20,5
Golden retriever 148 597 20,0
Labrador retriever 255 345 121
Borzoj 894 2,0
Pinczer niemiecki 476 1,7
Whippet 188 1,1
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przez Orthopedic Foundation for Animals (http://
www.ofa. org/stats hip.html), CHD wystepuje z cze-
stoscig od ponizej 2% (pinczer niemiecki, whippet)
do ponad 70% (buldog, rnops) Powyzsze obserwacje
uzasadniajg przypuszczenie, ze w pulach genowych
niektorych ras wystepuja warianty predysponujace do
rozwoju tej wady.

W polskich warunkach rasami, ktore najczesciej
byty diagnozowane w kierunku CHD, sg owczarki
niemieckie, rottweilery 1 bernenskie psy pasterskie
(2), aw ostatnich latach rowniez labradory (Gogulski,
niepublikowane). Dwie z wymienionych ras (labrador
retriever i owczarek niemiecki) sg glownymi obiekta-
mi badan, ktérych celem jest identyfikacja markeréw
genetycznych predysponujacych do rozwoju tej wady.

Dziedziczne podtoze dysplazji stawu biodrowego

Udziat czynnikow genetycznych w ksztattowaniu
zmiennosci cech ilosciowych (np. masa ciata, wzrost
itp.) oraz chorob i wad o ztozonym podtozu, takich
jak CHD, wyrazany jest przy pomocy wspotczynni-
ka odziedziczalnosci (h?). Jego warto$¢ zawiera si¢
w przedziale od 0 do 1, przy czym wartosci przekra-
czajgce 0,5 swiadczg o duzym znaczeniu czynnikow
genetycznych. Podkresli¢ nalezy, ze dla tej sameJ
cechy, choroby czy wady zfozonej wartos¢ h? moze
ksztaltowac si¢ na rdznym poziomie w roznych rasach
czy populacjach. Wynika to z tego, Ze rasy rdznig si¢
zmienno$cig genetyczng (pulami genowymi), a ba-
dane populacje moga bytowa¢ w zréznicowanych
warunkach srodowiskowych. W odniesieniu do CHD
warto$¢ h?, szacowana dla roznych ras, populacp
iprzez roznych autorow, jest zroznicowana i miesci si¢
w zakresie od 0,46 (seter angielski) do 0,75 (bokser),
z tym jednak, Ze dla wigkszo$ci ras wartoéc' ta zawiera
si¢ w przedziale od 0,5 do 0,6 (21). Oszacowania te
wskazuja, ze udziat czynnikow genetycznych w pa-
togenezie tej wady jest duzy, a zatem zasadne jest
poszukiwanie markerow genetycznych wskazujacych
na predyspozycje danego osobnika do rozwinigcia
CHD. Identyfikacja takich markeréw daje szanse¢
na bardzo wczesng diagnoz¢ zwigkszonego ryzyka
wystapienia tej wady Ponadto stwarza mozliwosci
stopniowego ograniczania wystgpowania CHD w da-
nej rasie, poprzez planowanie kOJarzen z udziatem
zwierzat, w ktorych genotypie nie ma niepozadanych
markerow.

Poszukiwanie markerow genetycznych dla cho-
rob czy wad zlozonych moze by¢ prowadzone m.in.
w oparciu o wiedze¢ na temat podtoza analogicznej jed-
nostki chorobowej u innego gatunku (np. cztowieka),
poszukiwania markerow genetycznych wykazujacych
zwigzek (asocjacje) z wystepowaniem nieprawidto-
wego fenotypu czy porownawczg analize ekspresji
gendéw w tkankach prawidlowych i nieprawidtowych.
Wspotczesnie za metody szczegolnie przydatne w ta-
kich badaniach uznaje si¢ skanowanie catego genomu
przy pomocy mikromacierzy SNP (GWAS — genome
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wide association study) oraz sekwencjonowanie DNA
nowej generacji (NGS — next generation sequencing),
aich celem jest identyfikacja regionéw chromosomo-
wych (QTL — quantitative trait locus), w ktérych moga
by¢ obecne warianty genowe zwigzane z badang cechg
czy chorobg dziedziczng. Metodologia takich badan
zostata omowiona na przyktadzie otylosci — powszech-
nej choroby psow o ztozonym uwarunkowaniu (24).
Podkresli¢ rowniez nalezy, ze podtoze dziedziczne
dysplazji stawu biodrowego badane jest rowniez
u ludzi (4), zatem wiedza o markerach tej wady u lu-
dzi moze by¢ wykorzystywana do typowania mar-
kerow kandydujacych, ktére warto objaé badaniami
u psoOw.

Przyktadem poszukiwania markera genetycznego
jest wytypowanie genu FBN2, kodujacego fibryling 2,
ktory jest potozony w chromosomie 11 psa (CFAI1,
Canis familiaris chromosom nr 11), jako kandydu-
jacego dla predyspozycji do CHD (9). Wskazany
region chromosomowy byt wczesniej opisany jako
potencjalnie zwigzany z obrzekiem stawu biodrowego
psow (27). W oparciu o wyniki skanowania genomu,
wiedze o petnionej funkcji przez biatko FBN2 oraz
mutacje opisane u ludzi borykajacych si¢ z zaburze-
niami rozwoju uktadu szkieletowego, gen ten zostat
objety analizg molekularng. Sekwencjonowanie tego
genu przeprowadzono w kilku rasach, w tym: la-
brador retriever, owczarek niemiecki, border collie,
golden retriever, nowofundland i rottweiler. Badania
zaowocowaly wykryciem delecji 10 nukleotydow
w intronie 30 tego genu (9). Mechanizm oddziaty-
wania tej delecji na rozwdj stawu biodrowego psoéw
pozostaje jednak niewyjasniony. Stwierdzono jedynie,
ze psy homozygotyczne pod wzgledem delecji miaty
znacznie obnizony poziom transkryptu tego genu.
Labradory z takim genotypem cechowaty si¢ rowniez
znacznie gorszymi wynikami radiologicznymi sta-
wow biodrowych, w poréwnaniu z heterozygotami
1 osobnikami posiadajagcymi dwa prawidtowe allele.
Podobna sytuacy; zaobserwowano u innych ras, co
sugeruje, ze moze to by¢ uniwersalny, a nie rasowo
specyficzny, marker genetyczny. Wiele mutacji genu
FBN2 odpowiedzialnych za dolichostenomeli¢ ludzi
(nieprawidtowo dlugie konczyny) zostato opisanych
w intronie 30 lub regionach sgsiadujacych (19, 20).

Dotychczasowe poszukiwania markerow genetycz-
nych predyspozycji do CHD prowadzone byly przede
wszystkim w dwoch rasach — owczarek niemiecki i la-
brador retriever, dlatego wyniki badan prowadzonych
w tych rasach omowiono ponizej.

Markery genetyczne CHD owczarkow niemieckich

Poligeniczny model dziedziczenia CHD oraz segre-
gacja genu z duzym efektem dziatania (major gene)
zostala zaproponowana dla owczarkéw niemieckich
na podstawie analizy ponad 8,5 tys. zwierzat pocho-
dzacych z dwudziestu 3- lub 4-pokoleniowych rodzin,
ktore byty diagnozowane w kierunku tej wady (14).
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Kolejne badania przeprowadzono z wykorzystaniem
261 markeréw mikrosatelitarnych, rozmieszczonych
do$¢ rownomiernie w genomie psa, czyli we wszyst-
kich autosomach i chromosomie X. Efektem tych po-
szukiwan byta identyfikacja dziewieciu regionéw QTL
w chromosomach psa (CFA — Canis familiaris): CFA1,
CFA3, CFA4, CFAS8, CFA9, CFA16, CFA19, CFA26
1 CFA33, ktore mogg mie¢ zwigzek z rozwojem CHD
u owczarkéw niemieckich (18). Wykorzystanie meto-
dologii GWAS wskazalo na silny zwigzek 5 polimor-
fizmow typu SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
z ta wada. Polimorfizmy te zlokalizowane byty w chro-
mosomach: CFA19, CFA24, CFA26 i dwa w CFA34.
W celu zweryfikowania ich zwigzku z CHD ustalono
genotypy psow duzej grupy (843 zwierzeta) 1 stwier-
dzono, ze najsilniejszy zwigzek miat polimorfizm
zlokalizowany w chromosomie CFA24, a nastgpnie
w CFA26 1 jeden z polimorfizméw w CFA34 (6).
Podkresli¢ nalezy, ze w pobliZu markera SNP w chro-
mosomie CFA24 znajduje si¢ locus genu SRC, ktdry
zaangazowany jest w m.in. w tworzenie kosci. Kolejne
analizy molekularne polegaly na sekwencjonowaniu
fragmentu o dtugosci 200 tys. par zasad (200 kpz)
ktory obejmowal 17 zidentyfikowanych wczes$niej
regionow QTL (7). W efekcie ustalano genotypy
w wybranych loci w tej samej, co we wczesniejszych
badaniach, grupie 843 owczarkéw niemieckich.
Analizy asocjacyjne wykazaty najsilniejszy zwigzek
pomiedzy CHD a polimorfizmami zlokalizowanymi
w chromosomach CFA3, CFA9, CFA26, CFA33
1 CFA34. W poblizu najsilniej zasocjowanego polimor-
fizmu z chromosomu CFA34 znajduje si¢ gen TRIO,
stanowigcy obiecujacy gen kandydujacy ze wzgledu na
funkcje kodowanego biatka, ktore odrywa istotng rolg
w procesie proliferacji i roznicowania chondrocytow.
Do genéw kandydujacych, zlokalizowanych w pig-
ciu wskazanych chromosomach, w sumie zaliczono
az 13 genow: PGM2, FGDRI1 (CFA3), COL11A1
(CFA9), MMP11, CABINI (CFA26), EPHA3, EPHAG®,
ABI3BP, SENP7, PCNP (CFA33), wspomniany powy-
zej TRIO, SLC6A3 1 FGF12 (CFA34), z ktérych wiele
zaangazowanych jest w kontrole formowania ko$ci czy
wlokien kolagenowych (7).

Markery genetyczne CHD labradorow

W 2005 r. podjeto probe poszukiwania regionow
chromosomowych zwigzanych z wystgpowaniem
CHD. Wykorzystano wowczas rzadko stosowane
podejscie, jakim bylo krzyzowanie psow rasy labra-
dor retriever obcigzonych CHD oraz zdrowych (bez
objawoéw CHD) zwierzat z rasy greyhound. W trzech
uzyskanych pokoleniach (152 pséw) ustalono genotyp
w 240 loci sekwencji mikrosatelitarnych, rozpro-
szonych rownomiernie we wszystkich autosomach
i chromosomie X. Potencjalne regiony QTL dla CHD
wskazano az w 12 chromosomach: CFA4, CFA9,
CFA10, CFA11, CFA16, CFA20, CFA22, CFA2S,
CFA29, CFA30, CFA35, CFA37 (25). W kolejnych



badaniach, réwniez opartych na

markerach mikrosatelitarnych, ulabradoréw (3)
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Tab. 2. Polimorfizmy uwzglednione w modelu stosowanym do przewidywania CHD

analizowano genotyp w 276 takich Geny znajdujace sie Lokalizacja Zmiana Allel powiazany Genotyp
loci, a ich efektem byto wska- w poblizu SNP chromosomowa nukleotydu z CHD powigzany z CHD
zanie QTL w 7 chromosomach: | CHST3 CFA4 A>G G GG
CFAIL, CFA2, CFA10, CFA20, | ras7a CFA20 A>G A AA + AG
CFA221CFA32(22). Porownanie | cueyq i apamsiz CFA3 A>G A AA + AG
przedstawionych powyzej wy- | g g CFAT A6 A AA + AG
nikéw, opartych o skanowanie

genomu przy pomocy markerow Region migdzygenowy CFA12 A>G G GG +AG
mikrosatelitarrnych, wskazuje na | FGF4 CFA18 A>G A AR
ograniczong zbiezno$¢ w zakresie | PKCE CFA10 A>G G GG +AG

identyfikacji QTL, bowiem tylko
3 chromosomy (CFA10 i CFA20, CFA22) zostaty
wskazane w obu badaniach.

Dwie wysokoprzepustowe techniki analizy genomu
(GWAS 1 NGS) wykorzystano do poszukiwania regio-
now QTL. Pierwsze z tych badan, opartych o analizg
22 tys. markerow SNP, wskazato na SNP w chro-
mosomach: CFA1, CFAS, CFAS, CFA20, CFA25,
CFA32, a najsﬂmejszy efekt przypisano regionowi
w CFAS8 (17). Co ciekawe, region ten pokrywa si¢
zregionem wskazanym przy poszukiwaniu markeréw
CHD u owczarkéw niemieckich (18). Kolejny region,
zlokalizowany w chromosomie CFA 1, wykazat stabszy
zwiazek z CHD, jednakze jego pozycja pokrywa si¢
z wczesniejszymi wynikami, ktore takze dotyczyty
labradorow (22). W chromosomie CFA20 rowniez
potwierdzono obecno$¢ wcezesniej wskazanego regionu
zasocjowanego z CHD (25). Sposrod wielu gendw,
ktorych loci znajduja si¢ we wskazanych regionach,
wytypowano kilka genow kandydujacych (LAMA2,
LRR1, COL6A3, GDF15, COMP i CILP2). W chro-
mosomie 8, ktory wykazal obecno$¢ najsilniej zwig-
zanego polimorfizmu SNP, znajduje si¢ locus LRR1.

W 2015 r. wykonano GWAS przy uzyciu 170 000
markerow typu SNP oraz genotypowanie polimorfi-
zmow typu SNP zlokalizowanych w genach kandy-
dujacych i wyznaczonych wezesniej regionach QTL
(3). Opracowany model predykcyjny, majacy shuzy¢
do przewidywania CHD u psow rasy labrador retriever,
uwzglednia polimorfizmy typu SNP wystepujace w 7
genach kandydujacych lub ich poblizu (tab. 2). Gen
CHST3 koduje enzym zaangazowany w reakcje sul-
fatacji chondroityny, ktora jest waznym sktadnikiem
tkanki chrzestnej. U ludzi opisano mutacje CHST3
wywotujace wrodzone zaburzenia rozwoju uktadu
szkieletowego (12). Gen RAB7A koduje biatko beda-
ce cztonkiem rodziny biatek petligcych réznorodne
funkcje w organizmach zywych, w tym roéwniez
zaangazowanych w procesy zwigzane z aktywnoscia
komorek kosciogubnych (osteoklasty). Kolejne dwa
geny, CHSY1 i ADAMTS17, koduja, odpowiednio:
syntaze siarczanu chondroityny i biatko zawierajace
domeng dezintegryny, metaloproteinazy i1 dodatkowo
trombospondyn 17. Z kolei PKCE jest enzymem z gru-
py kinaz, ktoéry zaangazowany jest w roznorodne szlaki
sygnalizacyjne komoérek. Ostatni z uwzglednionych

w modelu gen FGF4 koduje czynnik wzrostu fibrobla-
stow 4, bioracy udziat w wielu biologicznych proce-
sach, takich jak: rozwdj zarodkowy, wzrost komorek,
morfogeneza, naprawa tkanek oraz wzrost komoérek
nowotworowych i ich inwazje. Polimorfizmy uwzgled-
nione w modelu zostaly przedstawione w tab. 2.

Glownym celem kolejnych badan byto znalezienie
konkretnych markeréw, ktére mozna byloby wyko-
rzysta¢ w diagnostyce genetycznej psow. W 2016 r.
przeprowadzono kolejne skanowanie genomu, usta-
lajac genotypy dla 180 000 markerow typu SNP
w p0w1a}zan1u z wystepowaniem zlozonych choréb
psow (11). W tym celu wykorzystano w badaniach
material pochodzacy od 4224 pséw nalezacych do
ponad 150 ras, jak rowniez 170 pséw nierasowych.
Jednag z analizowanych wad byta dysplazja stawu
biodrowego. Efektem tych badan bylo wytypowanie
nowego markera — polimorfizmu genu CTBP2, poto-
zonego w chromosomie CFA28. Kodowane przez ten
gen biatko jest zaangazowane w szlak sygnalizacyj-
ny Wnt, ktory ogrywa istotng role¢ w kontrolowaniu
przebudowy kosci. W badaniach asocjacyjnych do-
tyczacych CHD wykorzystano 921 pséw nalezacych
do 69 ras, a powyzej wspomniany marker miat silny
zwigzek z CHD jedynie labradoréw i golden retrieve-
roéw, a brak takiego zwigzku zauwazono u owczarkdéw
niemieckich. Znaczenie tego polimorfizmu zostato
potwierdzone w najnowszych badaniach, w ktorych
ponadto wskazano dodatkowo dwa inne markery zlo-
kalizowane w poblizu genow TRIM2 (CFA15) 1 DPP4
(CFA36) (13).

Wspoétczesna medycyna weterynaryjna w coraz
wigkszym stopniu wykorzystuje osiggnigcia gene-
tyki 1 genomiki zwierzat. Poszukiwanie markerow
DNA zwigzanych z predyspozycja do chorob i wad
dziedzicznych o ztozonym uwarunkowaniu przynio-
sta obiecujace efekty, polegajace na wskazaniu co
najmniej 10 potencjalnych markerow CHD, glownie
u psow rasy labrador retriever. Wsrdd nich na szcze-
g6lng uwage zastuguja te, ktorych znaczenie zweryfi-
kowano w niezaleznych badaniach. W przypadku la-
bradorow moga to by¢ markery typu SNP wystepujace
w obregbie genow CTBP2, LAMA2 i LRRI1, a takze
marker insercyjno-delecyjny (indel) w genie FBN2,
ktéry wykazuje zwiazek z CHD takze innych ras.
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