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Sammanfattning

Hunden (Canis lupus familiaris) ar ett av de populdraste sallskapsdjuren idag. Efter
domesticeringen har det genom avel uppstatt hundratals hundraser med stor variation
i storlek, pélsfarg och palstyp. Alla hundar har dock inte pals, genom avel har det
aven uppstatt harlosa hundar. 1 Syd- och Centralamerika antas harlésa hundar funnits
redan for 3 000 ar sedan. Fenotypen hos harlosa hundar kallas fér Canine ectodermal
dysplasia och kannetecknas av sparsam eller avsaknad beharing och drabbade tander.
De harlosa individer av hundraserna Chinese crested dog, Xoloitzcuintle och Perro
sin Pelo del PerG har alla samma heterozygota mutation i transkriptionsfaktorn
FOXI3. FOXI3 reglerar utvecklingen av ektodermala organ sa som har, tander,
exokrina kortlar samt utvecklingen av huvudet. FOXI3 tros ligga nedstréms en viktig
signaleringsvag, Ectodysplasin (Eda) som ar viktig for bildandet av plakoden, det
forsta steget i utvecklingen av ektodermala organ. Minskad kroppsbehéring och pa-
verkade tander misstanks delvis bero pa det minskade uttrycket av FOXI3 hos de
hérlésa individerna. Den harlgsa fenotypen hos harlosa hundar ar intressant och har-
I6sa hundar ar efterfragade. Fokus i denna litteraturstudie ar darfor harlésa hundraser
och genetiken som orsakar deras fenotyp.

Nyckelord: FOXI3, hund, harlésa hundraser, canine ectodermal dysplasia, forkhead
box



Abstract

The dog (Canis lupus familiaris) is one of the most popular pets today. After the
domestication of dogs, several hundred breeds have been formed with significant dif-
ferences in size, coat color and coat type. However, all breeds do not have a coat.
Hairless dogs have also formed through breeding. These dogs are believed to have
originated 3 000 years ago in Central and South America. The phenotype of hairless
dogs is known as canine ectodermal dysplasia and is characterized by absent or spare
hair coat and affected teeth. The hairless individuals of Chinese crested dog, Xo-
loitzcuintle and Perro sin Pelo del Pert all share the same heterozygous mutation in
the gene encoding for the transcription factor FOXI13. FOXI3 is regulator of develop-
ment of ectodermal organs such as hair, teeth and exocrine glands and in craniofacial
development. FOXI3 is located downstream of Ectodysplasin (Eda), which is an im-
portant signaling pathway for placode formation, which is the first step in the devel-
opment of ectodermal organs. Sparse or absent hair and the affected teeth in the het-
erozygous individuals may in part be caused by the reduced expression of FOXI3.
The hairless phenotype is indeed interesting and hairless dogs are in demand. The
aim of this literature study is therefore hairless dog breeds and the genetics behind
the hairless phenotype.

Key words: FOXI3, dog, hairless dog, canine ectodermal dysplasia, forkhead box
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Introduktion

Hunden (Canis lupus familiaris) ar idag ett av de populéraste sallskapsdjuren och
i Sverige finns idag over 850 000 hundar enligt statistik fran Jordbruksverket
(Jordbruksverket, 2017).

Det finns manga teorier om var och nar hunden domesticerades. | en studie av
Wang et.al (2015) foreslas att hunden domesticerades i syddstra Asien for cirka
33 000 ar sedan fran gravargen (Canis Lupus). Darefter, for cirka 15 000 ar sedan
utvandrade en undergrupp av dessa hundar till Mellandstern, Afrika och Europa.
En del hundar tros ha vandrat tillbaka till Kina och sedan vidare med ménniskan
till den nya varlden, Amerika (Wang et al., 2016)

Domesticering foljt av artificiell selektion fran méanniskans sida har gett upp-
hov till en stor variation av hundraser. Idag finns det cirka 400 raser runt om i
varlden med stora skillnader i utseende sa som storlek, farg och palstyp (Wells,
2009).

Vissa raser har avlats fram utan pals och harlésa hundar antas ha uppstatt for
over 3000 ar sedan i Sydamerika. Tre av dessa harlésa hundraser, Chinese
crested dog (CCD), Xoloitzcuintle (Xolo) och Perro sin Pelo del Perl (PSPP) ar
harlgsa till foljd av samma mutation i transkriptionsfaktorn FOXI3 (Drogemdiller
et al., 2008). En av dessa hundraser, CCD, har 6kat i popularitet och ar 2014 var
rasen placerad som hundras nummer 14 pa listan 6ver antal registreringar hos
Svenska kennelklubben (Svenska kennelklubben, 2014a)

Syftet med denna litteraturstudie &r att ge en forstaelse for FOXI3 samt vad
mutation i denna transkriptionsfaktor ger for effekter hos hund.



1 Gener som styr pals hos hund

Palsens utseende och langd &r en av de karakteristiska egenskaperna hos vara
hundraser. Genom att undersdka hundens genom fann Cadieu et.al (2009) att mu-
tation i enbart tre gener ger upphov till en stor del av de palstyper som férekom-
mer hos renrasiga hundar i USA. Dessa gener var RSPO2, FGF5 och KRT71.
RSPO2 kontrollerar tillvaxtmonster och textur, mutation i genen paverkar pals-
tillvaxten i bryn och mustasch, typiskt for manga stravhariga raser sa som
schnauzer. FGF5 kontrollerar palslangd, dubbel uppsattning av mutationen i
FGF5 ger en langharig palstyp och KRT71 kontrollerar lockighet (Cadieu et al.,
2009).

Kombinationer av dessa tre mutationer ger upphov till sju olika pélstyper,
langharig, kortharig, lockig, stravharig, langharig med bryn och mustasch, lockig
och stravharig samt lockig med bryn och mustasch. Studien visade att 95 % av
de medverkande hundarna, motsvarande 108 raser hade dessa 3 mutationer i olika
kombinationer. Exempelvis sa ger kombination av RSPO2 och FGF5 en lang pals
med bryn och mustasch som aterfinns hos exempelvis hundrasen Old English
Sheepdog. For att bli lockig kravs dock en viss langd pa palsen, en kortharig hund
kan €] vara lockig. Korthariga hundar saknar mutation i ovanstaende gener (Ca-
dieu et al., 2009).

1.1 Harlosa hundraser

Flera harl6sa raser har uppstatt genom avel. Den harlésa fenotypen styrs av andra
gener an de som ar beskrivna i Cadieu et al. (2009). Den harlosa fenotypen &r en
intressant fenotyp och harlosa hundraser ar efterfragade. De mest kanda harlésa
raserna &r CCD, Xolo och PSPP dér de tre rasernas fenotyp ar orsakad av samma
mutation i FOXI3 (Drogemiiller et al., 2008).



1.1.1 Xoloitzcuintle

-

Figur 1. Vénster: Xoloitzcuintle Standard, Hairless (Foto: Anna Lydin). Hoger: Xoloitzcuintle
Standard, Pélsad (Foto: Anna Lydin)

Xolo &r en gammal ras och tros ha funnits i Syd- och Centralamerika under tu-
sentals ar. Statyetter daterade till cirka 3 000 ar fore Kristus forestallande de har-
I6sa hundarna har hittats i Colimakulturen i Centralamerika. De harlésa hundarna
tros ha anvants i religidsa ritualer inom aztek-kulturen och hundarna troddes &ven
ha lékande krafter mot bland annat reumatism. Hundrasen ar idag Mexikos nat-
ionalras och finns i tre storlekar, standard, medium och miniatyr samt i harlos
och palsad variant (Svenska kennelklubben, 2014b).

1.1.2 Perro sin pelo del peru

Figur 2. Vénster: Perro sin pelo del peru Medio, hairless (Foto: Lena-Maria Blom) Hdger: Perro
sin pelo del peru Medio, pélsad (Foto: Anna Lydin)

I Sydamerika har bilder pa keramik forestéllande harlésa hundar daterats till 300
ar fore Kristus, nagot som tyder pa att PSPP ar en gammal ras. Den pélsade va-
rianten sags ha anvants som jakthund pa grund av sin vinthundsliknande och
snabba kropp. Enligt andra k&llor har denna typ av hundar anvénts som féda for
méanniskor. PSPP finns i tre storlekar, grande, medio och pequefio samt i harlos
och pélsad variant (Svenska kennelklubben, 2014c).



1.1.3 Chinese crested dog

Figur 3. Vénster: Chinese crested dog hairless (Foto: Amanda Nilsson) Higer: Chinese crested dog
powder puff (Foto: Jossie Forsling)

CCD skiljer sig nagot fran Xolo och PSPP da den harldsa varianten av denna ras
har lang beharing pa huvud, tassar och svans vilket kan bero pa inblandning av
genotypen for lang péls, nagot som da dven kan forklara den langa palsen hos
den palsade varianten powder puff (Robinson, 1985). Beharingen pa kroppen hos
CCD skiljer sig mellan individer och delas vanligen upp i olika beharingsgrader
(Wiener et al., 2013). Rasens ursprung &r an idag okant men det finns manga
teorier om hur den har uppstatt. CCD tros harstamma antingen fran Kina, fran
Syd- och Centralamerika eller fran Afrika. Mycket tyder dock pa att rasen hér-
stammar fran Centralamerika och delar haplotyp med bland annat Xolo (Parker
et al., 2017). Under 1800-talet fanns denna typ av harlésa hundar runt om i
Europa och &ven pa utstallningar i England men férsvann darefter, men under
borjan av 1900-talet blev rasen aterigen popular (Svenska Kennelklubben, 2014).

1.2 Mutation i FOXI3 orsakar harloshet

Héarlosa hundar av de tre raserna CCD, Xolo och PSPP delar samma mutation i
transkriptionsfaktorn Forkhead box 13 (FOXI3), nagot som tyder pa att de &r be-
slaktade men slaktskapet mellan raserna ar idag okant. | heterozygot uppsattning,
FOXI3 +/-, ger mutationen upphov till harldshet. Den harl6sa fenotypen klassifi-
ceras som Canine ectodermal dysplasia (CED) och kénnetecknas av sparsam el-
ler avsaknad av pals och paverkad tandstatus dar tanderna kan vara farre till an-
talet, malplacerade och framatriktade.

Den harlosa fenotypen, CED, uppvisar autosomal semidominant nedarvning
dar den i heterozygot form ger harlds fenotyp. Homozygot form av mutationen,
FOXI3 -/-, &r letal och dessa individer dor i fosterutvecklingen (Robinson, 1985).
Detta kommer behandlas mer i detalj i del 2.3.2.

Allatre raser har dven en pélsad variant som saknar mutation i FOXI3, FOXI3
+/+ (Wiener et al., 2013).



For den nakna genotypen anvénds ofta symbolen Hr medan den palsade sym-
boliseras med hr (Robinson, 1985).

Nedan i tabell 1 féljer ett korsningsschema éver parning mellan harlosa, pél-
sad och harlés samt mellan pélsade individer. Harlosa och palsade individer fods
alltsa i samma kull, bortsett fran parning mellan tva pélsade individer som ej
generar harlésa avkommor. Mer om FOXI3 behandlas i avsnitt 1.5.

Tabell 1. Parning mellan tva harlésa individer generar harlésa (grd) och palsade (svart) avkommor samt av-
kommor homozygota for FOXI3 (rod) vilket 4r letalt. Parning mellan harlés och palsad generar bade harlésa
(grd) och palsade avkommor (svart), inga avkommor homozygota for FOXI3 generas av denna kombination.
Parning mellan tva palsade individer ger enbart palsade avkommor (svart).

Harlds Hrhr Palsad hrhr
Il II
Harlos Hrhr 50 % hérlos Hrhr 50 % Harlés Hrhr

25 % pélsad hrhr
50 % Palsad hrhr

™
™

25 % letal HrHr
Palsad hrhr 50 % Harlés Hrhr 100 % Palsad hrhr
II "

™
] \H" 50 % Palsad hrhr

Harl6shet hos hund kan dven orsakas av andra mutationer. Harlosa hundrasen
American hairless terriers fenotyp orsakas av en mutation i SGK3 som uppvisar
autosomal recessiv nedarvning (Parker et al., 2016) men denna typ av harlshet
kommer dock inte behandlas i litteraturstudien.

1.3 Transkriptionsfaktorer

FOXI3 &r en transkriptionsfaktor. Transkriptionsfaktorer & DNA-bindande pro-
teiner som reglerar transkriptionen (genutrycket) av gener (Griffiths et al., 2015).
Transkriptionsfaktorer spelar en viktig roll i den embryonala utvecklingen. Skill-
nader i genuttryck i celler ger upphov till olika celltyper med olika funktioner
och utseende (Gilbert & Baressi, 2016).

Transkriptionsfaktorer delas in i tva klasser, generella transkriptionsfaktorer
(GTF) och specifika transkriptionsfaktorer (Benayoun et al., 2011).
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GTF kravs for att paborja transkription (Griffiths et al., 2015). GTF innehaller
TATA-bindande protein (TBP) som kanner igen och binder till TATA-box, en
specifik sekvens i promotorn som vanligtvis ar placerad 25 nukleotider fran tran-
skriptionens initieringsstalle. Detta gor det sedan mojligt for andra GTF att binda
in i en given ordning och attraherar enzymet RNA-polymeras 1l for att starta
transkription (Griffiths et al., 2015).

De specifika transkriptionsfaktorerna, dven kallade regulatoriska transkript-
ionsfaktorer binder till specifika kontrollelement i promotor eller enhancer (Grif-
fiths et al., 2015). Specifika transkriptionsfaktorer har utéver sin DNA-bindande
doman aven ett omrade som kan verka som aktivator eller repressor (Latchman,
1997). Transkriptionsfaktorer kan verka pa DNA pa olika satt. De kan attrahera
proteiner som paverkar pa kromatinstrukturen pa DNA (Alberts et al., 2010) eller
sjalva verka direkt pa kromatin, som sa kallade pionjartranskriptionsfaktorer
(Gilbert & Baressi, 2016).

TRANSCRIPTION

LN
ENHANCER PROMOTOR POLY-A
- 1
*  sum 3 UTR

Figur 4. Schematisk bild av en eukaryot gen. Enhancer med kontrollelement (KE) (orange), pro-
motor (grén) med kontrollelement (KE) och TATA-box belaget cirka 25 baser fran initieringsstéllet
(markerat i rott). Exon (ljusbld) foljt av intron (morkbla) Poly A (lila) tillater att mRNA translateras
till protein. UTR = Untranslated region.Transkriptionen avslutas (réd) Figur sammanfattad fran
Gilbert & Baressi (2016).

1.4 Forkhead box familjen

Forkhead box transkriptionsfaktorer (Fox) utgér en viktig roll i diverse regulato-
riska natverk i den embryonala utvecklingen, signalering, metabolism och spra-
ket. Mutation eller felaktig reglering av Fox kan leda till genetiska sjukdomar
och cancer (Cirillo & Barton, 2008). Det finns i dagslaget 6ver 2 000 kanda med-
lemmar av Fox familjen och den aterfinns i 108 olika arter av svampar och djur
(Benayoun et al., 2011). Fox delas in i 19 olika klasser, fran A till S (Hannenhalli
& Kaestner, 2009).

Fox innehaller en konserverad del bestaende av en cirka 100 aminosyror lang
winged-helix domén som definierar denna familj transkriptionsfaktorer. Andra
delar av foxproteinet som fungerar som aktivator eller repressor av transkription
har stor diversitet. FOX-familjen &r en subgrupp som viker sig till en variant av
helix-turn-helix struktur (Kaestner et al., 2000).
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2 FOXI3

Mutationen i FOXI3 som orsakar den harlgsa fenotypen, sa kallad CED hos ra-
serna CCD, Xolo och PSPP kartlades i en studie av Drogemdiller et al. (2008) da
en ”’Genome Wide Association Study” (GWAS) genomférdes. | studien upptéck-
tes en single-nucleotide polymorphism” (SNP) pa kromosom 17 hos hund som
kunde kopplas till den harlgsa fenotypen. Testning av haplotyp associering vi-
sade att en 8-SNP, 160 kb haplotyp éverensstimde med fenotypen. | denna reg-
ion i hundens genom &r tva gener predikterade. En av dessa gener visade homo-
logi till forkhead box familjen. Genen hade liknelser med Foxi3 hos mus och
namnet FOXI3 foreslogs darfor for hund.

En sekvensanalys (se tabell 2) av FOXI3 visade en 7 baspar lang duplikation
i exon 1 i FOXI3 som bidrar till en frameshift mutation som ledde till ett prema-
turt stopkodon som foljd (Drogemdiller et al., 2008).

Tabell 2. FOXI13 sekvenser: Ovre sekvens visar pélsad variant, nedre visar hérlos variant. Den 7-
baspar langa sekvensen ar markerad. Duplikationen hos de harlgsa individerna illustreras med tva
markeringar i sekvensen. Figur sammanfattad fran Drogemdiller et al. (2008).

Palsad + CTG CCC CCG CCC GCC GCC GCC GCC GCC

+ CTG CCC CCG CCC GCC GCC GCC Gee Gee
Harlos + CTG CCC CCG CCC GCC GCC Gee Gee cee

- CTG CCC CCG CCC GCC GCLCrecaeeageceae

Hos samtliga 140 harlésa hundar av raserna CCD, Xolo och PSPP som medver-
kade i studien var duplikationen nérvarande. Hos de pélsade varianterna av de tre
raserna samt palsade hundar av andra raser var duplikationen franvarande
(Drogemdller et al., 2008).

Studien kom fram till att den mest rimliga orsaken till CED fenotypen &r haploin-
sufficiens av FOXI13, det vill s&ga att endast en fungerande kopia av FOXI3 inte
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ar tillrackligt for normal funktion och fenotyp. Det ar oklart om protein fran mu-
terade FOXI3 ar funktionellt da mer &n 95 % av det normala FOXI3 proteinet
saknas (Drogemuller et al., 2008).

2.1 Foxi3 iden embryonala utvecklingen

Genom att studera framst moss har det upptéackts att Foxi3 medverkar i flera pro-
cesser i den embryonala utvecklingen, vilket ar typiskt for transkriptionsfaktorer.
Foxi3 ar bland annat medverkande i flera steg i huvudets utveckling (Ohyama &
Groves, 2004) och uttrycks i ektodermala organ sa som har, tander och kértlar
(Shirokova et al., 2013).

2.1.1 Ektodermala organ

Ektodermala organ sa som har, tander, fjadrar, fjall och exokrina kortlar bildas
genom interaktion mellan de tva vavnaderna epitel och mesenkym (se figur 5).
Mesenkym &r ett omoget vavnadslager som bildads fran mesodermet och utveck-
las till bland annat bindvav. Trots de stora skillnaderna mellan fullt utvecklade
ektodermala organ sker deras utveckling pa i stort séitt samma vis (sammanfatt-
ning av Biggs & Mikkola, 2014).

PLACODE MORPHOGENESIS

Early signaling

_center
TOOTH N/_J
N Enamel knot
/lNIpple sheath
MAMMARY v
GLAND
Fat pad
precursor

Figur 5. Ektodermala organ sdsom har, tander och juver bildas fran de tva vavnaderna
epitelet (rosa) och mesenkymet (ljusblatt) samt kondenserat mesenkym (maérkblatt). Plako-
den, en fortjockning av epitelet bildas och knoppar sedan in i mesenkymet. Genom morfo-
genes och utveckling bildas sedan det utvecklade organet. Bild fran Biggs & Mikkola
(2014)
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Interaktionen mellan de tva vavnaderna ar en av de viktigaste mekanismer inom
morfogenesen i specifika organ och ger upphov till plakoder. Plakoden &r en for-
tjockning av epitelet som uttrycker viktiga signaleringsmolekyler. Efter bildandet
av plakoden sker nasta steg dar epitelet vaxer in i mesenkymet, sa kallat knopp-
stadie. Fortsatt interaktion mellan knoppen och mesenkymet sker och skillnader
mellan de olika ektodermala organen borjar bli tydliga (sammanfattning av Biggs
& Mikkola, 2014).

| tandutvecklingen bildas plakoder i dentala lamina, en u-formad fortjockning
av epitelet i 6ver och underkéke dar varje plakod senare ger upphov till en enskild
tand. Det dentala epitelet genomgar efter knoppstadiet hattstadie och klockstadie
innan bildandet av hard vavnad paborjas. Sent i tandens knoppstadie borjar celler
i toppen av knoppen att bilda emaljknuten, ett signaleringscenter som styr ut-
vecklingen av omgivande celler. Emaljknuten signalerar till det omkringliggande
epitelet, s kallat cervical loops som senare utvecklas till tandrotter att vaxa annu
langre nedat i mesenkymet (sammanfattning av Biggs & Mikkola, 2014).

Harfollikeln véxer nedat och runt det kondenserade mesenkymet och utveckl-
ingen fortskrider sedan i olika stadier innan den nar sin slutgiltiga form (sam-
manfattning av Biggs & Mikkola, 2014).

Juverepitelet vaxer genom kondenserade mesenkymet och ned i den utveck-
lande fettvdvnaden déar epitelet sedan forgrenas (sammanfattning av Biggs &
Mikkola, 2014).

2.1.2 Signalmolekyler i bildandet av ektodermala organ

| bildandet av ektodermala organ r ett antal signaleringsvégar inblandade. Inter-
aktionen mellan epitelet och mesenkymet verkar styras med hjalp av samma
signalmolekyler dar de mest studerade ar Ectodysplasin (Eda), Activin,
Fibroblast growth factors (Fgf), Bone morphogenesis proteins (Bmp), transfor-
ming growth factor B, Wnt och Hedgehog (sammanfattat av Ahtiainen et al.,
2014; Biggs & Mikkola, 2014). Dessa signalerings molekyler uttrycks i en spe-
cifik kombination for bildning av de olika plakodtyperna (Ahtiainen et al., 2014).
Mutation i flera av dessa gener leder till defekter i flertalet ektodermala organ.

Eda &r nddvéndig for normal utveckling av ektodermala organ. Mutation i
Eda, dess receptor Edar eller andra molekyler i signaleringsvagen ger upphov till
ektodermal dysplasi med sparsam beharing och anormala tander (sammanfattat
av Mikkola & Thesleff, 2003).
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2.1.3 Foxi3 ligger nedstroms Eda

En studie av Shirokova et al. (2013) visar att det finns koppling mellan Eda och
Foxi3 samt &ven en koppling mellan activin och Foxi3 (Shirokova et al., 2013).
Activin ar en annan viktig signaleringsmoleky! i utvecklingen av har och tander
(McDowall et al., 2008).

Foxi3 antas ligga nedstroms Eda i signaleringsvdag och mycket tyder pa att
Foxi3 ar ett transkriptionellt mal till Eda i utvecklingen av ektodermala organ.

En klar korrelation finns mellan Eda signalering och uttryck av Foxi3 in vivo
i har-, tand- och juverplakoder. Activin a och Eda tros verka parallellt for att
reglera uttrycket av Foxi3 (Shirokova et al., 2013).

2.1.4 CED visar likheter med XLHED

Den harlésa fenotypen, CED, hos CCD, Xolo och PSPP tverensstammer till stora
delar med X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasias (XLHED) som drabbar
manniskor, hundar och andra ryggradsdjur. XLHED orsakas av mutation i Eda:s
signaleringsvag och ar den vanligaste formen av Eda mutation. Da denna typ av
ectodermal dysplasi ar koppad till X-kromosomen drabbar XLHED framst méan
och hanhundar. Tanderna hos individer med XLHED &r férre till antalet, &r ofta
koniska och mer framatriktade och mjolktander kan sitta kvar. Antalet har-
folliklar &r kraftigt reducerade och haret samt huden ar ofta torr. Ogonen &r ofta
torra da exokrina kortlar i 6gat drabbas (sammanfattat av Moura & Cirio, 2004).
XLHED drabbade individer kan inte svettas och dven exokrina kortlar i and-
ningsvagar ar drabbade, ndgot som kan leda till infektioner (Casal et al., 2007).

2.2 Utvecklingen av harfolliklar

Harfollikeln utvecklas som beskrivet i figur 5, dér bildandet borjar med en plakod
som sedan forknoppas och morfogenes som senare ger upphov till den utvecklade
harfollikeln. Den utvecklade harfollikeln kan delas upp i tva delar, dér den nedre
bestar av en cyklisk del. Nedre delen genomgar harcykeln som pagar under hela
livstiden, med stadierna anagen, catagen och telogen, dar varje cykel generar ett
nytt harstra (Schneider et al., 2009). Harcykeln ar beroende av harfollikel-stam-
celler (Morris et al., 2004) som regleras av stamcells markorer dar transkriptions-
faktorerna Lhx2 och Sox9 &r nagra exempel (Rompolas & Greco, 2014).
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2.2.1 Foxi3:s roll i harfollikelutvecklingen

Studier pa moss visar att Foxi3 reglerar flera aspekter i harfollikelns utveckling
och uttrycks i epitelet i alla harfollikeltyper fran och med bildandet av plakoden
(Shirokova et al., 2013). | en studie av Shirokova et al. (2013) identifierades
Foxi3 i alla stadier i harfollikelns morfogenes men i mer utvecklade harfolliklar
var Foxi3 ej detekterbar (Shirokova et al., 2013).

Avsaknad av Foxi3 paverkar flera aspekter i harfollikelns utveckling och for-
nyelse sd som harfollikelns nedvaxt, specifikation av stamceller, underhall av
harfollikeln, borjan av catagen samt aktivering och underhall av stamceller.

I moss helt utan Foxi3 (Foxi3 KO) nedregleras flertalet stamcellsmarkdrer
vilket forsamrar harcykeln och harvéxten efter fodseln (Shirokova et al., 2016).

Moss med conditional Knock Out av Foxi3 (Foxi3 cKO) ger en sparsam beha-
ring, dock i en mildare form &n den hos de harlésa hundarna (Shirokova, 2016).
Da Foxi3 i homozygot form ar letalt kan Foxi3 cKO mdss anvéandas, pa detta sétt
kan det styras i vilka celltyper som Foxi3 inaktiveras i.

| en studie av Wiener et.al (2013) undersoktes harfolliklar och vavnader ge-
nom biopsier fran CCD. Studien fann att de harlésa individerna av rasen endast
hade enkla primara harfolliklar. Den péalsade varianten, powder puff, har har-
folliklar som liknar andra hundrasers. Beharingen hos CCD skiljer sig at fran
valdigt harlos, sa kallad true hairless till semipalsad med mer beharing och sedan
powder puff med fullt normal beharing.

Densiteten av harfolliklar var som lagst hos true hairless med minst beharing.
Talgkortlar och svettkortlar var narvarande i alla biopsier fran samtliga grupper
(Wiener et al., 2013).

Andelen anormala harfolliklar varierade mellan individerna av true hairless
och semi-pélsade dar majoriteten av dessa harfolliklar saknade harstra. Fore-
komsten av anormala harfolliklar hos de tva harlosa grupperna foreslar fel i ut-
vecklingen under en specifik tidpunkt under harfollikelns morfogenes (Wiener et
al., 2013).

I studien kunde det inte uteslutas att mutationen i FOXI3 hos de harlésa indi-
viderna orsakar nedreglering av en eller flera signalmolekyler som &r viktiga for
harfollikelns utveckling (Wiener et al., 2013).

2.3 Tandutveckling

Bildandet av tdnder sker i dentala lamina i dver- och underkéke dar plakoden
bildas och sedan férknoppas. Darefter sker tandutvecklingen i olika stadier,
hattstadiet och klockstadiet och efter differentiering bildas till slut tanden med
dess harda vavnader (Jussila & Thesleff, 2012).
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Flertalet daggdjur har tva uppsattningar av tander dar de forsta tanderna, sa
kallade mjolktander ersétts av permanenta tander (Jussila & Thesleff, 2012).
Detta regleras i stort genom samma signaleringsvagar som tidigare beskrivits
(Jussila, 2014).

Hunden har normalt 42 permanenta tander bestdende av framtander (in-
siciver), horntander (canin) framre kindtander (premolarer) och kindtander (mo-
larer). Antalet tander skiljer sig at i 6ver- och underkake. Overkéaken bestar av
sex incisiver, tva canintander, 8 premolarer och 2 molarer. Underkéken bestar av
samma antal incisiver, canintdnder och premolarer men har tre stycken molarer
(Evans & Lahunta, 2013).

2.3.1 Foxi3 i tandens utveckling

| studier pd moss av Shirkova et al (2013) har det visats att Foxi3 ar uttryckt i
dentala lamina i 6ver- och underkdken under morfogenesen av tander. Musens
tander bestar av en incisiv och tre molarer i varje kvadrant av kaken, dessa olika
tander atskiljs med ett tandlést omrade som kallas diastema. Foxi3 var uttryckt i
epitelet i incisiv- och molarplakoder men nedreglerat i diastema.

I molarer dr Foxi3 uttryckt under merparten av tandens morfogenes och ar ut-
tryckt i manga celltyper forutom de celler som senare formar tandens emalj. Detta
tyder pa att Foxi3 har en viktig roll i pabdrjandet av tandens utveckling samt dess
morfogenes (Shirokova et al., 2013). Det & mojligt att Foxi3 reglerar genut-
trycket pa flera olika satt i tandens morfogenes (Jussila, 2014)

Genom att studera Foxi3 cKO mdss upptacktes att dessa moss hade samman-
slagna molarer med onormalt formad tandkrona, nagot som tyder pa att Foxi3
reglerar morfogenesen mellan knopp- och hattstadiet (Jussila et al., 2015).

| studier pa iller var Foxi3 utdver molarepitelet dven uttryckt i omradet som
binder samman de framtida tanderna sa kallat interdentala lamina (saknas hos
mus) samt i omradet dar de permanenta tanderna bildas, vilket kallas successional
dental lamina pa engelska. Detta tyder pa att Foxi3 spelar en roll &ven under
tandbyte da mjolktander ersétts av priméara tander (Jussila, 2014). | studien av
Jussila (2014) observerades att det interdentala lamina och premolarer véxte si-
multant.

Under tandutvecklingen hos mus ar Foxi3 uttryckt under en period da Edar,
Ectodysplasins receptor inte &r detekterbar, Foxi3 &r dven uttryckt i andra reg-
ioner i tanden an Edar, nagot som tyder pa att Foxi3 regleras av andra regulatorer
utdver Eda under primdra tandutvecklingen (Shirokova et al., 2013) men dven
under utvecklingen av permanenta tander hos iller (Jussila, 2014). Mdéjliga sad-
ana regulatorer &r activin, (Jussila et al., 2014) Shh och Bmp4 (Jussila, 2014).
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Mutationen i FOXI3 hos de harlésa individerna av CCD, Xolo och PSPP pa-
verkar tanderna och det ar inte ovanligt att dessa saknar tander. Bade incisiver,
premolarer och molarer drabbas och i extrema fall kan uppemot 50 % av tanderna
saknas. Tanderna kan dven vara felplacerade (Wiener et al., 2013) och de dvre
canintanderna ar ofta mer raka och framatriktade (Robinson, 1985). Det &r inte
heller ovanligt att mjolktander aldrig ersatts av permanenta tdnder. Den palsade
varianten har ofta normal dentition (Wiener et al., 2013).

2.4 Foxi3 i andra ektodermala organ

Foxi3 uttrycks i andra ektodermala organ an harfolliklar och tander som ar tydligt
paverkade hos de harlésa individerna.

Genom att studera moss upptécktes att i ett tidigt skede i den embryonala ut-
vecklingen ar Foxi3 uttryckt i juverplakoden samt i spott och svettkortlar och kan
eventuellt medverka i utvecklingen av trampdynor och naglar (Shirokova et al.,
2013).

UtOver uttrycket i mjolk-, spott- och svettkortlar var Foxi3 uttryckt under den
senare delen av Ogats utveckling, i det inre lagret av den optiska bagaren som
senare i utvecklingen blir det neurala lagret i retina. Neurala retina innehaller
bland annat fotoreceptorerna stavar och tappar. Det foreslas darfor att Foxi3 har
en roll i neurala retina (Shirokova et al., 2013).

Tidigt i utvecklingen &r Foxi3 uttryckt runt analéppningen (Shirokova et al.,
2013) och det férekommer, om an valdigt ovanligt att valpar féds utan analdpp-
ning.

| post-mortem biopsier utforda pa tva CCD fann man inga makroskopiska el-
ler histopatologiska forandringar pa exokrina kortlar fran trachea, bronker och
bronkioler, det aterfanns inte heller nagra forandringar i juvren. Svettkértlar var
narvarande i biopsier tagna fran CCD, i majoritet var de mindre till storleken men
foreslas vara funktionella kortlar (Wiener et al., 2013).

Varfor det enbart ar harfolliklar och tander som paverkas av mutationen i
FOXI3 hos de harlosa individerna ar okant.

2.5 Huvudets utveckling

Huvudets vavnader bildas i embryot fran de tre groddlagren endoderm, ektoderm
och mesoderm samt neurallisten. Endodermet ger upphov till svalgets epitel och
kortlar, ektodermet generar ansiktets och halsens epidermis samt komponenter
till sinnesorganen. Signalering sker fran ektoderm och endoderm till det mellan-
liggande mesenkymet som bestar av mesoderm och neurallist. Mesodermet ger
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upphov till huvudets och nackens muskler och tacker blodkérlens insida (Szabo-
Rogers et al., 2010).

Neurallisten uppstar fran neuralréret som senare utvecklas till centrala nerv-
systemet (hjarna och ryggmarg). Neurallistceller migrerar sedan ut i kroppen dér
de generar en stor diversitet av vavnader. | huvudet producerar neurallistceller
ben, brosk samt bindvav. Neurallistceller gar in i galbagarna och bildar dar benen
i Over- och underkéke, benen i mellandrat, odontoblaster som tillverkar tandens
dentin samt celler i tymus (Gilbert & Baressi, 2016).

2.5.1 Galbagar

Galbagarna bestar av fem utbuktningar i den framtida ansiktes och hals-regionen
och bagarna utvecklas senare till delar av ansiktet, hals och svalg vilket redogors
for i tabell 5 nedan. Galbagarna bestar av ektoderm pa utsidan, endoderm pa in-
sidan och neurallist omgardat av mesodermet i mitten. Dar bagarna mots bildas
en klyfta pa utsidan i ektodermet och en ficka pa insidan i endodermet (Graham,
2003).

Tabell 3. Visar de olika delarna av huvud och hals som galbagarna ger upphov till. Bage fem ut-
vecklas endast hos groddjur (Grevellec & Tucker, 2010). Tabell sammanfattad fran Gilbert & Ba-
ressi (2016).

Ger upphov till Klyfta (ektoderm) ger  Ficka (endoderm) ger
upphov till upphov till
Forsta gélbagen, Kékarna och dess Ytterora Mellanéra
mandibularbage muskler, érats ben
hammaren och stadet,
tinningsben
Andra galbagen, hyo- Delar av tungben, tin-  Inget derivat Tonsiller
idbage ningsben, orats ben

stigbygeln, muskler
och nerver i ansikte

och nacke
Tredje och fjarde gé&l- Delar av tungbenet, Inget derivat Biskoldkortlar, tymus
bagen delar av svalget och ulitmobrankiala

organet

Femte galbagen - - -

2.5.2 Foxi3:s roll i galbagarnas utveckling

Innan bagarna bildas ar Foxi3 uttryckt i regionen i bade endoderm och ektoderm.
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Da den forsta gédlbagen blir synligt nedregleras uttrycket av Foxi3 i bagens ekto-
derm, uttrycket delas sedan till framre och bakre delen av bagen (Edlund et al.,
2014). Uttrycket av Foxi3 sprider sig sedan till omradet mellan de tva forsta ba-
garna i framre delen av bage ett samt i bakre delen av bage tva och dar fortsétter
Foxi3 vara uttryckt. Nér de bakre bagarna utvecklas delar sig uttrycket av Foxi3
till endodermet i galfickorna och galklyftornas ektoderm, uttrycket i de bakre
bagarna blir da starkare medan det i framre bagarna blir svagare (Edlund et al.,
2014).

2.5.3 Valpar homozygota for mutation i FOXI3 dor i utvecklingen

Parning mellan tva harl6sa individer generar embryon som ar homozygota for
mutationen i Foxi3, Foxi3 -/-, som ar letalt (Robinson, 1985). Forskning gjorda
pa mutanta Foxi3 mdss har visat att hos dessa individer migrerar neurallistceller
normalt men genomgar apoptos da de fyller galbagarna vilket bidrar till att gal-
bagarna ej kan utvecklas till skelettdelar. Bildningen av distinkt individuella gal-
bagar misslyckas hos mutatanter och galfickorna &ar ej narvarande. Muterade
Foxi3 moss ar icke livsdugliga och dessa embryon dor fran embryo dag 9,5 och
framat (draktighet for mus 19 — 21 dagar). Vissa individer éverlever till fodsel
men dor omgaende dar efter. Dessa individer uppvisar stora defekter sasom att
de saknar majoriteten av kékarna, delar av mellandrat, total avsaknad av innerérat
samt kontinuerligt ektodermlager dver nedre delen av ansiktet (Edlund et al.,
2014).

Dessa svara defekter tros orsakas av att neurallistcellerna genomgar apoptos
efter att de migrerat till galbagarna dar skelett och andra derivat av géalbagarna ej
bildas. Detta tros bero pa ett minskat uttryck av signaleringsmolekylen Fgf8 hos
Foxi3 mutanter (Edlund et al., 2014). Forskning pa Fgf8 har visat att embryon
som saknar Fgf8 har mindre galbagar och galklyftor, vilket tyder pa att Fgf8 ar
nodvandigt for neurallistens éverlevnad (Abu-Issa et al., 2002).

Hos hund dor troligtvis homozygota FOXI3 -/- valpar tidigt i embryonala ut-
vecklingen. | en enkatstudie utford pa CCD under 1980-talet jamfordes kullstor-
lek efter parning av harl6s och pélsad samt mellan tva harlosa. Studien visade
resultat att parning mellan harlés och palsad gav ett kullmedelvarde pa 4,77+0,30
jamfort med parning mellan tva harl6sa resulterade i ett kullmedelvarde pa
3,5240,21 (Robinson, 1985).

2.5.4 Kraniala plakoder

Kraniala plakoder ger upphov till de parvisa sinnesorganen i huvudet, exempelvis
linser, 6ron och luktorganet (olfaktory). De kraniala plakoderna utvecklas fran
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ett och samma omrade som kallas for pre-plakodala regionen som &r beroende av
signaler fran endoderm och mesoderm for att senare formge de kraniala plako-
derna (Streit, 2004), dar FGF &r en av de viktiga signaleringsmolekylerna. Kra-
niala plakoder tillsammans med neurallistceller utgor senare i utvecklingen det
sensoriska nervsystemet (Steventon et al., 2014). Delar av 6rat harstammar fran
den 6ronplakoden som invagineras och bildar en bagare, den sa kallade otocyten,
som senare blir olika delar av innerérat (Ohyama et al., 2007).

2.5.5 Defekta horselgadngar hos CCD, Xolo och PSPP

Hos fatalet heterozygota FOXI3 +/-, det vill sdga hundar med harlos fenotyp
har det forekommit stangda horselgangar och defekter i 6ronlappen, ofta ar éron-
lappen mindre i storlek. Stangda horselgangar ar valdigt ovanligt men forekom-
mer hos fatalet individer. Ofta drabbar detta bara ett 6ra och f6ljs ofta av dovhet
pa det drabbade Orat. Detta tyder pa att FOXI3 medverkar i morfogenesen av
Orats yttre strukturer (Tassano et al., 2015).

Det ar mojligt att FOXI3 verkar i flera steg i Orats utveckling. Foxi3 kan re-
glera gener som definierar pre-plakodala regionen och &r en av de tidigaste ut-
tryckta gener i denna region (Khatri et al., 2014). Studier av Khatri et al. (2014)
foreslar att Foxi3 ar nodvandig for att pre-plakodala regionen ska kunna uttrycka
markdrer for oronplakoden i respons till FGF-signalering. Det dar mojligt att
Foxi3 verkar som en pionjdarfaktor i transduktionen av FGF-signalering men detta
ar nagot som behdover studeras mer (Khatri et al., 2014).

Homozygota Foxi3 -/- moss saknar innerdra och uttrycker inga markorer for
dronplakoden (Birol et al., 2016).

Hos manniska finns ett fall beskrivet med defekta horselgangar som kan ha
koppling till mutation i FOXI3. Hos en flicka med congenital aural atresia, en
ovanlig defekt av orat tros deletion av FOXI3 vara orsaken enligt studier av Tas-
sano et al. (2015). Flickan saknar horselgang och har endast en liten del av 6ron-
musslan vilket liknar defekten hos harlosa hundar. Baserat pa liknelsen mellan
flickans fenotyp och defekta 6ron hos harlésa hundar kan FOXI3 vara en kandi-
dat for bakomliggande orsak till defekter i 6rat (Tassano et al., 2015).
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3 Diskussion

Det har upptackts att Foxi3 spelar en viktig roll i utvecklingen av ektodermala
organ sa som har, tander, exorkina kortlar (Shirokova et al., 2013) och &ven i
huvudets utveckling (Edlund et al., 2014) dar Foxi3 medverkar i flertalet signa-
leringsvagar. Heterozygot form av mutationen i FOXI3 ger upphov till den har-
l6sa fenotypen som &r karakteristisk for hundraserna CCD, Xolo och PSSP
(Drogemauller et al., 2008).

| en studie av Wiener et al. (2013) dar CCD studerats ar harfolliklar och tander
paverkade av mutationen i FOXI3 medan exokrina kortlar inte visar nagra mak-
roskopiska eller histopatologiska forandringar. En annan form av ektodermal
dysplasi, XHLED, orsakat av mutation i Eda generar defekt beharing, defekta
tdnder samt avsaknad av kortlar (sammanfattning av Moura & Cirio, 2004). Var-
for det skiljer sig i vilka ektodermala organ som drabbas i dessa typer av ekto-
dermal dysplasi &r annu inte kant.

Trots att mutationen i FOXI3 &r lika nérvarande hos de tre raserna
(Drogemdiller et al., 2008) uppvisar de skillnader i mangd kroppsbeharing. CCD
har har pa huvud, nedre delen av benen och pa svansen, pa 6vriga kroppen &r
beharingen varierande mellan individer (Wiener et al., 2013). Xolo och PSPP har
dverlag en harlos kropp men lite har kan forekomma pa panna, tar och svanstipp.
Den stora skillnaden i beharing mellan CCD och Xolo samt PSPP kan eventuellt
bero pa inblandning av genotypen som ger lang pals i CCD (Robinson, 1985).
Varfor beharingen mellan individer av CCD varierar sa mycket ar inte studerat
men kan bero pa faktorer som modifierar hur mycket fenotypen péverkas. Aven
i “normalallelen”, wild-type som &ven de harlsa har en kopia av kan det finnas
en variation som avgor hur mycket har en individ far. Liksom hos manniskan dar
harmangden kan skilja mellan individer. Da FOXI3 finns i mindre mangd hos de
harlosa individerna kan inte transkriptionsfaktorn binda till alla bindningsplatser
pa DNA:t vilket kan paverka genuttrycket.
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For att studera FOXI3:s roll i tandutvecklingen har mus och iller anvéants som
modelldjur. Musen har dock en annorlunda tanduppséattning samt att musen ej
byter tdnder, jamfort med hund. Hos mus var Foxi3 uttryckt i epitelet i utveck-
lande incisiver och molarer (Shirokova et al., 2013), hos iller var Foxi3 &ven
uttryckt i omradet som binder samman tander och i omradet dar de permanenta
tdnderna bildas (Jussila, 2014). Illern har en tanduppsattning som ar mer lik den
hos hund vilket gor den till ett battre modelldjur.

Da Foxi3 ar uttryck i omradet dér de permanenta tanderna bildas ar det mgjligt
att avsaknad av Foxi3 bidrar till att initieringen av permanenta tander stors. De
harlésa individerna kan sakna bade incisiver, premolarer och molarer (Wiener et
al., 2013). Min uppfattning dels som &gare till CCD men &ven genom att prata-
med uppfddare &r att premolarer saknas i hogre utstrackning an de andra tén-
derna. Om detta &r fallet och varfor premolarer i sa fall skulle paverkas mer av
avsaknad av Foxi3 &r inte studerat. Om premolarer ar kénsligare for minskat ut-
tryck av Foxi3 och om det kan vara kopplat till mindre uttryck i interdentala la-
mina som véxer simultant med premolarer hade varit intressant att utforska.

Mus ar det djur som framst anvants for att forska pa Foxi3. Foxi3 cKO maoss
uppvisar dock inte samma fenotyp som de harlésa hundarna gor. Foxi3 cKO
moss har mildare harloshet (Shirokova, 2016) och uppvisar sammanslagna mo-
larer (Jussila, 2014; Jussila et al., 2014). Att sammanslagna molarer skulle fore-
komma hos raserna CCD, Xolo och PSPP har inte gatt att finna nagot om.

Mus och hund uppvisar alltsa olika fenotyper i avsaknad av Foxi3, nagot som
kan tyda pa att de olika djurslagen har olika mutationer. Genom att istéllet studera
hund kan en battre forstaelse fas for hur FOXI3 verkar hos just det djurslaget.

FOXI3 i dubbel uppsattning ar letalt. Genom att studera mdss upptacktes att
total avsaknad av Foxi3 paverkar signaleringsmolekylen Fgf8 som ar viktig for
neurallistcellers 6verlevnad i galbagen. Dessa neurallistceller ger upphov till ske-
lett och bindvévnad i huvudet. Hos Foxi3 -/- individer dor neurallistcellerna vil-
ket ger svara defekter i skallen sa som ett mindre “ansikte”, avsaknad av under-
kake, defekt 6verkéke och avsaknad av innerdrat. Dessa musfoster ar ej livsdug-
liga och dor i livmodern omkring dag 9, efter cirka halva draktighetstiden. En del
Foxi3 -/- musembryon 6verlever till fodsel men dor strax darefter (Edlund et al.,
2014).

Parning mellan tva harlosa individer ger farre antal valpar (Robinson, 1985).
Statistiskt sett forvantas 25 % av valparna efter tva harlésa foraldrar att bli ho-
mozygota for FOXI3, det vill sdga FOXI3 -/- som &r letalt. Hos hund har jag dock
inte hittat nagra uppgifter om att det fotts nagra valpar som ar FOXI3 -/-. Det kan
vara sa att hos hund dor dessa valpar véldigt tidigt i livmodern och inte 6verlever
till fodsel.
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En enkatstudie utférdes av Robinson (1985) for att undersdka om det fanns
skillnader i kullstorlek nar tva harlésa respektive en harlos och en pélsad CCD
parades. Foraldrarnas fenotyp (harlos eller palsad) och antalet valpar registrera-
des och det visades att kombination mellan tva harlésa individer ger ett farre antal
valpar i genomsnitt. Skillnaden var i genomsnitt 1.24 + 0.34 valpar vid korsning
mellan harlos och pélsad jamtemot korsning mellan tva harlosa individer (Robin-
son, 1985). Dock kan det behdvas mer data for att faststélla att det verkligen finns
en skillnad i antal avkommor mellan de olika kombinationerna.

Vetskapen att parning mellan tva harlésa individer generar ett farre antal val-
par i genomsnitt kan vara av intresse for uppfodare. Dels ur ett ekonomiskt per-
spektiv men dven ur ett etiskt da man undviker att defekta embryon dor pa grund
av dubbel uppséttning av mutationen i FOXI3.

Mutation i FOXI3 har aven foreslagits som en bakomliggande orsak till odia-
gnostiserade abnormaliteter i exempelvis beharing, tander, 6ron och kakar. | en
studie av Tassano et al. (2015) studerades en flicka med stangd horselgang och
anormalt mellandra. Da flickans tillstand efterliknande fenotypen som kan fore-
komma hos de harlosa hundraserna kan detta vara kopplat till avsaknad av FOXI3
(Tassano et al., 2015). Det kan darfor vara till stor nytta att studera FOXI3 och
dess roll i embryonala utvecklingen ytterligare.

3.1 Slutsats och framtida forskning

FOXI3 reglerar signalmolekyler som ar viktiga for utvecklingen av ektodermala
organ: har, tander, exokrina kortlar samt galbagarna som senare utgor skelettde-
lar i ansiktet. Hos de harlésa varianterna av hundraserna CCD, Xolo och PSPP
orsakas fenotypen av haploinsufficiens av FOXI3 pa grund av duplikationen i
exon 1. 95 % av det normala FOXI3-proteinet saknas vilket paverkar utveckl-
ingen av harfolliklar och tander hos harlgsa individer.

For framtida forskning kan det vara av intresse att ytterligare studera
FOXI3:s roll i den embryonala utvecklingen, inte enbart for 6kad forstaelse kring
de harlosa hundarnas genetik utan aven ur ett humanmedicinskt perspektiv. Da
FOXI3 missténkts ligga bakom defekter i en flickas 6ra kan det vara av intresse
att undersoka om andra fall av nedsatt beharing, farre antal tander, anormala 6ron
eller defekter i kdke kan kopplas till mutation i FOXI3 hos ménniska.
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