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1 Johdanto

Tyo6 tehtiin kevaan 2024 aikana Hannes Lohen Koirien geenitutkimusryhmassa
Helsingin yliopistossa ja Folkhalsanin tutkimuskeskuksessa, osana Sara Mikko-
sen vaitoskirjatutkimusta. Koirien geenitutkimusryhman tavoitteena on tunnistaa
geenivirheita koirien erilaisiin perinndllisiin sairauksiin ja ominaisuuksiin, kehit-
téa geenitesteja jalostuksen apuvalineeksi ja soveltaa saatua tietoa vastaavien
ihmissairauksien geneettisen taustan selvittamiseen. Geeniléydot avaavat mah-
dollisuuksia ymmartaa tautimekanismeja ja luovat pohjaa diagnostiikan ja pa-
rempien hoitojen kehittdmiseen myos ihmisilla, silla ihmisten ja koirien sairau-
det, seka niiden geneettinen tausta ovat pitkalti samanlaisia. Toistaiseksi suuri
osa tutkimusryhman tunnistamista tautigeeneista on ollut samoja myds vastaa-

vissa ihmissairauksissa. [1].

Tutkimusryhma oli jo aiemmin tunnistanut etenevaé verkkokalvon rappeumasai-
rautta (PRA) aiheuttavan ETNK1-geenivariantin suomenlapinkoirilta ja NR2E3-
geenimuutoksen karjalankarhukoirilta. ETNK1-geenissa on noin 22 kb:n kokoi-
nen deleetio, NR2E3:ssa puolestaan kahden emaksen deleetio. Tyodn tarkoituk-
sena oli selvittdd, 16ytyisikd muun rotuisilta, PRA:ta sairastavilta koirilta kyseisia
geenivirheita. Taman lisaksi oli tarkoitus optimoida ETNK1-PCR:aa jatkotutki-

muksiin myo6s kantajafrekvenssin selvittamista varten.

Yksityiset koirien omistajat olivat vapaaehtoisesti luovuttaneet koiriensa veri-
naytteita tutkimusta varten.

2 Tyon taustaa

2.1 Periytymismallit

Sairauksien syntyyn vaikuttavat aina perintotekijat. Monigeenisissa sairauksissa
vain yhden geenin muutos aiheuttaa sairauden, kun taas polygeenisissa sai-

rauksissa useammat geenit sek& muun muassa elintavat vaikuttavat



sairastumisen riskiin. Ihmisilla suurin osa yleisesti esiintyvista sairauksista, ku-
ten sydan- ja verisuonitaudit, diabetes, mielenterveyshairitt ja allergiset sairau-
det, johtuu monien tekijoiden yhteisvaikutuksesta. Kyseessa on monitekijainen
periytyminen, jossa sairastumiseen vaikuttavat perimén liséksi elinolosuhteet,
rasitukset ja elamantavat. Usein taudin periytymistapa voidaan paatella suku-
puusta, silla jokaisella periytymistavalla on tunnuspiirteensa. Sukupuuta tarkas-
telemalla voidaan myds arvioida, onko muuttunut perintotekija sukukromo-

someissa (X ja Y) vai jossakin muussa kromosomissa eli autosomissa. [2.]

Resessiivisessa eli peittyvassa periytymisessa sairaus ilmenee, kun variantti on
peritty kummaltakin vanhemmalta. Nain voi kayda, kun kumpikin terveista van-

hemmista on saman geenivariantin kantaja. [3.]

Dominoivassa eli vallitsevassa periytymisessa jo yksi geenivariantti riittaa ai-
heuttamaan sairauden, vaikka vastingeeni olisi normaali. Vallitsevasti periytyvéat
sairaudet esiintyvét yleensa perakkaisissa sukupolvissa, mutta oireiden alka-
misik& ja vaikeusaste voivat vaihdella saman suvun henkil6illa. Monet vasta ai-
kuisena esiin tulevat perinnoélliset sairaudet ovat vallitsevasti periytytyvia. Jois-
sain tapauksissa vallitsevasti periytyviin geeneihin on syntynyt uusi variaatio (de
novo) siihen muna- tai siittiosoluun, josta sairastunut henkilé6 on saanut alkunsa.

Talloin tautigeeni ei ole kummaltakaan vanhemmalta peritty. [2.]

X-kromosomissa eli sukupuolikromosomissa olevien perintdtekijdiden variaatiot
aiheuttavat vakavampia oireita miehille kuin naisille johtuen siita, etta naisilla on

kaksi X-kromosomia [2].

2.2 Koirat geneettisen tutkimuksen kohteina

Kesykoiran historia ulottuu vahintdan 15 000 vuoden ja mahdollisesti jopa 100
000 vuoden taakse. Kesykoira on kesyyntynyt alun perin harmaasudesta, itai-
sen Euraasian alueella. Koirat ja ihmiset kehittivat molempia hyddyttavan suh-
teen jakamalla elintilaa ja ravintolahteitd. Viime vuosisatojen aikana ihmiset ovat

kasvattaneet valikoivasti koiria, joiden ominaisuudet tukevat tarpeita esimerkiksi



metsastamisessa ja paimennuksessa. [4.] Kontrolloitujen jalostuskaytantojen tu-
los on erottanut geneettisen vaihtelun koiraroduiksi, joilla on erityisia fenotyyp-
peja. Nama paaasiassa suljetut rotukoirien jalostuspopulaatiot saavat vain va-
haista geneettista vaihtelua populaation ulkopuolelta, mika on johtanut geneetti-

sen monimuotoisuuden vahenemiseen rotujen sisalla. [5.]

Tiukkojen jalostusohjelmien ja koiran evoluutiohistorian aikana esiintyneiden po-
pulaation pullonkaulojen vaikutuksesta monilla noin 400 nykyisesté koirarodusta
esiintyy suurissa maarin tiettyja sairauksia, kuten syopid, sokeutta, sydéansai-
rauksia, kaihia, epilepsiaa, lonkkadysplasiaa ja kuuroutta. Useimpia néistéa sai-
rauksista havaitaan myos ihmisilla ja kliiniset ilmenemismuodot ovat molemmilla
lajeilla samankaltaisia. Tiettyjen sairauksien korkea esiintyvyys tietyissa koiraro-
duissa antaa viitteita siitd, etta kunkin taudin taustalla on rajattu mééara lokuksia.

Tama tekee niiden geneettisesta tarkastelusta helpompaa kuin ihmisilla. [4.]

Rotukoirien geneettinen yhtenaisyys on ollut eduksi koirien geneettisten ominai-
suuksien, kuten verkkokalvon sairauksien, tutkimisessa. lhmisten verkkokalvo-
sairaudet kattavat laajan fenotyyppi- ja geneettisen kirjon, mika tekee kunkin
muodon eristamisen ja analysoimisen vaikeaksi. Rotukoirien sairaudet ovat
puolestaan usein fenotyypiltdén ja geneettisesti yhtendisia ja siten helpommin
tunnistettavissa. Tahan mennessa koirilla on tunnistettu yli 470 varianttia ge-

neettisten sairauksien aiheuttajiksi [6].

2.3 Verkkokalvon rappeumasairaudet

Perinndlliset verkkokalvorappeumat ovat suuri joukko sairauksia, joille on yh-
teistd etenevéat nabn menettamiseen johtavat muutokset verkkokalvon aistinso-
lujen toiminnassa. Naiden sairauksien luokittelu on muuttunut monimutkaisem-
maksi sitd mukaa kun sairauksien aiheuttamia geeneja ja geenivirheita on tun-
nistettu. Tautiryhma& on kliinisesti ja geneettisesti heterogeeninen. Usean eri
geenin virheet voivat aiheuttaa samankaltaisen taudinkuvan, ja toisaalta yhden
geenin virhe voi johtaa taudinkuvaltaan ja periytymistavaltaan erilaiseen sairau-

teen. Verkkokalvon rappeumasairaudet johtavat yleensa valoa aistivien solujen



(sauva- ja tappisolut) tuhoutumiseen sisimpien hermosolujen, kuten bipolaari- ja
gangliosolujen sailyessa pidempéaan terveina. [7.] Kuvassa 1 esitetty verkkokal-

von rakenne.

Valo

Gangliosolut —*

Bipolaarisolut —

Sauvasolut —
Tappisolut —

—Fotoreseptorin
ulompi kerros

—Pigmenttiepiteeli

Kuva 1. Verkkokalvo koostuu valoa aistivista sauva- ja tappisoluista seka si-
semmista ganglio- ja bipolaarisoluista.

Koirat toimivat erinomaisena mallina ihmisten silmasairauksien tutkimisessa.
Koiran silmé& on seka anatomisesti etta fysiologisesti hyvin samanlainen kuin ih-
misilla, verrattuna esimerkiksi yleisesti eldinmalleina kaytettyihin hiiriin. [8.] Koi-
rien verkkokalvon sairaudet ovat samankaltaisia ihmisten sairauksien kanssa,
joten koirilla tehdyt tutkimukset edistavat myo6s ihmisten sairauksien ymmarta-
mista [9]. Esimerkiksi Leberin synnynnéinen amauroosi (Leber congenital
amaurosis, LCA) eli verkkokalvon surkastuma, johon liittyy ensimmaisen elin-

vuoden aikana ilmestyva vahvasti alentunut nadntarkkuus, on sairaus, jonka



hoito on kehitetty koiramallin perusteella [10; 11]. LCA-tapauksista 6 % johtuu
mutaatioista verkkokalvon pigmenttiepiteelilla (retinal pigment epithelium, RPE)
ekspressoivassa geenissd, RPE65:ssa [12]. TAm& mutaatio l10ydettiin ensin koi-
rilta, ranskalaiselta briardirodulta [13]. Tunnistettua koiramallia hyddynnettiin
testatessa geeniterapian toimivuutta: 16 Rpe65-cDNA:ta kantavaa AAV-vektoria
(adenoassosioitu virusvektori) injektoitiin verkkokalvon alle ja niiden osoitettiin
muuntavan RPE:t& palauttaen nakdsyklin ja johtaen verkkokalvon toiminnan ja
naon paranemiseen [14]. Onnistuneiden tutkimusten perusteella geeniterapian
mahdollisuutta lahdettiin tutkimaan myds ihmisilla [14], ja nykyaan RPE65-gee-
nin variantin aiheuttamaan perinndélliseen verkkokalvon surkastumaan on ole-

massa injektoitava ladke, Luxturna [15].

2.3.1 Retinitis Pigmentosa (RP)

Retinitis pigmentosa on ihmisilla esiintyva perinnéllinen eteneva verkkokalvon
rappeumasairaus, joka johtuu fotoreseptorien, ensimmaisené sauvasolujen ja
lopulta my6s tappisolujen seka pigmenttiepiteelin asteittaisesta tuhoutumisesta.
Oireet alkavat hamarasokeudella sauvasolujen heikennyttyd. Seuraavaksi kehit-
tyy perifeerisen nakdkentan puutos, jossa nakodkenttd kaventuu reunoilta ja ala-
osasta. Taudin loppuvaiheessa myds keskikentan ndakd haviaa ja johtaa viimein
sokeutumiseen. Sairaus voi periytya X-kromosomissa tai autosomissa dominan-
tisti tai resessiivisesti. [16.] Retinitis pigmentosalle on I6ydetty 69 eri kausatii-
vista varianttia [17]. Monissa tapauksissa retinitis pigmentosan aiheuttava gee-
nivirhe on voitu tunnistaa, mutta noin 30—-80 %:ssa tapauksista sairauden ge-

neettinen tausta on vield tunnistamatta [18].

2.3.2 Progressiivinen retinan atropia (PRA)

Koirat karsivat myads retinitis pigmentosan kaltaisesta etenevasta verkkokalvon
rappeumasairaudesta, mutta sita kutsutaan elainladketieteessa nimella progres-
siivinen retinan atropia, PRA. Sairautta tavataan yli 100 koirarodulla, ja niiden
oirekuvasto on kliinisesti tunnistettava ja viittaa eri asteisiin nadnpuutteisiin.

PRA:n kliiniset tutkimukset ovat osoittaneet, etta vaikka taudin loppuvaiheessa



oireet ovat samankaltaisia, ika, jolloin ensimmaiset muutokset ilmenevat, seka
etenemisnopeus ovat enimmakseen rotukohtaisia. [6.] PRA:n aiheuttamia vari-
antteja on loydetty rotukoirilta useita. PRA:han ei ole parantavaa hoitoa, mutta
sairauden ilmenemiseen voidaan vaikuttaa jalostusvalinnoilla, jota voidaan oh-
jata esimerkiksi geenitestien avulla. [19.] Taulukossa 1 esitettyna jo tunnettuja

PRA:ta aiheuttavia geenivariantteja.

Taulukko 1. Geenit, joista on tunnistettu progressiivisen retinan atropiaa aiheut-
tavia variantteja. Taulukkoon on merkitty myos, onko ihmisen verkkokalvon sai-
rauksiin tunnistettu samoja kausatiivisia geeneja.

Geeni Koirarotu Ihmisilla [17]

RHO Englannin mastiffi [20] Kylla

CCDC66 Schapendoes [21]

SLC4A3 | Kultainennoutaja [22]

TTC8 Kultainennoutaja [23] Kylla

HIVEP3 Kaapidsnautseri [24]

PDE6B | Espanjanvesikoira [25] Kylla

IMPG2 Lhasa Apso [26] Kylla

CCDC66 | Portugalinvesikoira [27]

PRCD Useita rotuja [28] Kylla

Lapinporokoira, suo-
IFT122 menlapinkoira [19]

Viimeisen kahden vuosikymmenen aikana on tunnistettu lukuisia verkkokalvon
rappeumasairauksiin yhdistettyja geeneja ja useita koiramalleja on kaytetty ym-
martdmaan niiden molekyylimekanismeja, seké testaamaan toimintaperiaatteita

ja uusien hoitojen turvallisuutta [29].



2.3.3 Eteneva verkkokalvon rappeumasairaus karjalankarhukoirilla ja
suomenlapinkoirilla

Karjalankarhukoira ja suomenlapinkoira ovat molemmat suomalaisia koirarotuja,
joilla kummallakin esiintyy PRA:ta [19; 30] Tahan mennessa tehdyissa tutkimuk-
sissa on loydetty kaksi geenivarianttia, PRCD ja IFT122, joiden variantit aiheut-
tavat PRA:ta kyseisilla koiraroduilla. Kuitenkaan molempien rotujen useilla koi-
rilla nuorella idlla alkanut PRA ei selity nailla jo tunnetuilla varianteilla [18]. Ku-

vassa 2 karjalankarhukoira ja suomenlapinkoira.

Kuva 2. Vasemmalla kuvassa karjalankarhukoira, oikealla suomenlapinkoira.
Molemmilla roduilla on todettu etenevaa verkkokalvon rappeumasairautta.

2.4 NR2E3-geeni ja sen toiminta

NR2E3-geeni koodaa fotoreseptorisoluspesifista tumareseptoria, joka vaikuttaa
siihen, tuleeko fotoreseptorisolujen esiasteen solusta tappi- vai sauvasolu.
NR2E3:n oletetaan vaikuttavan normaaliin proteiinien silmukoitumiseen. Kysei-
sen geenin varianttien on todettu aiheuttavan ihmisilla retinitis pigmentosaa,
joka johtaa makulan halkeiluun ja tappisolujen toiminnan heikkenemiseen. [31.]
Ihmisilla NR2E3-geeni sijaitsee kromosomissa 15 [32]. Koirilla NR2E3-geeni si-
jaitsee kromosomissa 30 ja siina on 10 eksonia [33]. Koiran NR2E3-geenin ra-
kenne on esitetty kuvassa 3. Referenssina kaytetty CanFam4-koiran koko ge-

nomia.
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Kuva 3. NR2E3-geenin rakenne. Geeni sijaitsee koirilla kromosomissa 30, ek-
soneita on 10. Eksonit mittakaavassa mustina laatikoina, joiden vélissa intronit.

2.5 ETNK1-geeni ja sen toiminta

ETNK1, eli etanoliamiinikinaasi toimii fosfatidyylietanoliamiinin synteesin ensim-
maisessa vaiheessa. CDP-etanoliamiinireitti fosfolipidisynteesille (kuva 4) koos-
tuu kolmesta entsymaattisesta vaiheesta. Ensimmaisessa vaiheessa etanoli-
amiinikinaasi katalysoi etanoliamiinin ATP-riippuvaista fosforylaatiota muodos-
taen fosfoetanoliamiinia ja sivutuotteena syntyy ADP:ta. Toisessa vaiheessa
CTP:fosfoetanoliamiinisytidyylitransferaasi (ECT) kayttaa fosfoetanoliamiinia ja
CTP:ta muodostamaan korkean energian luovuttajan CDP-etanoliamiinia va-
pauttaen pyrofosfaattia. 1,2-diasyyliglyserolietanoliamiinifosfotransferaasi (EPT)
katalysoi reitin lopullista reaktiota kayttaméalla CDP-etanoliamiinia ja lipidiankku-
ria, kuten diasyyliglyserolia (DAG), muodostaen fosfatidyylietanoliamiinia (PE).
[34.]



| Etanoliamiini | ATP

ETNKT/ETNK2 l ADP

[ Fosfoetanoliamiini ]

CTP
CTP:fosfoetanoliamiini-
sytidyvlitransferaasi
(ETC) PPi
CDP-etanoliamiini

1,2- DAG
diasyyliglyserolietanoliamiini
fosfotransferaasi CMP

C_PE ]

Kuva 4. CDP-etanoliamiinireitti koostuu kolmesta vaiheesta, joista ensimmai-
sessa ETNK1 ja ETNK2 toimivat fosforyloiden etanoliamiinia fosfoetanoliamii-
niksi.

Fosfatidyylietanoliamiini on toiseksi yleisin fosfolipidi useimmissa soluissa,
joissa se muodostaa 25 % kokonaisfosfolipidista. Fosfatidyylietanoliamiini yllapi-
taa kalvon lapaisevyysesteita ja toimii valituotteena kalvon fuusio- ja fissiota-
pahtumissa. [35]. ETNK1-geenin varianttien on todettu aiheuttavan ihmisilla eri-
laisia myelooisia kasvaimia [36]. Koirilla kyseisen geenin variantteja ei ole aiem-
min l6ydetty. ETNK1-geeni sijaitsee ihmisilla kromosomissa 12, ja siind on 13
eksonia [37]. Koirilla ETNK1-geeni (kuva 5) sijaitsee kromosomissa 27, ja siina
on 9 eksonia [38]. Referenssina kaytetty CanFam4-koiran koko genomia. Koi-
rien ETNK1-geeni on 92,55 prosenttisesti ortologinen ihmisen vastaavan geenin
kanssa [39].
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Kuva 5. ETNK1-geenin rakenne. Geeni sijaitsee koirilla kromosomissa 27 ja
siind on 9 eksonia. Eksonit mittakaavassa mustina pystyviivoina, joiden valissa
intronit.

3 Tydn suoritus

Tybssa kaytetyt naytteet oli keratty etukateen Koirien geenitutkimusryhman
biopankkiin. Yksityiset koirien omistajat olivat vapaaehtoisesti luovuttaneet koi-
riensa verinaytteita tutkimusta varten. Tutkimusryhmalla on naytteiden keraami-
seen lupa Etela-Suomen aluehallintovirastolta, kerayslupa ESAVI/25696/2020.
DNA oli eristetty verindytteista ennen tyon aloitusta.

3.1 Tutkimuskohortti

Tutkittaviksi naytteiksi valittiin 169 koiraa, joilla oli todettu PRA. Koirat kuuluivat
yhteensa 66 rotuun. Tutkittavat koirarodut esitetty liitteessé 1. Tutkittavaksi valit-
tiin PRA:ta sairastavia koiria, joiden sairautta ei ollut voitu selittéa millaan
muulla jo tunnetulla geenivariantilla. Karjalankarhukoirilta on tunnistettu uusi
PRA:ta aiheuttava variantti geenissd NR2E3 ja suomenlapinkoirilta geenissa
ETNK1. Taman tyon tarkoituksena oli selvittada, 10ytyisikd muun rotuisilta koirilta
NR2E3- tai ETNK1-geenivariantin aiheuttamaa PRA:ta.

3.2 PCR:n optimointi ETNK1-geenille

Alukepareja oli kahdet, alukepari A ja alukepari B, molempien tuote kooltaan
noin 22 000 bp. Taulukossa 2 esitettyna alukkeiden sekvenssit 5-3’-suun-

nassa.
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Taulukko 2. Alukkeiden sekvenssit 5'-3'-suunnassa, seka tuotteiden koot (bp).

Tuotteen pituus

Geeni Aluke Sekvenssi 5'-3' (bp)
ETNK1 | forward | CCCTGACTTCCAAAACTGCC 22592
ETNK1 | reverse | CGTCCCTGTGTACATGCAAG

ETNK1 | forward | TGCTAGGCTTGATCCCACAA 22704
ETNK1 | reverse | CGCCCTGACTTCCAAAACTG

Gradientti-PCR-ajo suoritettiin New England Biolabsin Q5® High-Fidelity PCR -

protokollan mukaan. Taulukossa 3 esitetty yhteen reaktioon pipetoitavat maarat

I, seka reaktion loppupitoisuus.

Taulukko 3. Gradientti-PCRa&a varten pipetoidut reagenssit (ul) ja reaktion lop-

pupitoisuus.

Reaktion
Q5® High-Fidelity PCR Kit loppupitoisuus 1 reaktioon (ul)
Q5 MASTER MIX 2x 1x 3,1
10 uM Primer F 0,95 uM 0,6
10 uM Primer R 0,95 uM 0,6
5 M Betaiini 0,79 M 1,0
H20 0,4
DNA 10 ng/ul 0,95 ng/ul 0,6
Yhteensa 6,3

Gradientti-PCR ajettiin Bio-Radin T100 Thermal Cyclerilla. Taulukossa 4 esitet-

tyna ajo-ohjelma.



12

Taulukko 4. Gradientti-PCR:n ajo-ohjelma.

Lampdotila °C Aika (s) Syklit
98 30
98 10 38
56—-65 30 38
72 30 38
72 120

PCR tuotteet analysoitiin 1 prosenttisella agaroosigeelilla kayttaen standardina
Generuler 1kb Plus DNA ladderia. Naytteita ajettiin geelilla 100 V, 45 minuuttia.
Geeli kuvattiin Bio-Radin ChemiDoc MP Imaging -laitteella.

3.3 GC-rikas gradientti PRA:ta sairastavalle suomenlapinkoiralle

Alukkeiden toimivuutta testattiin gradienttiajolla Rochen GC-Rich PCR System -
protokollan mukaan. Naytteeksi valittiin PRA:ta sairastava suomenlapinkoira.

Taulukossa 6 esitettyna pipetoidut maarat ja reaktion loppupitoisuudet.
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Taulukko 5. GC-Rich PCR System -protokollan mukaan yhteen reaktioon pipe-

toidut maarat ja reaktion loppupitoisuudet.

GC-RICH PCR System

Reaktion loppupitoisuus

1 reaktioon (ul)

GC rich resolution solution 05M 0,125
5x GC ri_ch PCR reaction 1 x o5
buffer with DMSO ’
10 mM dNTP 200 pM 0,075
5 mM F primer 0,5 uM 1,25
5 mM R primer 0,5 uM 1,25
GC rich PCR enzyme 2 U/50 0,25
H20 3,8
5 M Betaiini 0,8 M 2
DNA 10 ng/ul 1 ng/ul 1,25
Yhteensa 12,5

Gradientti-PCR ajettiin Bio-Radin T100 Thermal Cyclerilla. PCR-ohjelma esitet-

tyna taulukossa 7.

Taulukko 6. Gradientti-PCR-ohjelma.

Lampatila °C Aika (s) Syklit
98 120
95 30 35
56—65 30 35
72 45 35
72 10 min
4 Hold
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PCR-tuote analysoitiin 1 prosenttisella agaroosigeelilla. Standardina kaytettiin
Generuler 1kb Plus DNA -ladderia. Geelia ajettiin 100 V, 45 minuuttia. Geeli ku-

vattiin Bio-Radin ChemiDoc MP Imaging -laitteella.

3.4 NR2E3-geenin gPCR

Protokollana kaytettiin Applied Biosystemsin TagPath™ ProAmp™ Master Mix -

protokollaa. Taulukossa 9 pipetoidut maarét ja reaktion loppupitoisuus.

Taulukko 7. Master mixi& pipetoidut maarat yhteen reaktioon ja reaktioiden lop-
pupitoisuudet.

Protocol TagPath Reaktion loppu- | 1 reaktioon
ProAmp pitoisuus (UM) (uh)
Genotyping master mix (2x) 1 5
TagMan SNP genotyping 05 0.125
assay (40x)

DNA (10ng/ul) 2 2

H20 2,875
Yhteensa 10

Naytteet pipetoitiin 96-kuoppalevyille, kuhunkin kuoppaan 8 ul Master mixia ja 2

ul naytettd. Negatiivikontrollina kaytettiin steriilia vetta.

gPCR ajo suoritettiin Bio-Radin CFX96™ Real-Time Systemilla ja C1000
Touch™ Thermal Cyclerilla. Fluoroforeiksi valittiin VIC, FAM ja ROX. Taulu-

kossa 10 esitettynd qPCR-ajo-ohjelma.
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Taulukko 8.gPCR-ajo-ohjelma.

45 syklia

Alkudenaturaatio | Denaturaatio | Annealing + ekstensio

Lampotila °C 95 95 60

Aika 5 min 15s 1 min

3.5 Jatkotutkimukset yksittaiselle naytteelle

TagMan ajosta otettin jatkotutkimuksiin yksi nayte, jolle suoritettiin PCR-ajo
Rochen GC-Rich PCR System -protokollalla, kuten taulukossa 6. PCR-ohjel-

mana kaytettiin samaa ohjelmaa, kuin taulukossa 7.

PCR-tuote analysoitiin yksi prosenttisella agaroosigeelilla. Standardina
kaytettiin New England Quick-Load 100 bp DNA -ladderia. Geelia ajettiin 100 V,

25 minuuttia. Geeli kuvattiin Bio-Radin ChemiDoc MP Imaging -laitteella.

Nayte puhdistettiin Applied Biosystems™ ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup

Reagent -kitilla sekvensointia varten. Reagenssia pipetoitiin 1,6 pl ja naytetta 5
pl, mink& jalkeen naytetta inkuboitiin 37 °C:ssa 15 minuuttia ja 80 °C:ssa 15 mi-
nuuttia. Puhdistuksen jalkeen naytteeseen lisattiin 1,6 pl aluketta (5 uM). Nayte
sekvensoitiin forward-suuntaan. Nayte sekvensoitiin Suomen molekyylilaaketie-

teen instituutissa (FIMM).
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4 Tulokset

4.1 ETNK1-variantin PCR

New England Biolabsin Q5® High-Fidelity PCR kitilla tehty gradientti-PCR-ajo ei
onnistunut, vaan geelilla (kuva 6) nahdaan molemmilla riveilla useita erikokoisia
tuotteita kaikilla eri lampdtiloilla. Ylemmalla rivilla alukepari A, jonka tuotteen
koon pitaisi olla 22 592 bp. Alemmalla rivilla alukepari B, jonka tuotteen koon tu-
lisi olla 22 704 bp.

65,3 64 62,1 59,8 57,9 56,7 56
20000 — il e B

65,3 64 62,1 59,8 57,9 56,7 56

20000

5000
1500

500

Kuva 6. Toimimattoman gradientti-PCR:n geelikuva, jossa ylarivilla aluke A:ssa
(22592 bp) useita tuotteita kaikilla eri lampétiloilla. Alarivilla aluke B:ssa (22704
bp) useita tuotteita lampétiloilla 59,8-56 °C. Standardina kaytettiin Generuler
1kb Plus DNA ladderia.

Roche GC-Rich PCR System -protokollan mukaan tehty gradientti-PCR
ETNK1- naytteelld ei toiminut milla&n lampdtilalla, kuva 7. Voitiin siis paatella,
ettd alukkeet eivat toimi, ja paadyttiin suunnittelemaan uudet alukkeet eri sek-

venssilla.
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STD 65 65,3 64 62,1 59,8 57,9 56,7 56

STD 65 65,3 64 62,1 59,8 57,9 56,7 56

20000

5000

500

Kuva 7. PRA:ta sairastavalla suomenlapinkoiran naytteelld tehty gradientti-
PCR. Geelilla ei ollut tuotteita millaan lampdatilalla, joten voitiin paatella, etteivat
alukkeet toimi. Standardina kaytettiin Generuler 1kb Plus DNA ladderia.

4.2 TagMan-ajo NR2E3-geenivariantille

Naytteita oli yhteensa 169, joten ajoja tehtiin kaksi 96-kuoppalevyille. Ajot olivat
keskendan samanlaiset. Ensimmaisesta TagMan-ajosta ei ilmennyt uusia koiria,
joiden PRA selittyisi NR2E3-variantilla. Kuvassa 8 qPRC:n tulokset; kaikki testa-

tut koirat edustivat villityyppié variantin suhteen.
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Allelic Discrimination
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Kuva 8. TagMan-ajon kuva, jossa oranssit ympyrat edustavat positiivikontrolleja
(variantin suhteen sairaita), vihreat kolmiot kantajia, siniset nelitt villityyppia ja
mustat nelikulmiot negatiivikontrollia.

Toisessa ajossa pisteet olivat levinneet laajemmalle alueelle (kuva 9), kuin en-
simmaisessa ajossa. Yksi testatuista koirista naytti olevan homotsygootti testat-
tavan variantin suhteen. Nayte otettiin jatkotutkimuksiin sekvensoitavaksi
FIMM:lle.
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Allelic Discrimination
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Kuva 9. TagMan ajon kuva, jossa oranssit ympyrat edustavat positiivikontrolleja
(sairaita), vihreat kolmiot kantajia, siniset neliot villityyppia ja mustat neliét nega-
tiivikontrollia. Oranssi nayte vasemmalla on mahdollisesti homotsygootti yksilo,
joka otettiin jatkotutkimuksiin.

Sekvenssi oli melko heikkolaatuinen, mutta tulkittavissa. Sekvensoinnin mukaan
kyseessa oli variantin suhteen terve yksild, joten kyseessa oli jonkinlainen virhe

gPCR:ssa. Sekvensoinnin tulokset kromatogrammissa, kuva 10.
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Kuva 10. Sekvensoinnin kromatogrammi, kyseessa oli NR2E3 variantin suhteen
villityyppi GC/GC.

5 Tulosten analysointi

Ensimméainen PCR-ajo ETNK1-variantille Q5-kitilla ei onnistunut, silla alukkeet
sitoutuivat myos ei-toivotuissa kohdissa. Monistettava alue oli todella pitka, yli
22 kb, minka takia PCR oli haastava saada onnistumaan. Alueella esiintyi myos
toistojaksoja ja siind oli korkea GC-pitoisuus, miké osaltaan hankaloitti PCR:aa.
Gradientti-PCR Rochen GC-Rich-kitilla osoitti, etteivat koko alueen kattavat
alukkeet toimineet. Yleisin syy miksi PCR ei toimi, on vaaranlaiset alukkeet, jol-
loin ainoa ratkaisu on suunnitella uudet. Muita syitd miksi PCR ei toimi, voisivat
olla esimerkiksi vahingoittuneet alukkeet tai nayte, vaaranlaisen sailytyksen ta-
kia tai jatkuvasta sulatuksesta ja jdddytyksesta johtuen. Myés DNA-polymeraasi
voisi olla heikentynyt samoista syista. Deleetion kohdalla oli kuitenkin tiedossa,
ettd kyseessa oli pitké ja hankalasti monistettava alue, joten paadyttiin suunnit-

telemaan kokonaan toisenlaiset alukkeet eri sekvenssilla.
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5.1 ETNK1-alukkeiden suunnittelu jatkotutkimuksia varten

Alukkeet olisi mahdollista suunnitella siten, ettei valttamatta tarvitse menna
koko alueen yli ja silti selvittdd esimerkiksi kantajuus. Etenkin pitkéan deleetion
kohdalla tama helpottaisi PCR:aa. Kuvassa 11 esitettyna alkuperaiset alukkeet

ja uudet alukkeet, joilla kantajafrekvenssin tutkimista olisi mahdollista jatkaa.

)
N delastioalas T~ =

— {—

deleetioalue poistettu

Kuva 11. Ylempi viiva esittdd sekvenssia, joka sisaltda deleetion. Punaiset nuo-
let osoittavat alkuperaisten toimimattomien alukeparien sijainnin. Vihreat nuolet
osoittavat uuden alukeparin sijainnin juuri ennen deleetion alkukohtaa ja sen jal-
keen. Alemman viivan siniset nuolet osoittavat toisen alukeparin kohdan, joka
monistuu deleetiokohdan yli.

Uusien alukeparien avulla voitaisiin selvittaa, onko kyseessa variantin ETNK1
suhteen sairas yksilo, terve yksilo vai kantaja. Terveilla yksil6illa ei ole delee-
tiota, jolloin vihreiden nuolten mukaan tehdyt alukkeet monistuisivat deleetiota
ennen ja jatkuisivat sen alkukohdan yli. Talléin geelilla nakyisi PCR:lla monistu-
nut tuote. Niilla koirilla, joilla on variantti, tuotetta ei muodostu. Homotsygooteilla
yksilGilla taas puolestaan on sekvenssisséa deleetio, jolloin sinisten nuolten mu-
kaan suunniteltu alukepari saisi PCR-tuotteen monistumaan suoraan deleetion
yli. Kantaja saataisiin selville, mikali geelille muodostuisi kaksi eri tuotetta. Ky-
seessa olisi silloin variantin suhteen heterotsygootti yksild. Alukkeilla voitaisiin

tutkia, l16ytyykd ETNK1-variantin aiheuttamaa PRA:ta muilta roduilta. Tutkimalla
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kaikki Koirien geenitutkimusryhman biopankin suomenlapinkoirat voitaisiin my6s

selvittdd ETNK1-variantin kantajafrekvenssi.

5.2 Mahdollisia syitd NR2E3:n gPCR:ssé ilmenneeseen virheeseen

Tutkittavista koirista ei 10ytynyt yksil6itd, joiden PRA selittyisi NR2E3-variantilla,
vaan ne edustivat variantin suhteen villityyppia. Ainoastaan yksi tutkittavista koi-
rista oli qPCR:n perusteella homotsygootti, mutta tarkemmat tutkimukset osoitti-
vat tuloksen virheelliseksi. Homotsygootin yksilon signaalin sijainti qPCR-tulok-
sissa oli epadlooginen. Signaalin olisi pitanyt sijaita oikeassa laidassa positiivi-
kontrollien lahella. Nyt signaali nakyi kuitenkin negatiivikontrollien vieressa. Ky-
seinen nayte aiheutti epailyksen siita, ettei kyseessa ole variantin suhteen sai-
ras yksilo, vaan etté naytteen kohdalla olisi tapahtunut jokin virhe. FIMM:in sek-
vensoinnin jalkeen vahvistui, etta kyseessa ei ollut NR2E3-geenivariantin ai-

heuttama PRA, vaan yksil6 oli variantin suhteen terve.

Virheellinen tulos qPCR:ssé olisi voinut johtua pipetointivirheesta. Kuitenkin jos
esimerkiksi DNA olisi ja&nyt pipetoimatta kokonaan, naytteen olisi pitdnyt nékya
mustana negatiivikontrollia vastaavana signaalina. Yksi vaihtoehto olisi, ettéa po-
sitiivikontrolleja pipetoidessa naytetta olisi mennyt myds kyseisen naytteen kai-
voon. Tama vaikuttaa epatodennékdiselta, silla kaivot sijaitsivat kaukana toisis-
taan. Positiivikontrollinaytteet pipetoitiin kuoppalevyn reunaan, toiseksi viimei-
siin kaivoihin, kun taas virheellisesti sairaana nakynyt nayte sijaitsi kuoppalevyn
keskellda. Mikali positiivikontrollia olisi mennyt naytteen kaivoon, sen signaalin
olisi pitanyt nakya samassa paikassa positiivikontrollien kanssa. Toinen vaihto-
ehto on, etté naytteessa olisi ollut kontaminaatio. Tama ei todennakoisesti
myo6skaan ole virheen aiheuttaja, silla se olisi luultavasti tullut ilmi FIMMin sek-
vensoinnissa ja nakynyt kromatogrammissa. Kontaminaatio olisi voinut olla
my0s reagensseissa, mutta siina tapauksessa virheen olisi pitanyt ndkya myos

negatiivikontrolleissa, silla kaikkiin naytteisiin kaytettiin samaa mastermixia.

gPCR suoritettiin protokollan mukaan ja kaikki muut naytteet toimivat kuten piti-

kin. On siis epatodennakoista, etta itse gPCR-ajossa olisi ollut ongelmia.
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Virheen syy jai selvittdmatta, mutta FIMMin sekvensoinnin avulla voitiin varmis-

taa, ettei kyseessa ollut variantin suhteen sairas yksilo.

6 Yhteenveto

Tassa tutkimuksessa oli tarkoitus selvittaa, esiintyyko karjalankarhukoirilta
NR2E3-geenista tai suomenlapinkoirilta ETNK1-geeneista l0ytyneita uusia vari-
antteja muilta koiraroduilta. Tutkittavana oli 169 PRA:ta sairastavaa koiraa, joi-
den sairautta ei voitu selittdd millaan muulla jo tunnetulla geenivariantilla. Koirat

edustivat 66:ta eri koirarotua.

Tutkimusten perusteella NR2E3-geenivarianttia ei esiintynyt muun rotuisilla
PRA:ta sairastavilla koirilla. PRA:n aiheuttaa siis jokin muu viela tuntematon
geenivirhe. ETNK1-geenivariantin suhteen tutkimus jai aikataulusyista kesken.
Tassé tyossé on suunniteltu uudet alukkeet eri sekvenssill, joilla tutkimuksia
voidaan jatkaa.

Tutkittavat PRA:ta aiheuttavat variantit ovat olleet my6s muiden tutkimusten pe-
rusteella rotuspesifisia [19], mika tukee tulosta: NR2E3-variantti esiintyy vain
karjalankarhukoirilla. Geneettisia syita PRA:n aiheuttajiksi on todennakoisesti
useita, silla ihmisillakin PRA:ta vastaavan sairauden, retinitis pigmentosan ai-
heuttajiksi on tahan mennessa loydetty lahes 70 eri geenivarianttia [17]. Tulos-
ten perusteella voidaan paatelld, etta NR2E3-variantti on mahdollisesti melko
uusi variantti, silla sita on I6ydetty vain yhdelta rodulta. Esimerkiksi toista etene-
vaa verkkokalvon rappeumasairautta aiheuttavaa varianttia, PRCD:ta esiintyy
noin 40 rodulla [28; 40], mika antaa viitteita siita, etta kyseinen variantti on van-

hempi ja esiintynyt koirilla jo pitkaan.

ETNKZ1-geenivariantin tutkimista seké kantajafrekvenssin selvitysta jatketaan

tutkimusryhméssa téassa tydssa suunniteltujen alukemallien mukaisesti.
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Tutkittavat koirarodut

australiankarjakoira
amerikankarvatonterrieri
alaskanmalamuutti
australianpaimenkoira
airedalenterrieri
australiankelpie

barbet

baseniji

bordercollie
havannankoira
bolognese
belgianpaimenkoira,
laekenois
belgianpaimenkoira,
tervueren

coton de tuléar
chihuahua
cockerspaniel

collie, pitkédkarvainen
cairnterrieri

dreeveri
englanninkaépioterrieri
englanninsetteri
englanninspringerspanieli

espanjanvesikoira
harmaanorjanhirvikoira
irlanninterrieri
irlanninsetteri
islanninlammaskoira
jamtlanninpystykorva
kiinanharjakoira
mayrakoira, kk**
kiharakarvainennoutaja
villakoira, keskikokoinen
kultainennoutaja

kromfohrlander

kaapiosnautseri

kleinspitz

lagotto romagnolo
labradorinnoutaja
lansigbdtanmaanpystykorva
mayrakoira, lyhytkarvainen
[6wchen

lapinporokoira

mittelspitz
novascotiannoutaja

*lk = lyhytkarvainen, **kk = karkeakarvainen

Liite 1
1(1)

norfolkinterrieri

papillon

phaléne
picardienpaimenkoira
perunkarvatonkoira
mayrakoira pitkdkarvainen
mayrakoira, kadapio, Ik*
pomeranian

polski owczarek nizinny
portugalinpodengo
portugalinvesikoira

staffordshirenbullterrieri

schipperke

siperianhusky
shetlanninlammaskoira
saksanmetsastysterrieri
sarloos wolfhond
tiibetinmastiffi

tiibetinspaniel
vanhanenglanninlammaskoira
valkoinenpaimenkoira
walesinterrieri



