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Taman tyon tarkoituksena oli tutkia kahta geneettista varianttia, joiden epdillaan aiheuttavan
hemofilia A:n afgaaninvinttikoiralla. Hemofilia A on perinndllinen verenvuototauti, jota esiin-
tyy monilla lajeilla, ihminen ja koira mukaan lukien. Koirangeenit-tutkimusryhman tekemat
varianttiloydot sijaitsevat F8-geenissa, ja taméan tyon tarkoitus oli validoida naméa ehdokas-
variantit. Variantit 16ydettiin analysoitaessa sairaan yksilon eksomisekvensointiaineistoa.

F8-geenin eksonissa 14 sijaitsevan pistemutaation validointia varten naytteiksi valittiin 24
tervettd sairaan yksilon sukulaista. Testatuista koirista viidella uroskoiralla oli hemitsygootti-
sena tutkittava variantti ja kahdeksan naarasta oli kantajia. Sairaan yksilon fenotyyppi oli
hyvin vakava hemofilia, joten terveet genotyypiltaan hemitsygootit yksilot todistavat hypo-
teesia vastaan. Eksonissa 14 sijaitseva kandidaattivariantti ei siis todennakoisesti aiheuta
hemofiliaa afgaaninvinttikoirilla, ainakaan yksinaan. Eksonin 13 silmukointialueelta 16yty-
neen insertiomutaation selvittelyssa sekvensoitiin yhteensa 19 koiraa, joista neljalla ter-
veelld sukulaisella oli sama genotyyppi kuin sairaalla uroksella. Jos tulokset olisivat olleet
lupaavia, olisi naytteita analysoitu enemman, mutta tamé& maara riitti todistamaan, ettd naméa
variantit eivat todennakdisesti aiheuta sairautta.

Tutkimusaineistona olivat suomalaiset puhdasrotuiset afgaaninvinttikoirat, joista omistaja oli
luovuttanut EDTA-verinaytteet koirien DNA-pankkiin. Tutkittaville varianteille suunniteltiin
alukkeet PCR- ja sekvensointireaktioita varten. DNA:ta monistettin PCR-menetelmalla, ja
ulkopuolinen taho suoritti sekvensoinnin kapillaarisekvensoinnilla. Tuloksia kasiteltiin Se-
guencher-ohjelmalla.

Tassa tutkimuksessa ei voitu poissulkea mutaatioiden osallisuutta monitekijaisessa hemofi-
liassa. Tutkimusta jatketaan keskittymalla mutaatioihin von Willebrandin tekijda koodaa-
vassa geenissa. Naiden proteiinirakenteita muuttavien mutaatioiden yhteisvaikutus F8-gee-
nin mutaatioiden kanssa voi olla hyytymistekija VIIl:n vajeen taustalla. Geenivirheen l6yta-
minen mahdollistaisi geenitestin kehittamisen koirien jalostuksen avuksi.
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The purpose of this study was to investigate two gene variants of an Afghan Hound that was
diagnosed with hemophilia A. The variants are in the gene that codes factor VIII, which is
important part of the coagulation cascade. The goal of this study was to validate if the pre-
viously found missense mutation in exon 14 and the 1 bp insertion mutation in the splicing
area of exon 13 as the cause of hemophilia in the affected individual. The affected dog’'s
phenotype was severe hemophilia and the dog had to be euthanized because of it. There-
fore, clinically healthy hemizygote were not expected.

A sample set of 24 healthy relatives of the affected dog was chosen for the investigation of
the missense mutation. From the tested dogs five males had the same genotype as the
affected individual and eight bitches were carriers of the mutation. This indicates strongly
that the studied missense mutation is not causative. For the insertion, 19 samples were
sequenced, of which 4 healthy male dogs were carriers. Had the results been more promis-
ing, more samples would have been sequenced, but this was large enough to prove the
studied variants were not the cause of the illness, at least not alone.

The study cohort in this study included Finnish purebred, privately owned Afghan Hounds,
of which EDTA blood samples had been donated to the Canine DNA bank. Primers were
designed for both variants with Primer3 and DNA amplified in PCR reactions. Products were
subsequently Sanger sequenced and data was visualized with Sequencher DNA sequence
analysis software.

These results do not exclude the possibility of the mutations being affecting factors of multi-
factorial inheritance. The research will continue with checking variants in the gene that codes
the von Willebrand factor. These missense mutations combined with the mutations in F8-
gene might cause factor VIII deficiency. If the causative variant is found, a gene test could
be developed. Testing dogs would benefit breeding and support a healthier future for dogs.

Keywords hemophilia A, factor VIII, F8, genes, gene test, candidate gene
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2 Johdanto

Helsingin yliopistossa ja Folkh&lsanin tutkimuskeskuksessa toimiva Koirien geenitutki-
musryhma pyrkii selvittam&én koirien perinndllisten sairauksien taustalla olevia geenivir-
heitd. Tutkimuksen kohteina ovat myds ulkonakd, fyysinen rakenne ja kayttaytymisen
piirteet. Ryhmé&n tavoite on tunnistaa geenivirheité ja kehittda geenitesteja koirien jalos-
tuksen apuvdlineeksi. Geenitestien avulla voidaan tunnistaa kantajia, sekd estda myo-
h&aéan puhkeavien sairauksien yleistymista koiraroduissa. Testeista voi olla myds apua

epaselvien sairauksien diagnosoinnissa.

Kéynnissa on lukuisia projekteja, joissa on mukana paljon eri rotuja. Tautigeeniprojek-
teissa selvitetdan muun muassa erilaisten autoimmuunisairauksien, keuhkosairauksien,
neurologisten sairauksien ja sydansairauksien taustalla olevia geenivirheitda. Opinnayte-
tyoni liittyy projektiin, joka selvittéa afgaaninvinttikoirilla esiintyvan verenvuototaudin, he-
mofilia A:n, geneettista taustaa. llmi on tullut yksi tapaus, jossa sairas pentu jouduttiin
lopettamaan vakavien spontaanien verenvuotojen vuoksi ja verikokeissa hyytymistekija
VIIl:n maéara plasmassa oli hyvin matala (Liite 3). Kyseisen koiran verinaytteesté eriste-
tystéd DNA:sta tehdystd eksomisekvensoinnista saatua aineistoa verrattiin koiran refe-
renssigenomiin, joka on maaritetty bokserista vuonna 2005 (Lidblad-Toh ym. 2005.) Ver-
tailusta saatiin kartta yksilon eksonisista eli proteiinia koodaavien alueiden varianteista

ja sité verrattiin terveisiin muiden rotujen koiriin.

Vertailuaineistosta valittiin tutkittavaksi lupaavimmat sairaan yksilén variantit, joista tassa
tyossa tarkastellaan kahta ehdokasvarianttia: pistemutaatiota F8-geenin eksonissa 14 ja
insertiomutaatiota eksonin 13 silmukointi alueella. Pistemutaatio g.122955217G>C ai-
heuttaa aminohappotasolla muutoksen p.1556G>A. Insertiomutaatio g.122966610-
11insT sijaitsee 11 eméksen pituisessa T-toistojaksossa ja paatettiin tutkia siitd huoli-
matta, etta se ei kestanyt filtterdintia. Filtterbinnissa verrattiin sairaan koiran eksomisek-
vensoinnin tuloksia 396:n muun rotuisen terveen koiran eksomisekvensoinnin tuloksiin.
Filtterdinti suoritettiin siten, etta varianteiksi laskettiin kaikki sairaan koiran homotsygoot-
tiset alleelit, joita ei 10ydy filtterdinnissa olevilta koirilta. Opinnaytetydssani tutkin ovatko
I6ydetyt variantit sairauden taustalla. TAméan tyon tarkoitus on siis selvittda varianttien
esiintyvyytta muissa suvun koirissa molekyyligenetiikan menetelmilld, ja muodostaa joh-



topaatos, ovatko kyseiset variantit sairauden taustalla. Jos tulokset olisivat olleet lupaa-
vampia, olisi tutkittu kaikkien afgaaninvinttikoirien naytteet, jotka on luovutettu tutkimus-
ryhman yllapitamaan koirien biopankkiin.

3 Koirien geenitutkimus

3.1 Kaoiraihmisen sairauksien elainmallina

Eldainmallit ovat tarkeitéa biologian perustutkimuksessa ja prekliinisissa tutkimuksissa,
joissa pyritédn ymmartamaan sairauden patofysiologiaa, 16ytdmaan hoitoja ja arvioi-
maan niiden tehokkuutta ja turvallisuutta ennen ihmiskokeita. Talla hetkella ihmisen sai-
rauksien laaketieteellisissa tutkimuksissa kaytetdaan elainmalleina muun muassa hiiria,
koiria ja sikoja. Naita kaikkia on kaytetty myos ihmisen hemofilian tutkimuksessa seka
hemofilian hoitojen kehityksessa. Koirien hemofilia A ja B ovat hyvin samankaltaisia kuin
ihmisen vastaavat sairaudet. Tamén ansiosta koiramalleista on ollut paljon apua hoitojen
testaamisessa ja edelleen kehittdmisessé. (Ching-Tzu ym. 2016.) Hemofilia A:ta luon-
nostaan sairastavia koiria on hyddynnetty jo useiden vuosien ajan tutkittaessa geenite-
rapian turvallisuutta ja tehokkuutta hoitomuotona (Callan ym. 2016; Connelly ym. 1996).
Ensimmainen in vivo hemofilia A:n geeniterapiatutkimus (Connelly ym.) tehtiin koiralle

ja se julkaistiin jo vuonna 1996.

Koairilla on monia piirteita, jotka tekevat niista erityisen arvokkaita malleja ihmisen harvi-
naissairauksille. Koirilla on satoja luonnostaan esiintyvia perinnéllisia sairauksia, joille
I6ytyy laheinen vastine ihmisen sairauksista, kuten esimerkiksi epilepsia, jotkut syovat,
silm&sairaudet ja autoimmuunisairaudet. Ainutlaatuinen populaatiohistoria, jalostus ja ro-
tujen siséinen vahainen perinndllinen vaihtelu ovat johtaneet siihen, etté tietyt harvinais-
sairaudet ovat yleistyneet roduissa (Lindblad-Toh ym. 2005). Ihmistutkimuksissa naiden
sairauksien periytymismallien tunnistaminen voi olla haastavaa, ja koiratutkimus on erin-
omainen apuvdaline ihmisen harvinaissairauksien ja kehityshairiiden ymmartamisessa.
(Hytdénen — Lohi 2016.)

Suurena elaimena karvaiset koirat tarjoavat fysiologisesti ja kliinisesti todenmukaisem-

man mallin ihmisen sairauksille verrattuna esimerkiksi hiireen. Se on pitkaikaisempi ja



geneettinen samankaltaisuus ihmisen kanssa on noin 95 %. Koirista voidaan saada tut-
kimusmateriaalia, jollaista on vaikeampi kerété suurilta maariltéa ihmisid. Soluja, kudoksia
ja muita invasiivisia toimenpidetta vaativien materiaalien kerdamisessa elaimien kaytta-
minen on usein ainoa realistinen mahdollisuus. Ihmisten osallistuminen vaivalloisiin tut-
kimuksiin voisi olla vahaisempaa ja siihen liittyisi enemman byrokratiaa. (Hytonen - Lohi
2016.)

Suositun lemmikkielaimen tutkimisessa on omat etunsa kuten se, etta koirista on usein
saatavilla hyvin kattavia ja tarkkoja sukupuita. Liséksi koira jakaa ihmisen elinympariston
ja sen vaikutukset. Koirien omistajat ovat mahdollistaneet paljon olemalla aktiivisia toi-
mijoita ja tuomalla koiriaan naytteenottoon ja tayttdmalla kayttaytymista ja terveystietoja
koskevia lomakkeita. Talla hetkella tutkimusryhmén yllapitaméassa koirien DNA-pankissa
on naytteet noin 60 000 koirasta. Rotujarjestot ja niiden alaiset rotua harrastavat yhdis-
tykset ovat innokkaita tukemaan koirien geenitutkimusta. Geenitietoa voidaan hyddyntaa
koirien jalostuksessa kaupallisten geenitestien muodossa ja testaus kuuluukin joidenkin
rotujen jalostuksen tavoiteohjelmaan. Kaiken kaikkiaan koirien geenitutkimus lisaa tietoa
erilaisista hairidista ja auttaa kehittamaan parempia hoitoja niin ihmisten kuin koirienkin

perinndllisisiin sairauksiin. (Hytonen - Lohi 2016.)

3.2 Kaoairien geenitestaus luo terveemman tulevaisuuden roduille

Koirien geenitutkimuksen avulla saadaan ehdokasgeeneja perinnéllisille sairauksille ja
geenivirheen ldytaminen mahdollistaa geenitestin kehittamisen kyseisiin sairauksiin.

Suomen Kennelliiton Perinnéllisten vikojen ja sairauksien vastustamisohjelma (PEVISA)
sisaltda ehtoja puhdasrotuisten koirien pentujen rekisterdintiin liittyen ja naihin ehtoihin
siséltyy muun muassa terveystutkimuksia. Ehtojen avulla yritetddn varmistaa, etta ro-
dunjalostuksen paapaino on aina terveyteen ja luonteeseen liittyvien ongelmien eh-
kaisyssa ja ettd rodun geneettinen monimuotoisuus on turvattu (Kennelliitto PEVISA-
saantd 2008: 1). Kennelliitto ry:n rotukohtaisiin erityisehtoihin (2016) kuuluu osalla ro-
duista myds geenitesteja. Geenitestit yhdessa huolellisesti suunniteltujen jalostuksen ta-
voiteohjelmien kanssa ovat tehokas tapa ennaltaehkaista tai vahentaa perinndéllisten vi-

kojen ja sairauksien leviamista roduissa.

Geenitestit myds sailyttavat rotujen geneettistd monimuotoisuutta, sill& niiden avulla voi-
daan kayttaa mahdollisimman montaa yksilda jalostuksessa. Puhtaissa roduissa, joissa

geenipooli on hyvin pieni, on tama erittain tarkeda rodun kestavan kehityksen kannalta.



Kasvattajien yleinen tapa reagoida geenitesteihin on olla kayttdmaéatta jalostuksessa
muita kuin homotsygootteja villityppi koiria. Kuitenkin esimerkiksi resessiivisissa auto-
somaalisissa sairauksissa, joissa mutaatio voi olla yleinen rodussa, on tarpeen kayttaa
myo6s kantajia jalostustarkoituksiin, jotta rodun geneettinen diversiteetti ei kapene tar-
peettoman paljon. TallGin tulee huomioida, etta kumppanilla ei saa olla kyseista mutaa-
tiota. (Mellersh 2012.)

Kaikki tapaukset eivat ole yhta yksinkertaisia, kuten esimerkiksi monitekijaisesti periyty-
vat lonkkaviat, sokeritauti eli diabetes mellitus ja autoimmuunisairaudet. Tulevaisuu-
dessa geenitiedon maéra tulee kasvamaan valtavasti ja yha uusia geenitesteja tulee
kasvattajien kayttéon. Kompleksisen tiedon hyddyntaminen tulee olemaan haastavaa ja
vaatii asiantuntijoiden valvontaa ja ohjeistusta. (Wilson — Wade 2012; Mellersh 2012.)
Wilson ja Wade (2012) ehdottavat ratkaisuksi kansainvélistd organisaatiota, jonka teh-
tava on toimia rotupohjaisen geneettisen analyysin ja tiedonjakamisen keskuksena. Tal-
lainen vastaava organisaatio on jo perustettu lypsykarjan periman parantamiseksi ja olisi
aiheellinen myds koirarotujen terveyden edistamiselle ja geneettisen monimuotoisuuden
sailyttdmiselle. Nain voitaisiin varmistaa, etta kallisarvoiset tutkimustulokset tuottaisivat
mahdollisimman suuren hyddyn ja ettd geenitestien vaarinkaytto ei kaventaisi geneet-

tistd monimuotoisuutta rotujen sisalla.

4 Koirien historia

Canis lupus familiaris eli tutummin kesykoira on sudesta kesyyntymisen kautta muodos-
tunut alalaji. Kesyyntymisen arvellaan tapahtuneen noin 11 000 — 32 000 vuotta sitten
(Wang ym. 2013; Freedman ym 2014). Arvioiden valiset suuret erot johtuvat siita, etta
koirien mutaatiotaajuudesta, eli siita kuinka usein mutaatioita tapahtuu aikayksikkda koh-
den, tiedetddn varsin vahan. Eri arviot mutaationopeudesta johtavat eri aika-arvioihin
koiran kesyyntymisesta. (Larson — Bradley 2014.) Freedman ym. (2014) havaitsivat, etta
mitkaan nykyiset susien kehityslinjat oletetuista kesyyntymisen keskipisteista ei ole mer-
kittavasti laheisempéaé sukua koiran kanssa. He nostavatkin koiran alkuperan kysymyk-
sen uudelleen pohdittavaksi.



4.1 Afgaaninvinttikoira

Kuvio 1. Afgaaninvinttikoira. Commons.Wikimedia 2011.

Afgaaninvinttikoira luokitellaan itdmaiseksi vinttikoiraksi, tarkemmin sanottuna se on osa
keskiaasialaisten vinttikoirien ryhmé&éa. Nimens& mukaisesti rodun kotiseutu on Afganis-
tan ja sen lahialueet: Pakistan, Intia ja Iran. (Suomen afgaanit ry:n Jalostuksen tavoite-
ohjelma 2006: 6.) Afgaaninvinttikoira on yksi varhaisimmin erkaantuneista roduista. Af-
gaaninvinttikoira sekéa toinen keskiaasialainen vinttikoirarotu, Saluki, kuuluvat selkeésti
omaan fylogeneettiseen haaraansa koirarotujen sukupuussa, joka muodostettiin mik-
rosatelliittimarkkereiden geneettisen variaation perusteella. (Parker ym. 2004.) Afgaa-
ninvinttikoiria kaytettiin alun perin pienten ja keskikokoisten riistaeldainten metsastykseen.
Metsastdessa nama koirat toimivat hyvin itsendisesti: ne juoksevat saaliin kiinni ja tap-
pavat sen. Nykyisin afgaaninvinttikoira on suosittu seurakoira ja nayttelyissa runsaasti
edustettu rotu. (Suomen afgaanit ry:n Jalostuksen tavoiteohjelma 2006: 6.)



5 Hemofilia

5.1 Etiologia ja Kkliininen kuva

Hemofiliat ovat verenvuotosairauksia, jossa potilaalla on joko hyytymistekijan VIII, IX tai
XI vaje tai taydellinen puutos. Hemofiliat jaetaan kolmeen eri ryhm&an sen perusteella,
mista hyytymistekijasta on kyse: hemofilia A:ssa puuttuu tekija VIll, B:ssa tekija IX ja
C:ssa tekija XI. Kukin edelld mainittu tekija on osa sisaista hyytymisketjua ja siten tarkeéa
fysiologiselle hyytymistapahtumalle. (Lassila — Riikonen — Armstrong 2015: 484.) lhmi-
silla tekijan VIII vajetta perinndllisessd hemofiliassa hoidetaan antamalla ihmisen hyyty-
mistekijaa VIl suonenesisdisena infuusiona. Tama on sinansa tehokas hoito, mutta jos-
kus potilaan elimistd kehittd&a allovasta-aineita eksogeenistd hyytymistekijad vastaan.
(Witmer - Young 2013.)

Hemofiliat periytyvat X-kromosomaalisesti, eli kantajamiehet ovat aina sairaita. Arviolta
30 % heterotsygooteista kantajanaisista kérsii alentuneesta hyytymisaktiivisuudesta (alle
40 %), vaikka perheen varsinaisesti sairaalla yksilolla olisi vain lieva hemofilia A. Nain
ollen my6s kantajanaisilla on kohonnut riski ylenmaaraisille verenvuodoille vakavien
traumojen ja invasiivisten toimenpiteiden yhteydessa. (Plug ym. 2000.) Sama péatee
myos koirille: kantajien hyytymisarvot ovat geneettisesti normaalien ja sairaiden yksilGi-
den véalimaastossa (Brooks 1999).

Muut kuin perinnolliset hemofiliat ovat erittéin harvinaisia sairauksia, mutta myos hankin-
naisia hemofilioita on kuvattu. Autoimmuunihéiriésté johtuvassa hemofiliassa potilaan
spontaanisti tuottamat autovasta-aineet johtavat tekija FVIIl:n vajeeseen. Hankinnainen
hemofilia A (AHA) eroaa perinndllisesta siten, etta siind aiemmin normaali hemostaasi
hairiintyy muodostuvien vasta-aineiden seurauksena. (Von Depka 2002.) Perinndlli-
sessd hemofiliassa kliininen kuva on samanlainen syntymastéa asti. Myods verenvuodot
ovat erilaisia: potilaista, joilla on hankinnainen hemofilia, 87 % karsii vakavista verenvuo-
doista (Green — Lechner 1981). AHA poatilailla on tyypillisesti suuria ihonalaisia veren-
vuotoja, jotka ilmenevat spontaanisti tai pienten traumojen jalkeen, kun taas perinnélli-
selle hemofilialle ominaiset verenkertymét nivelissa ovat harvinaisia (Von Depka 2002).
Vain puolet hankinnaisista hemofilioista on osattu yhdistaa johonkin aiheuttavaan teki-
jaan ja loput tapauksista on idiopaattisia. Altistaviksi tekijoiksi on todettu muun muassa

autoimmuunisairaudet, malignit kasvaimet ja hematologiset muutokset, ihosairaudet



(psoriasis, pemfigus), hengitysteiden sairaudet (astma, keuhkoahtauma), allergiset 1&&-
keainereaktiot ja raskaus. (Grethlein — Kessler - Nagalla 2016.) AHA:a hoidetaan immu-

nosuppressiivisilla laakkeilla (Baudo — Cataldo 2015).

5.2 Hyytymisjarjestelma

Normaalisti toimivassa kehossa tapahtuva suonivaurio aktivoi verihiutaleita, jotka kiinnit-
tyvét suonen seindmaan (adheesio) ja tarttuvat toisiinsa (aggregaatio) ja siten muodos-
tavat hyytyman. Taman prosessin aikana kaynnistyvan hyytymiskaskadin aktivoi kudos-
tekija eli TF, kun se joutuu kontaktiin veressa olevan tekijan VIl kanssa. TF ja FVII muo-
dostavat vaurioalueelle entsyymikompleksin, joka kaynnistdd sarjan reaktioita, joihin
osallistuu joukko veren hyytymistekijoita. (Chung — Xu — Davie 2013: 110.) TF:n ja VII:n
kompleksi katalysoi faktori X:n muuttumista Xa:ksi kahdella tavalla: suoraan tai epasuo-
rasti aktivoimalla tekijan IX. Riippumatta siitd, kumpaa reittia FX:n aktivoituminen tapah-

tuu, on lopputulos sama. (Morrisey — Broze 2013: 163-164)

Xa
+Va

protrombiini —— trombiini

l

fibrinogeeni ———— fibriini

X1

|

«—— Xllla

stabiili fibriini

Kuvio 2. Hyytyman muodostuminen. Pieni a-kirjain symboloi hyytymistekijan aktiivista muotoa.
(Lassila 2015: 39)

Aktivoitunut tekija X muuntaa protrombiinin trombiiniksi (kuvio 2). Tekijan Xa liséksi
protrombiinin muuntuminen trombiiniksi vaati kofaktorin FVa:n, kalsiumin ja fosfolipidien
lasna oloa. (Chung — Xu — Davie 2013: 110; Lassila 2015: 37,39.) Trombiinilla on suuri
merkitys hemostaasissa, silla se aktivoi verihiutaleita, sdételee liuottavaa jarjestelmaa,
stimuloi hyytymista estavid tapahtumia sekd muuntaa liukoisen fibrinogeenin liukene-
mattomaksi fibriiniverkoksi. (Lassila 2015: 31, 38) Fibrinogeenin tehtdva on stabiloida



tukos muuntumalla liukenemattomaksi fibriiniksi. Tarkemmin sanottuna hyytymiskaska-
dissa trombiini pilkkoo fibrinogeenista kaksi fibrinopeptidia, FPA ja FPB, ja ndin muodos-
tuu liukoisia fibriinimomomeereja. Monomeerit muodostavat polymeereja, jotka haaroit-
tuvat. Fibriinin haaroittuessa, ja trombiinin aktivoiman tekijan Xlll:n stabiloidessa saikeet,

muodostuu liukenematon hyytyma. (Lassila 2015: 37)

5.3 Tekija Vil

TF + Vlla

:

IX—>1Xa

Vlllal

X— Xa

Tenaasikompleksi

Kuvio 3. Veren hyytymisjarjestelmén tenaasikompleksi (Lassila 2015: 39)

Tenaasikompleksi muodostuu 1Xa:sta, Vllla:sta ja X:sté ja sen seurauksena tekija X ak-
tivoituu (kuvio 3). Reaktiossa IXa on entsyymi, Vllla on kofaktori, ja X on substraatti.
Plasman hyytymistekijan Vllla:n tarttuessa tekijaan 1Xa muodostuu kompleksi, joka loh-
kaisee X:stéa palan. Hyytymistekijoiden lisaksi reaktiossa taytyy olla lasna kalsiumioneja
ja fosfolipideja. Muodostunut Xa katalysoi trombiinin muodostumista. (Kaufman — Fay —
Popolo — Ortel 2013: 179.) Tenaasi saa nimensa siita, ettd se pilkkoo tekijaa X eli kym-

menen (engl. ten).

FVIII:n kantajamolekyylind toimiva kofaktori, von Willebrandin tekija eli VWF, kuljettaa
FVIII:n suonivaurion alueelle, missa FVIII:n aktivaatio tapahtuu rajoitetun proteolyysin
kautta (Terraube — O’'Donnell — Jenkins 2010). VWF myos stabiloi tekija Vlll:aa veren-
kierrossa ja pitdd sen tason riittdvana spontaanien verenvuotojen estamiseksi. Tekijoi-
den valinen kiinnittyminen perustuu laajoihin vuorovaikutuksiin VWF:n D’'D3 domeenin
ja FVILn kevyen ketjun valilla. (Chiu ym. 2015.) Mutaatiot VWF:n FVIllI-sitoutumisalu-
eella johtaa madaltuneeseen affiniteettiin tekijoiden valilla ja siten lieviin/keskivakaviin
FVIII puutoksiin (Lillicrap 2013).



Trombiinin katalysoimassa reaktiossa heterodimeerinen FVIII pilkkoutuu kahdeksi ala-
yksikoksi, Al ja A2. (Regan — Fay 1995.) Trombiini aktivoi siis FVIIl:aa, ja ndin yhd enem-
man protrombiinia aktivoituu trombiiniksi (Pieters — Linhout — Hemker 1989). Téasta seu-

raa luonnollisesti hyytymisreaktion voimistuminen.

5.4 F8-geeni ja mRNA ekspressio

Tekija VIlII:td koodaava geeni, F8, sijaitsee ihmiselld ja koiralla X-kromosomissa. Koiran
F8-geenissa on 26 eksonia. Koiran F8 eksonit ja intronit ovat jarjestaytyneet hyvin sa-
malla tavalla kuin ihmisen, mutta inmisell& on kyseisessa geenissa 36 eksonia. Kokonai-
suudessaan, NM_000132.3 ja NM_001003212.1 referenssisekvenssien mukaan, koiran

ja ihmisen F8-geenit ovat 85,3 %:sesti identtisia.

Paaasiallinen VIII:n syntetisaatiopaikka elimistdssa on pitkaén ollut kiistanalainen, mutta
viimeaikaisissa tutkimuksissa on selvinnyt, etta tekijaa VIl syntetisoidaan paljon mak-
sassa hiussuonipoukamien endoteelisoluissa (Shahani ym. 2014) seka endoteeliso-
luissa ympari kehoa (Fahs — Hille — Shi — W eiler — Montgomery 2014). My6s muiden kuin
endoteelisolujen on havaittu ekspressoivan FVlll:aa: hiirimallissa ihmisen hematopoieet-
tisten CD34+ solujen transplantaatiot saivat plasman tekijan VIII aktiviteetin nousemaan
5 %:a (Zanolini ym. 2015). Zanolini ym. (2015) raportoivat FVIII:n ekspressiota suurim-
massa osassa myeloidisen linjan soluja: monosyytit, makrofagit, megakaryosyytit ja
dendriittisolut ekspressoivat FVIll:aa sekd mRNA:na ettd proteiinina. Aikaisemmat mak-
satransplantaatiokokeet FVIlI-vajeisilla koirilla ja hemofilia A:ta sairastavilla ihmisilla tu-
kevat myos vditteita, etta FVIll.aa syntetisoituu pddasiassa maksassa ja retikuloendote-

liaalijarjestelméssa (Kaufman ym. 2013: 182).

Koairilta tunnetaan F8-geenistad paljon erilaisia mutaatioita, jotka aiheuttavat hemofilia
A:ta. Chapel Hillin yllapidetystéa hemofilia A:ta sairastavien koirien linjasta tunnistettiin
ihmisella yleistd F8-geenin mutaatiota muistuttava inversio (Lozier ym. 2002). Vuonna
2016 (Lozier ym.) ldydettiin vanhaenglanninlammaskoiralta eksonista 12 pistemutaati-
osta seurannut ennenaikainen stop kodoni, joka aiheutti vakavan hemofilia A:n kysei-
selle urokselle. Bokserilta on 16ydetty eksonista 10 hemofilia A:n aiheuttava pistemutaa-
tio (Christopherson — Bacek — King — Boudreaux 2014). Pistemutaation seurauksena A2
domeenin aminohappo 471 vaihtui arginiinista proliiniin. Samassa julkaisussa raportoitiin
my0ds toinen koirilla hemofiliaa aiheuttava missensemutaatio: hemofilia A diagnoosin

saaneelta saksanpaimenkoiralta 16ytyi G>A pistemutaatio eksonista 11, joka aiheutti
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aminohapon vaihtumisen tyrosiinista kysteiiniin positiossa 548 (Christopherson — Bacek
— King — Boudreaux 2014).

122900k |€HGoK | [123mM
<l 1L W) LIT Il < | F8geen

122,950 K @EETETEER2,960 K

0. 122966610-122966611insT
< | |

14 13
B = eksani
= introni

Kuvio 4. Can.Fam3.1 referenssisekvensssin (Lindblad-Toh ym. 2005) eksonikartta koiran F8-
geenista. Merkitty eksonit 14 ja 13 seka tutkittavat mutaatiokohdat.

Opinnaytetyossa tutkittavat mutaatiot g.122955217G>C ja 9.122966610-11insT sijaitse-
vat F8:n eksoneissa 14 ja 13 (kuvio 4). Ensin mainitussa pistemutaatiossa G:n vaihtumi-
nen C:ksi aiheuttaa aminohappotasolla glysiinin vaihtumisen alaniiniksi (taulukko 1). In-
sertiomutaatio sijaitsee eksonin 13 silmukointi alueella, mutta ei kuulu proteiinia koodaa-
vaan sekvenssiin. Silmukointialueella sijaitsevat mutaatiot eivat yhté todennakdisesti vai-
kuta tuotteen toimintaan, mutta voivat johtaa virheelliseen RNA:n silmukointiin ja siten
puutteellisesti toimivaan tuotteeseen tai tuotteen taydelliseen puutokseen (Kivirikko
2006: 67; Griffiths — Miller — Suzuki — Lewontin — Gelbart 2000: 467)

Taulukko 1. Emassekvenssin ja aminohappojarjestyksen muutos g.122955217G>C pistemu-

taatiossa

Villityyppi Pistemutaatio
Emasjarjestys ... CCT GGA AGG... ... CCT GCAAGG...
Aminohappojarjestys | ... PRO GLY THR... ... PRO ALA THR...
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6 Aineisto ja menetelmat

Tutkimusaineistoa rajattaessa tulee varmistaa, etta valitut yksilot edustaisivat tutkittavaa
populaatiota, tassa tutkimuksessa siis afgaaninvinttikoiria, ja sen alleelifrekvenssia tasa-
puolisesti. TA&ma on toimiva tutkimusasetelma tutkittaessa populaatiossa yleisesti esiin-
tyvaa polymorfismia, jonka uskotaan selittdvéan tutkittavan sairauden tai muun piirteen.
Kuitenkin tutkittaessa harvinaisempia sairauksia, kuten hemofiliaa, kaytetdan yleensa
sukupohjaista l&hestymistapaa. (Zondervan — Cardon 2007.) Tassa opinnaytetytssa tut-
kittiin kahden potentiaalisesti hemofiliaa aiheuttavan mutaation esiintymista sairaan koi-
ran suvussa (kts. lite 1 ja 2). Tutkimusaineistona olivat suomalaiset puhdasrotuiset af-
gaaninvinttikoirat, joista omistaja oli luovuttanut EDTA-verinaytteet koirien DNA-pank-

kiin.

Sairaalta yksil6lta oli otettu hyytymistutkimukset ennen lopettamista (kts. liite 3). Protrom-
biiniaika oli 9 sekuntia (viitearvo <8,8 s) ja APTT tulos oli viela selkeammin koholla: hui-
mat 25,8 sekuntia viitearvon ollessa 13,5 sekuntia. APTT mittaa hyytymistekijoiden XII,
X1, 1IX, VI, X, V, |l ja | yhteisvaikutusta (HUSLAB 2017). Trombiiniaika oli normaalin
rajoissa, joten hyytymistutkimusten tuloksiin vaikuttavat trombiini-inhibiittorit ja hepariini
voidaan katsoa poissuljetuiksi (HUSLAB 2016). D-dimeerin konsentraatio plasmassa oli
hiukan koholla, mik& luultavasti johtuu suurista verenvuodoista. D-dimeeri on fibriinin ha-
joamistuote, jota vapautuu verenkiertoon verihyytyman liuetessa. (Eskelinen 2016.) Koi-
ran FVIlI-aktiivisuus oli erittain matala, vain 3 %. FXI:n ja VWF:n aktiivisuudet olivat nor-

maalin rajoissa.

Téssé tyodssa testattiin g.122955217G>C mutaation suhteen yhteensa 25:n koiran nayt-
teet. Toisessa tutkittavassa mutaatiossa g.122966610-122966611insT sekvensaitiin va-
hemman naytteita: sairaan koiran liséksi tutkittiin 17 naytetta. Validointiin mukaan otetut
mutaatiot oli valittu sairaan koiran eksomisekvensointiaineiston analysoinnin perusteella.
Insertiomutaatio ei kestanyt filtteréintia, mutta se tutkittiin silti. Jos tulokset olisivat olleet
lupaavia, olisi enemmankin afgaaninvinttikoirien naytteitd sekvensoitu, mutta taméa otos

riitti todistamaan, ettd nama variantit eivat yksinaan aiheuta hemofilia A:ta.
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6.1 DNA:n eristys veresta

Useimmissa genetiikan menetelmissa, DNA:n taytyy olla eristettynd solumateriaalista ja
muista mahdollisista kontaminanteista. DNA:ta voidaan eristdd suuresta joukosta eri
naytemateriaaleja, esimerkiksi eri kudoksista, syljen poskisoluista tai veren valkoso-
luista. Tassa tyossa kaytetyt ndytteet on eristetty EDTA-verinaytteistd. EDTA-putkissa
oli verta 1-3 ml.

VOFT

BT
Schemag

Kuvio 5. Chemagic Magnetic Separation Module | (MSM 1)

Eristdminen suoritettiin Chemagic Magnetic Separation Module | (MSM ) -laitteella, joka
on puoliautomaattinen DNA:n ja RNA:n eristysrobotti (PerkinElmer Chemagen Techno-
logie GmbH, Baeswieler, Saksa). Laite erottaa DNA:n naytteen muusta materiaalista
magneettihelmien ja metallisauvojen avulla. DNA sitoutuu halkaisijaltaan 1,5 um kokoi-
siin magneettihelmiin, jotka koostuvat nanoluokan kokoisista magneettipartikkeleista ja
PVA (polyvinyyli alkoholi) valiaineesta. Sekoittajasauvojen sisalla olevien metallisauvo-
jen magnetisointi saa magneettihelmet ja niihin sitoutuneen DNA:n sitoutumaan sauvoi-
hin. Kun sahkdmagneetti kytketaan pois paaltd, helmet vapautuvat uuteen liuokseen.

Menetelmé&ssa ei siis siirreta nestetta seuraaviin vaiheisiin vaan ainoastaan magneetti-
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helmipelletti, joka muodostuu sauvan paahan. (PerkinElmer 2017: 4-5, 7.) Joskus lopul-
lisessa DNA eluaatissa on magneettihelmijadmia. Kyseiset partikkelit eivat hairitse
PCR:ssa tai useimmissa muissa jatkoreaktioissa, mutta voivat lisata tausta-absorbans-
sia UV mittauksissa. (PerkinElmet 2013.)

6.2 Konsentraation ja puhtauden mittaaminen

Kuvio 6. Nanodrop spektrofotometri

Eristettyjen naytteiden konsentraatiot ja puhtaus mitattiin NanoDrop™ 1000 spektrofoto-
metrill&, jolla voidaan mitata proteiineja ja nukleiinihappoja (Nanodrop Technologies, Wil-
mington, Delaware, Yhdysvallat). Laite mittaa absorbanssin naytepisarasta, jonka tila-
vuus on vain 1 pl. (Thermo Fischer 2008: 1-1.) Mittaukseen vaadittava pieni naytemaara
on erittdin hyodyllinen siksi, ettd mitattu materiaali heitetdén pois mittauksen jalkeen.
Mittausta on hyvin vaikea suorittaa steriilisti, eikd naytetta yleensd enaa keraté takaisin
kayttoa varten. (Suominen — Ollikka 2004: 67.)

Nayte pipetoidaan optisen valokuidun paalle. TAma toimii vastaanottavana valokuitukaa-

pelina. Naytteen paalle lasketaan toinen kaapeli, joka taas on valon l&hde. Kaapelit ovat
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kumpikin kontaktissa naytteen kanssa ja niiden valille muodostuu nestesilta pintajannit-
teen ansiosta. Spektrofotometinen mittaus kaynnistetaan tietokoneella olevasta ohjel-
masta. Jokaisen naytteen valissa pyyhitdan pisara pois kayttden pehmeéa liinaa.
(Thermo Fischer 2008: 1-1, 3-2.)

Kaksijuosteisen DNA-liuoksen absorptio 260 nm:ssé on 1,0 ja kokeellisesti on osoitettu,
etta tdma vastaa dsDNA-konsentraatiota 50 pg/ml (Suominen - Pérssinen — Pelkonen
2013: 110). Ohjelma laskee mitatusta absorbanssista Lambert-Beerin lain avulla nayt-
teen konsentraation. Lambert-Beerin lain mukaan

c=(A*e)/b  , jossa c=konsentraatio (ng/pl), A=absorbanssi (AU), e=mo-

laarinen absorptiokerroin, b=naytteen paksuus. (Thermo Fischer 2008: 19-2.)

Puhtauden kuvaamiseen kaytetddn suhdelukuja Azso/Azso ja Azeol/Azz0. Proteiinit absor-
boivat voimakkaimmin 280 nm aallonpituudella, mutta myés DNA absorboi jonkun verran
280 nm:ssa. Puhtaalle DNA:lle suhdeluku Azeo/Azso = 1,8. Jos DNA-liuoksen Azso/Azso
luku on alentunut, ndytteessa on todennakoisesti proteiini-, fenoli- tai jokin muu konta-
minaatio. (Suominen ym. 2013: 110-111; Thermo Fischer 2008: 5-2 — 5-3.) Aze0/A230 SUh-
deluku on sekundaarinen mittausmenetelmé& DNA:n puhtaudelle. Odotetut arvot puh-
taalle DNA:lle ovat valilta 1,8-2,2. Jos liuoksen Azso/Azz0 luku on tuntuvasti odotettua
alempi, on naytteessd kontaminaatio, joka absorboi aallonpituudella 230 nm. (Thermo
Fischer 2008: 5-3)

6.3 DNA:n monistus polymeraasiketjureaktiolla

Polymeraasiketjureaktiolla engl. PCR Polymerase Chain Reaction monistetaan DNA:ta,
joka sijaitsee kahden tunnetun DNA-jakson valissa. Monistettavan alueen rajaavat aluk-
keet, jotka suunnitellaan kahden eri tunnetun DNA-jakson nukleotidijarjestyksen mukai-
siksi. Reaktio perustuu lampo6a kestavaan DNA-polymeraasiin ja monta kertaa perakkain
toistettavaan kahdentumisreaktioon. (Suominen ym. 2013: 153) PCR-syklin tuotteena
syntyy kaksinkertainen maara DNA-nauhaa alkuperaiseen maaraan nahden. (Suominen
ym. 2013: 154) PCR reaktion avulla tulisi monistaa tavallisia metodeja kaytettdessa vain
maksimissaan 3 kb (3000 eméasparin) pituisia DNA fragmentteja. Sita pidempiéakin, jopa
10 kb kokoisia on mahdollista monistaa PCR menetelmalla. Tall6in tulokset eivat valtta-
matta ole yhtéa johdonmukaisia ja monistuksen tehokkuus laskee. (Brown 2006: 184.)
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6.4 Alukkeiden suunnittelu

PCR:n onnistuminen on kiinni hyvin suunnitelluista ja toimivista alukkeista. Alukkeiden
valinnassa tulee huomioida monia seikkoja ja siksi niiden suunnittelutyéta helpottamaan
on kehitetty erilaisia ohjelmia. Suunnitteluohjelmat mm. etsivat tunnetusta sekvenssista
sopivia sitoutumiskohtia alukkeille, laskevat niiden sulamislampétilan (eli Tr) ja taipu-
muksen muodostaa hiusneuladimeerejd. Jos alukkeet eivét ole tarkoin suunniteltuja, on
mahdollista, ettd ei synny lainkaan tuotetta tai syntyva tuote ei ole spesifinen tai se on
vaarasta kohdasta DNA:ta. (Suominen ym. 2013: 158; Brown 2006: 184.)

Alukkeiden emasjarjestyksien tulee olla komplementaarisia monistettavaa sekvenssia
reunustavien alueiden kanssa. Alukkeiden 3’ paiden tulee olla toisiaan kohti, kun ne hyb-
ridisoituvat kiinni monistettavan DNA patkan eri puolille. Emasjarjestysta miettiessa on
kiinnitettava huomiota myoés alukkeen pituuteen. Lyhyet alukkeet voivat sitoutua useam-
paan kohtaan genomissa ja tuottaa epaspesifejd tuotteita. Liian pitkat alukkeet eivat
mydskaan ole optimaalisia, silla alukkeen pituus vaikuttaa reaktion lopputuotteen maa-
raan heikentavasti. Tama johtuu siita, etta liian pitkat alukkeet eivat ehdi sitoutua syklien
aikana. Kaytannossa yli 30 emaksen pituisia alukkeita ei kayteta lahes koskaan. (Brown
2006: 184-185)

Sopivaa pituutta pohtiessa voi miettia kuinka todennékdista on, ettd sattumanvaraisessa
nukleotidijarjestyksessé on juuri kyseinen sekvenssi. Tama voidaan laskea korottamalla
4 potenssiin alukkeen emaksien lukumé&aralla. Esimerkiksi jos kaytetdan aluketta, joka
muodostuu 9 emaksestd, voidaan sen odottaa tulevan vastaan kerran 4° = 262 144
emasparin valein. Tdma kuulostaa epatodennakoiseltd, mutta kun otetaan huomioon,
ettd koiran koko genomissa on 2,38 Gb emaspareja (Lindblad-Toh ym. 2005) on selvaa,
ettd aluke ei ole tarpeeksi pitk&. 2 380 000 000 eméaksen joukosta yhdekséan eméksen
pituisen alukkeen voi odottaa I6ytavan noin 9000 sitoutumispaikkaa. Alukkeen minimi
pituutena voidaan pitaa esimerkiksi 17 emasta. Tuolloin alukkeen sattumanvarainen 16y-
tyminen tapahtuisi todennékdisyyslaskennan mukaan 4’= 17 179 869 184 emaksen va-
lein, mik& on noin 7,2 kertaa koiran koko genomin pituinen. (Brown 2006: 184-185.)

Alukkeen nukleotidijarjestys maaréa sen liittymisvaiheen eli annealing-lampdétilan. Jos
lampdtila on lilan korkea ei alukkeen sitoutumista juosteeseen tapahdu. Lampdtila vai-
kuttaa myos liittymisen spesifisyyteen. Jos lampétila on lilan matala, syntyy mismatch-

hybridejd. Toisin sanoen aluke sitoutuu templaatissa kohtaan joka ei ole taydellisen
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komplementaarinen sen emasjarjestyksen kanssa. ldeaalinen annealing-vaiheen lam-
potila on tarpeeksi korkea estadkseen epaspesifin sitoutumisen, mutta riittavan matala,
jotta sitoutumista voi tapahtua. (Brown 2006: 184-185)

Alukeparin sulamislampdatilalla tarkoitetaan sitd lAmpdtilaa, jossa puolet alukkeista ovat
kiinnittynein& templaatteihin ja puolet ovat irrallaan liuoksessa. Alukepari olisi pystyttava
suunnittelemaan siten, etta niiden Tt poikkeavat toisistaan enintaén 2 °C, muutoin nii-
den sitoutuminen ei onnistu yhta hyvin annealing-vaiheessa eli alukkeiden kiinnitysvai-
heessa. (Suominen ym. 2013: 159.) Tm:n voi maarittdd kokeellisesti tai laskea kaavan
avulla. Tn= (4X[G+C]) + (2x[A+T]) °C, jossa [G+C] on G ja C nukleotidien lukum&ara ja
[A+T] on vastaavasti A ja T nukleotidien lukuméaéara alukkeessa. (Brown 2006: 187.)

6.4.1 Suunnitteluohjelmat

Kaytin alukkeiden suunnitteluun Primer3web online-ohjelmaa (http://primer3.ut.ee) ja
hain kohdealueen genomisen sekvenssin UCSC-tietokannasta (University of California
Santa Cruz). Kun kohdealueen sekvenssi on haettu tietokannasta, se syotetddn Pri-
mer3W eb ohjelmaan. Ohjelma toimii siten, etté kopioidaan n. 30 rivia sekvenssia ja mer-
kitaan hakasulkeilla vahintaan 30 eméksen jakso, joka siséltaa mielenkiinnon kohteena
olevan emasjarjestyksen. Optimaalinen monistettavaksi valittava alue on muutama sata
emasta. Liian lyhyt emé&sjakso on ongelmallinen, koska sekvenssin laatu on yleensa
heikkoa sekvenssin alussa ja lopussa. Luotettavin tulos saadaan, kun haluttu kohde on

keskella muutaman sadan emaksen pituisessa sekvenssissa.

Kun painaa "Pick primers” ohjelma hakee taman alueen edelta ja jaljesta optimaaliset
sekvenssit alukkeille. Taméan jalkeen tarkistetaan UCSC:sté, ettd alukkeet ovat spesifeja.
Tahan on kateva tydkalu nimelta ”In silico -PCR?”, johon alukkeiden sekvenssit sybtetaan.
Pudotusvalikosta valittiin koiran genomi ja Dec. 2013 genomin kasaus. Painamalla "sub-
mit” ohjelma etsii mahdolliset sitoutumispaikat valitusta genomista. Suunnittelemillani

alukkeilla (taulukko 2.) ei ollut tdman ohjelman mukaan epaspesifeja sitoutumispaikkoja.
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Taulukko 2.  Alukkeiden tiedot

Alukkeen nimi | Tutkittava mutaatio Alukesekvenssit Tuotteen pituus

F8_hemof g.122955217G>C 5’-AAGACACCATTTTGCCCCTG-3’ 277 bp
5’-CGGCGACTATGAAAATCAGGG-3’

F8_hfins g.122966610-11insT 5’-CTTGGGAATAAGGTAATGGGCA-3’ | 396 bp
5’-TGCCACTCTCTCCTGTTCTC-3’

6.5 PCR ja agaroosigeelielektroforeesi

Alukkeilla tehtiin ensin gradientti PCR, jossa testattiin erilaisia alukkeiden kiinnittymis-
lampdotiloja optimaalisten PCR-reaktio-olosuhteiden 16ytédmiseksi. Suunnitteluohjelmien
laskemat [ampdtilat ovat suuntaa antavia ja eivat valttamatta toimi todellisessa reak-
tiossa. Gradientti tehdaan kuten tavallinen PCR reaktio, mutta siind kaytetdén ohjelmaa,
jossa jokaiselle kuopalle on asetettu oma alukkeiden kiinnittymislampétila. Kussakin kuo-

passa kaytettiin saman koiran DNA naytettd, jotta tuloksia voidaan vertailla keskenaan.

67,3 66,0 | 641, 6138

Kuvio 7. F8_hemof -alukkeilla tehdyn gradietti-PCR:n tulokset geelielektroforeesi kuvassa. Gee-
likaivojen ylapuolelle on merkitty kyseisessd PCR-reaktiossa kaytetty alukkeiden kiin-
nittymislampétila. PCR-tuotteiden ulkoreunalle on pipetoitu markkeri (100 bp ladder),
jotta syntyneiden PCR-tuotteiden kokoa voidaan arvioida.

F8_hemof alukkeiden gradientin geelikuvasta (kuvio 7) huomataan, etta vahvin bandi on
muodostunut reaktiossa, jossa alukkeiden kiinnittyminen tapahtui 60,0 °C lampétilassa.
Muodostuneen tuotteen koko on hiukan alle 300 bp. Tassa lampdétilassa nakyy myos
100 bp:n kohdalla heikoiten ylimaarainen raita, jonka alkupera on epaselva. Kyseessa
voi olla jokin alukkeen muodostama epaspesifi tuote tai alukkeiden sitoutuminen toi-
siinsa. Gradientin perusteella kaytettiin PCR reaktioissa (taulukko 3) kiinnittymislampoti-
laa 60 °C.
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Kuvio 8. F8_hfins -alukkeilla tehdyn gradientti-PCR:n tulokset geelielektroforeesi kuvassa. Gee-
likaivojen ylapuolelle on merkitty kyseisessd PCR-reaktiossa kaytetty alukkeiden kiin-
nittymislampétila. PCR-tuotteiden ulkoreunalle on pipetoitu markkeri (100 bp ladder),
jotta syntyneiden PCR-tuotteiden kokoa voidaan arvioida.

F8 hfins -alukkeilla tehdysta gradientti-PCR:sta (kuvio 8) muodostuneen tuotteen koko

on noin 400-500 emasta. Gradientin perusteella kaytettiin annealing lampdatilana 59 °C

(taulukko 3). Tassa lampdétilassa on selkeasti syntynyt tuotetta ja on vahiten ylimaaraisia

tuotteita. Koska tuote on suurempi kuin F8-hemof alukeparilla annetaan tuotteen piden-

tya kauemmin (50 s) PCR:ssa (taulukko 3).

Taulukko 3.  Kaytetyt PCR ohjelmat
_ vaihe lampatila (°C) aika
?.;_ alkudenaturaatio 95 5:00
ﬁ; denaturaatio 95 0:30
:_-_U 35 x alukkeiden kiinnittyminen 60 0:30
% pidentyminen 72 0:45
<
EI loppupidentyminen 72 10:00
pito 4 0
vaihe lampdtila (°C) aika
.E alkudenaturaatio 95 5:00
% denaturaatio 95 0:30
‘_:.é 35 x alukkeiden kiinnittyminen 59 0:30
é pidentyminen 72 0:50
g' loppupidentyminen 72 10:00
pito 4 0
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PCR:ssa kaytettiin BIO-RAD:in T100™ Thermal Cycler -laitetta. Kaytetyt PCR ohjelmat
on kuvattu taulukossa 3. Ennen tuotteiden kasittelya sekvensointia varten varmennettiin
PCR:n onnistuminen agaroosigeelielektroforeesilla. Valmistetut geelit olivat 1% agaroo-

sigeeleja, joihin liséttiin GelRed variainetta.

Jos geelikuvassa oli kaikki kunnossa, tehtiin naytteille Exo-SAP kasittely, ja naytteet
toimitettiin - sekvensoitavaksi FIMM:ille (Instite for Molecular Medicine Finland).
ExoSAP-IT® on entsymaattinen kasittely, jonka avulla eliminoidaan irralliset alukkeet ja
dNTP:t, jotta ne eivat hdiritsisi jatkoreaktioissa. Reaktioon lisatddn kahden entsyymin
seosta. Eksonukleaasi | ja SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) degradoivat ylijaéneet
alukkeet ja dNTP:t. (Bell 2008.) Pistemutaatio eksonissa 14 sekvensaitiin kayttamalla
etualuketta (englanniksi forward primer). Insertioalue sekvensoitiin kumpaankin

suuntaan.

6.5.1 Automatisoitu Sanger sekvensointi

Sekvensointi tarkoittaa menetelmaa, jolla selvitetdan DNA:n tarkka nukleotidijarjestys.
Sekvensointiin on kehitetty useita eri menetelmid, jotka perustuvat eripituisten DNA-frag-
menttien muodostumiseen. Naisté nykypaivana eniten kaytetty on Sangerin menetelma,
koska siina ei tarvitse kayttaa toksisia reagensseja, ja koska sen automatisointi on suh-
teellisen helppoa. (Brown 2006: 207)

Aluke toimii vastinjuosteen synteesin aloituskohtana. (Brown 2006: 207-206) Automati-
soidussa Sanger-sekvensoinnissa dideoksinukleotidit leimataan eri fluorokromeilla. Re-
aktioseoksessa on myds normaaleja deoksinukleotideja, ja jokaisen eméaksen korvautu-
minen fluoresoivalla nukleotidilla on yhta todennakoistd. Nain ollen dieoksinukleotidit,
jotka pysayttavat DNA-ketjun synteesin, sitoutuvat sattumanvaraisesti syntyvaan juos-
teeseen ja lopputuloksena on eripituisia polynukleotidijuosteita, joiden 3’-paassa on fluo-
resoiva dideoksinukleotidi. Kapillaarielektroforeesin avulla juosteet erotellaan kokonsa
perusteella. Detektori tunnistaa sen ohittavien polynukleotidien emittoivan fluoresenssi-
signaalin ja syottaa datan tietokoneelle, joka muuttaa signaalin vastaavaksi nukleotidiksi.
(Brown 2006: 212-213.)
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6.6 DNA-sekvenssien analysointi ja tilastollinen analyysi

Sekvensoinnin tulokset analysoitiin Sequencher -ohjelmalla, jolla voi tarkastella sek-
vensseja. Insertiomutaation tuloksia tulkittaessa jouduttiin miettimaan, miten hete-
rotsygootit genotyypit voidaan tunnistaa. Sequencher tulkitsi kaikki naaraat villityyppi ho-
motsygooteiksi insertion suhteen. Tama tulos heratti epailyksia, silla se olisi epatoden-
nakoistd ja osa Sequencherin antamien tulosten mukaisista genotyypeisté ei ollut mah-
dollisia mendelistisen periytymisen mallin puitteissa. Koska sekvenssi oli hyvin monimut-
kaista luettavaa sellaisenaan, kasiteltiin kromatogrammeja siten, etta niistd poistettiin
nakyvista kaikki muut paitsi yksi emas. Kaikkein selkeimmin erot heterotsygoottien ja
homotsygoottien valilla saatiin ndkyviin katsomalla C-emaksen signaalipiikkeja (kuvio
11). Villin tyypin kromatogrammi nayttéa C-eméaksen suhteen samalta kuin insertiomu-
taation omaavan uroksen kromatogrammit, koska ndissad genotyypeissa ei synny vas-
tinkromosomien pituuseron aiheuttamaa eparytmittymistd. Talla menetelmalla ei voitu
erottaa naita kahta genotyyppeja toisistaan, vaan insertion omaavat hemitsygootit yksilot

erotettiin villista tyypista laskemalla T-emasten lukumaara (kuvio 12).

Tuloksia kasiteltiin Microsoftin Excelilla ja SPSS:ll&. Koska otoskoko on opinnaytetydssa
varsin pieni ja kohteet dikotomisia muuttujien suhteen, kaytan tilastollisen merkitsevyy-
den arvioimiseen Fischerin tarkkaa testid. Fisherin testia k&ytetdan yleisesti silloin kun
yhdessa tai useammassa solussa on arvo nolla tai kun yli 25 % soluista on arvoltaan
vahemman kuin 5. Aminohappoa vaihtavan mutaation tuloksien kasittelyssa olen yhdis-
tanyt yhdeksi joukoksi alleelin C suhteen hemitsygootit yksilot ja toiseksi joukoksi kaikki
ylijaavat genotyypit (taulukko 5). Insertiomutaation tuloksien kasittelyssa villit tyypit ja
heterotsygootit on yhdistetty yhdeksi joukoksi ja insertiomutaation suhteen hemitsygootit
yksil6t toiseksi (taulukko 6). Jaot perustuvat oletukseen, etta sairastuakseen yksilon tu-

lee olla homo- tai hemitsygootti mutaation suhteen.
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7 Tulokset

7.1 Missense mutaation tulokset

AFG095 AFG103 AFG003 AFGO06 AFG302 AFG301 AFG300 NEG.KON

v

) Neg.
S 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 kon

D GD G BN D e i N B N ) — e e

Kuvio 9. PCR tuotteiden geelikuvat, Generuler 100 bp markkeri. Naytteet numeroitu paikan mu-
kaan alemmassa kuvassa. Ylemmassa kuvassa tunnisteena nayte ID.

Geelikuvista (kuvio 9) nakee, ettd suurin osa naytteistd on monistunut PCR:ssé ja on
syntynyt tuotetta, joka on suurin piirtein 300 emasparin pituista. Vesikontrollit ovat puh-
taita, eli reagensseissa ei ole kontaminaatiota. Osassa naytteita (paikat 2, 3, 7, 10, 14,
16, 17, 22) nahdaan ylimaarainen alkuperaltddn tuntematon bandi, joka on noin 100
emasparin pituinen. Ylimaarainen tuote ei hairinnyt sekvensointia. Muutama néayte ei mo-
nistunut odotetulla tavalla, mutta naytteet sekvensaitiin siitd huolimatta. Naytteessa kah-
deksan ei ndy mink&anlaista bandi&, mika viittaisi naytteen haihtuneen PCR:n aikana tai
muuten toimimattomaan PCR-reaktioon. Nayte haihtuu helposti, jos levyn kansitarra ei
ole kiinnittynyt kunnolla. Naytteessa numero 9 on muodostunut vain haalea tuote, mika
johtuu mahdollisesti heikkolaatuisesta naytteesta tai haihtumisesta. Kaksi viimeisinta
naytetta on epaonnistunut luultavimmin, koska niissa naytteen DNA-konsentraatiot olivat

hyvin matalia ja mitatut puhtausasteet huonoja.
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Referenssisekvenssi
AGCCT GG AAGG TT

1. Villityyppi

>fi—_)‘):’-‘-.GCCTGGﬁ-.;‘”-.'ﬁGTTC
A G CC TG 'G/: ARG G TT

=l

(ei[=d

2. Pistemutaatio C

)j—_*)AGCCTGCAAGGTTé

A G CCTUG'CARAGIG T T

=

[el[=d

3. Heterotsygootti

Bl A G C C T G /S AAG G T T
A G CC TG 'S/ AAG G T T I

[=|

[21[<]

E[E]

Kuvio 10. Villityypin, pistemutaation suhteen hemitsygootin seka heterotsygootin eli kantajan kro-
matogrammit.

Sekvensointituloksissa havaittiin neljaa eri genotyyppia variantin suhteen: villityyppi ho-
motsygootti G/G (narttu), heterotsygootti kantaja G/C (narttu), villityyppi hemitsygootti
G/Y (uros) ja hemitsygootti pistemutaatio C/Y (uros). Hemitsygootti tarkoittaa yksiloa,
jossa tietyt geenit esiintyvat vain yksinkertaisina eli haploidina. Toisin sanoen osa yksilon
geeneista esiintyy ilman vastingeenia, kuten tassa tapauksessa urospuoliset ovat X-kro-
mosomin suhteen hemitsygootteja. (Tirri — Lehtonen — Lemmetyinen — Pihakaski — Portin
2001: 224.) limiasultaan naiden hemitsygoottien yksildiden oletetaan olevan samanlaisia
kuin vastaavat homotsygootit yksilot. Homotsygootti viittaa diploidiin tai polyploidiseen
elioon, jolla on vastinkromosomiensa geenipaikoissa samaperintaiset eli samat alleelit

(Tirri ym. 2001: 246), kuten esimerkiksi tassa tydssa naarailla havaittu genotyyppi G/G.
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Sequencher DNA -sekvenssin analysointi ohjelman visualisoimissa kromatogrammeissa
nama eri genotyypit nahdaan ympyroityind G, C ja S kirjaimina (kuvio 10). [IUPAC (Inter-
national Union of Pure and Applied Chemistry) koodien mukaisesti S on G tai C. Olen

visualisoinut eri genotyyppien lukumaaria taulukossa 4.

Taulukko 4.  Sekvensoinnin tulokset 24:ta terveesta sukulaisesta ja yhdesta sairaasta yksilosta.
C ja G ovat saman lokuksen eri alleeleja. Y symboloi uroksen hemitsygoottista

genotyyppid, eli uroksella on vain yksi alleeli X-kromosomin geenista.

Sekvensoinnin tulokset

9
8 8
8
7
6
6
5
4
3
3
2
1 -
0

= Kantaja nartut (C/G) u Villityyppi nartut (G/G) & Hemitsygootit urokset (C/Y) u Villityyppi urokset (G/Y)

Opinnaytetyoni nollahypoteesina oli lause "F8-geenin tutkittavalla mutaatiolla ja hemofi-
lia A:lla ei ole yhteyttd.” Nollahypoteesia ei voida koskaan todistaa oikeaksi, mutta se
voidaan falsifioida. Vaihtoehtoinen hypoteesi olisi siis muotoa: "F8-geenin aminohappoa
muuttava mutaatio aiheuttaa hemofilia A:n.”

Fischerin tarkan testin antama P-arvo (taulukko 5) on suurempi kuin 0,05 ja taten nolla-

hypoteesi jaa voimaan.
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Tulosten ristiintaulukointi (SPSS). Taulukossa riskitekijan omaavat yksil6t, joilla on

sairauden syyksi epdilty geenivariantti hemitsygoottisena (C/Y). Tahan joukkoon

kuuluisi my6s genotyyppi C/C, jos sita olisi testatuissa yksildissa esiintynyt. Riskit-
tomaksi maaritellyt genotyypit ovat C/G, G/Y ja G/G. Y symboloi uroksen hemit-

sygoottista genotyyppid, eli uroksella on vain yksi alleeli X-kromosomin geenista.

. . . Fenot i
Fisherin tarkka testi, P-arvo = 0,240 _ Ldild _ Yhteensa
Normaali Hemofilia A
_ .. .| Lukumaara 19 0 19
S | Ei riskitekijaa :
s Genotyypin %-osuus 100,0% 0,0%
o .. ... | Lukumaara 5 1 6
S | On riskitekija :
0] Genotyypin %-0suus 83,3% 16,7%
. Lukumaara 24 1 25
Yhteensa
% koko otannasta 96,0% 4,0%
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7.2 Insertiomutaation tulokset

F8-hfins -alukkeilla sekvensoitiin yhteensa 25 naytetta sairas yksilo mukaan lukien. Lop-
pujen lopuksi saatiin luettavaa sekvenssia vain 19 naytteesta. Tasta otannasta viidelta
urokselta, joista yksi oli sairas yksilo, 10ytyi insertiomutaatio 9.122966610-11insT hemit-
sygoottisena (taulukko 6). Kolme narttua oli heterotsygootteja ja loput yksilot villeja tyyp-

peja.

Forward sekvensoinnin PCR tuotteiden agaroosigeeliajon kuva

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 Neg.

kon.
C— P P—y) ) @ 9 >+ = + - e v

Reverse sekvensoinnin PCR tuotteiden agaroosigeeliajon kuva

1 2 3 A4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

— W— p— p—— p— — " et gp— p— p—y Y W— — G—
—

-——

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 E;g 1 92 8

— T — —— —  —" W WL o— —— — S— p—

Kuvio 11. PCR tuotteiden geelikuvat, Generuler 100 bp markkeri. Naytteet numeroitu paikan mu-
kaan.

Ensimmaisesséd PCR:ssa oli osa naytteista epdonnistunut (kuvio 11), mutta tuotteet sek-
vensoitiin silti kayttaen forward aluketta. Kun kavi ilmi, etté sekvensoitava alue on haas-

tava, paatettiin suorittaa sekvensointi myds reverse suuntaan. Uuteen PCR:aan laitettiin
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naytteet 1, 2 ja 8 kahdesti, jotta voitaisiin samalla kertaa suorittaa naiden naytteiden for-

ward sekvensointi uudestaan.

Villityyppi - el insertiota

Referenssisekvenssi
CT:CCTTTTTTTTTTT:CAGGT CATTC CAA

MxT Forward
;j:;CTCCTTTTTTTTTTYCAGG W Y C A W
C T COCIfr T 1T 1T TT1TT1TTTTZMMCRAR 6 GG CWNLY CA W
) V
E|E|
E]H]
MxT Reverse
gj:gYT:YCTTTTTTTTTTT:CAGGCATCA
H A H 4 /AR A A A A A AA AA Ald T I3 3 4 T A d T
)
[zl
B

Insertio

Referenssisekvenssi
CT:CCTTTTTTTTTTT:CAG GUCATTCAA

12xT Forward

;j:; TTT T T T T T(¥YIUC R G 5§ C W ¥ C A W
T T T TTTIiJEFIGSELIJ‘r'EFILIJ

. \/\/\/\/\/
B|E]
E|H

12xT Reverse
;j:gTT:YCTTTTTTTTTTTmCAGGCATCA
IHHHBHHHHHHHHHHH[&JHTJJHTHBT
[l
zl[zj

Kuvio 12. Kromatogrammit insertiosta ja villista tyypistd (Sequencher -ohjelma). Kaksoispiste
merkitsee tyhjaa paikkaa eli kyseisessa sekvenssisséa ei ole emasta tdssa kohdassa.
Y on IUPAC systeemin mukaisesti T tai A.

Insertiomutaation suhteen naytteet sekvensoitiin kumpaankin suuntaan, koska alue oli

haastava. Insertio sijaitsi pitkéssa T-emas toistojaksossa ja se voi aiheuttaa ongelmia
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sekvensoinnissa. Kuvio 12:ssa nakyy, kuinka sekvenssi muuttuu T-toistojakson jalkeen
lukukelvottomaksi. Sekvenssin sekoittuminen nahdaan eteenpain sekvensoidussa juos-

teessa toistojakson oikealla puolella ja vastakkaiseen suuntaan sekvensoidussa juos-
teessa toistojakson vasemmalla puolella.

Heterotsygootti
o A
Q- I )
g/ [ |||
B | || |”|| | ||
|
- || ol |{'
[ | | | | II.III [
In|I | | I | Ilnl| i |I | |
- f [ ] ] | [ {1 | f\
|\| | | Iﬂl |||"."|| | II n||||r.I
| IlI| Ll |I |' | 'UI I'u. |hI| |I Ill III || | || |I
i II \ ug"“u'l I| |'I IL.' / ||I
o ./ J\'ll I I I | I lv\‘?‘-/vl L
Villityyppi - el insertiota
L 1
o |
| I
o | | |||
Q| T
= I
| ' |
- || | || || \ | || | ||
|1 | | fi | | Irl | | |
A (VT Al
|| v || II IlJl I| II Il..I || |I I| | |
- | I I| lllvdll | | Il.ll |
I |I / '| |
o ,-"IITIIU ] f\{\ | | 'Tf\_“"T\/\/l I"’Iln\h

Kuvio 13. Insertiomutaation kromatogrammeista vektorigrafikan avulla muodostettu kuva C
emaksen signaalin piikeista T-toistojakson oikealla puolella. Signaalin intensiteetti ku-

vattu Y-akselilla. Emasten sijainnit X-akselilla ovat 5’-3’-suunnassa vasemmalta oike-
alle luettaessa.
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Koska sekvenssi oli hyvin monimutkaista luettavaa sellaisenaan, kasiteltiin kromato-
grammeja siten, etta niista poistettiin nakyvista kaikki muut paitsi sytosiinin aiheuttama
signaalipiikki. Kuviossa 13 on esitetty forward -alukkeilla sekvensoitujen naytteiden C
emaksen kromatogrammit heterotsygootista ja villista tyypista. Villissa tyypissd nahdaan
yksi ylim&arainen piikki ennen varsinaista signaalia eli yhteensa kaksi signaalipiikkia.
Heterotsygoaotilla yksil6lla ndhdddn myoés taméa ylimaarainen matalampi signaali ennen
varsinaisen emaksen aiheuttamaa piikkid, mutta lisdksi eméksen jalkeen on vield kolmas
ylim&arinen piikki. Heterotsygotian aiheuttama sekvenssien eparytmittyminen yhdistet-
tynd toistojakson héairitsevaén vaikutukseen johtaa siis kolmeen signaalipiikkiin, vaikka
DNA-sekvenssissé oikeasti on vain yksi C-emé&s. Juosteiden eripituiset sekvenssit ai-

heuttavat elektroforeesiin perustuvassa erottelussa ongelman.

Taulukko 6.  Insertiomutaation tulokset. Villit tyypit ja heterotsygootit on yhdistetty yhdeksi ri-
viksi taulukossa. "Insertio” joukko sisdltda insertion suhteen hemitsygootit urokset.
Té&han joukkoon kuuluisi myés homotsygootit nartut, jos niité olisi otoksesta l6yty-

nyt.
. ) . Fenotyyppi .
Fisherin tarkka testi, P-arvo = 0,263 _ _ Yhteensa
Normaali Hemofilia A
5 Villityyppi / Lukumé&ara 14 0 14
% Heterotsygootti | Genotyypin %-osuus 100,0% 0,0%
s} ) Lukumaara 4 1 5
S Insertio
0 Genotyypin %-0osuus 80,0% 20,0%
. Lukumaara 18 1 19
Yhteensa
% koko otannasta 94,7% 5,3%

Fisherin tarkka testi antoi P-arvoksi 0,263, joten nollahypoteesi "hemofilia A:lla ja tutkit-
tavalla insertiomutaatiolla ei ole yhteytta” jaa voimaan.

8 Pohdinta

8.1 Tulosten merkitys ja jatkotutkimusehdotukset

Seka insertiomutaatiota g.122966610-11insT ettd aminohappoa muuttavaa pistemutaa-
tiota g.122955217G>C l6ytyi hemitsygoottisena terveilta uroksilta. 27 koiran otoksesta
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l6ytyi 9 kantajanarttua ja 5 tervetta urosta, joilla oli g.122955217G>C mutaatio hemit-
sygoottisena. 19 koiran otoksesta neljalla terveelld uroksella oli insertiomutaatio
0.122966610-11insT hemitsygoottisena. Nailla kaikilla neljalla terveelld insertiomutaa-
tion omaavilla uroksilla oli myds mutaatio g.122955217G>C, joten naiden kummankin

mutaation yhteisvaikutuskaan ei aiheuta hemofiliaa.

Tulokset osoittavat, etté tutkitut mutaatiot eivat yksindén aiheuta hemofiliaa. Koska kaikki
potentiaaliset F8-geenin variantit tutkittiin, jaa sairauden geneettinen tausta toistaiseksi
selvittdmatta. Mahdollista on myds, etta eksomisekvensointiaineiston filtterdinnissa kau-
satiivinen mutaatio ei ole jaanyt kiinni. Filtterdinnissa oletuksena on, etta sairas koira on
homostygootti mutaation suhteen ja etta terveet kontrollit ovat homotsygootteja villityypin
suhteen. Yksikin mutaation kantaja siis pudottaa kyseisen variantin pois tuloslistasta,
mik& on yksi mahdollinen selitys sille, miksi sairautta aiheuttava variantti ei olisi jaanyt
filtterdinnissa kiinni. Muita selittévid syita sille, ettd mutaatiota ei [0ytynyt on myos. Ky-

seessa voi olla hankinnainen hemofilia tai erds von Willebrandin taudin muoto.

Sairaan koiran eksomisekvensointiaineistoa verrattiin ensin koiran referenssigenomiin,
jotta saatiin listattua periman kohdat, joissa sairaalla afgaaninvinttikoiralla perima poik-
keaa referenssistd. Jos referenssigenomin bokserilla (Linblad-Toh ym. 2005) on ollut
heterotsygoottisena variantti, on se jaényt pois tuloslistasta jo tassa vaiheessa. Filtte-
roinnissa verrattiin sairaan koiran eksomisekvensoinnin tuloksia 396:n muun rotuisen
terveen koiran eksomisekvensoinnin tuloksiin. Filtterdinti suoritettiin siten, etta varian-
teiksi laskettiin kaikki sairaan koiran homotsygoottiset alleelit, joita ei I10ydy filtterdinnissa
olevilta kairilta. Myds kantajuus yhdellakaan vertailukoirista riittdd suodattamaan varian-
tin filtterdintidatasta. Eli, jos filttergintiin kaytetyista koirista yksikin on ollut heterotsygootti

mutaation suhteen, on se jadnyt pois sairaan koiran eksonivarianttikartasta.

Perinnollisen hemofilian liséksi esiintyy myds hankinnaista hemofiliaa, joka on erittain
harvinainen sairaus. Arvioitu esiintyvyys ihmisilla vaihtelee valilla 0,2 — 1,48 tapausta
miljoonaa ihmista kohti (Franchini — Gandini — Paolantonio — Mariani 2005; Collins ym.
2007). Koirilla ei ole diagnosoitu AHA:aa, mutta muista inhibiittoreista johtuvista koagu-
laation ja fibrinolyysin hairidista on julkaisuja (Bauer — Moritz 2008). Ihmisilla diagnoosi
tehdaéan kohonneista FVIII inhibiittori eli autovasta-aine tasoista ja madaltuneesta FVIII
tasosta (Kimura — Kuriymama — Kuninaga — Sasaki 2015). Koska sairas koira jouduttiin
lopettamaan ja siten naiden testien tekeminen on mahdotonta, ja& hankinnaisen hemo-

filian mahdollisuus avonaiseksi kysymykseksi.
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Koirat, joilla maksavian vuoksi ei syntetisoidu normaalisti maksan tuotteita, tai joilla on
laimentumiseen liittyva veren hyytymishairio, voivat ilmentaa merkittéavan alhaisia FVIII.C
tasoja. Kuitenkin naissa tapauksissa on selkea taustalla oleva muu sairaus ja muiden
hyytymistekijoiden yhtdaikainen puuttuminen. (Aslanian ym. 2014.) Sairaalla yksiolla

puuttui ainoastaan FVIII verenkierrosta ja siten maksavika on epatodennakdinen selitys.

Von Willebrandin tauti on yleisin verenvuotosairaus koirilla ja ihmisilla (Denis - Wagner
1999). Tyypin 2N von Willebrandin taudissa mutaatio tekija VIIl:n sitoutumisalueella ai-
heuttaa madaltuneen affiniteetin VWF:n ja FVIII:n vélille (Sadler 1997). °N’ tulee sanasta
Normandy, joka johtaa luultavimmin juurensa ensimmaiseen tamén tyyppiseen kuvat-
tuun von Willebrand tapaukseen, naiseen joka oli alun perin Normandiasta (Mazurier —
Dieval — Jorieux — Delobel — Goudemand 1990). Hanen Kliininen kuvansa oli tyypillinen
talle sittemmin maaritellylle vW-taudin variantille: matala FVIIl, normaalia hieman pi-
dempi hyytymisaika ja muuten normaalit hyytymistekijaarvot (Sadler 1997; Mazurier
1990).

Jatkotutkimuksissa voisi selvittdd VWF roolia afgaaninvinttikoirien FVIII vajeen taustalla.
Eksomisekvensointiaineistosta voisi katsoa variantit kyseisesta geenista ja sekvensoida
muilta rodun koirilta kyseisid variantteja. Sairaalla yksil6ll& on kolme aminohappoa vaih-
tavaa mutaatiota VWF geenissa, jotka eivat kestaneet filtterdintia, mutta ovat silti mie-
lenkiintoisia. Lisaksi voitaisiin katsoa kaikki variantit F8:sta riippumatta siitd, kestavatko
ne filtterdintia vai ei, ja katsoa aiheuttaako jokin kombinaatio F8:n ja VWF:n mutaatioista

taudin afgaaninvinttikoirilla.

8.2 Tyon eettisyys ja luotettavuus

Opinnaytetydssa noudatettiin kaikissa vaiheissa eettisia periaatteita ja hyvaa tieteellista
kaytantoa. Tutkimusryhmalla on Eldinkoelautakunnan myodntama lupa verinaytteiden ja
ihobiopsioiden ottoon koirista ja kissoista. Verindytteenotto on toimenpiteend nopea ja
aiheuttaa eldimelle vain lievaa kipua neulanpiston seurauksena. Verinaytteenotto kuuluu
siis eldinkoelautakunnan mukaan lievan vakavuusluokan toimenpiteisiin (Hankelupalau-
takunta ELLAN ohjeita 2014). Naytteenoton haitat ovat pienet verrattuna geenitutkimuk-
sen tuomiin hyo6tyihin. Tutkimuksen avulla saatujen geenildytdjen avulla voidaan kehittaa
geenitesteja sairauksien vastustamiseksi ja varhaisdiagnostiikan edistamiseksi. Poski-
solunaytteiden kaytto ei yleensa ole mahdollista, kun etsitdan uusia kandidaattigeeneja.

Uusia geeneja etsivassad tutkimuksessa kaytetaan menetelmid, jotka vaativat suuria
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maarid hyvin puhdasta DNA:ta. Poskisolunéytteen DNA saanto on paljon huonompi kuin

EDTA-veren ja siksi ryhma kayttaa eléainten verta tutkimuksissa.

Tassa opinnaytetydssa kaytetyt naytteet olivat peréisin yksityishenkildiden lemmikeista,
jotka jatkoivat normaalia elamaa tutkimukseen osallistumisen jalkeen. Tutkimusryhma ei
kasvata yhtakaan elainté tutkimustarkoituksiin. Tutkittavat sairaudet ovat spontaaneja eli
luonnollisia eika niité siis ole indusoitu. Ennen ndytteenottoa tutkimusryhma pyrkii selvit-
tamaan tarvittavia naytemaaria ja rajoittamaan naytekeruuta vain tarpeellisiin néytteisiin.
Lisdksi ryhma tekee yhteistytta kansainvalisten laboratorioiden kanssa jakamalla nayt-

teitd. Nain joudutaan ottamaan mahdollisimman vahan naytteita.

Laboratoriotydssa noudatin yleista huolellisuutta ja tarkkuutta ja hyvia laboratoriotyds-
kentelytapoja. Kaikki putket merkittiin asianmukaisesti, jotta naytteet olivat tunnistetta-
vissa. Naytteita kasiteltiin mahdollisimman huolellisesti, ndytesekaannusten ja ristikon-
taminaation valttamiseksi. Tyoskentelytavat olivat aseptisia ja kontaminaatioita pyrittiin
valttamaan. Negatiiviset kontrollit osoittavat, etta kaytetyt PCR-reagenssit ovat olleet

puhtaita.

Valitut menetelmét ovat parhaat mahdolliset tutkimusongelman ratkaisuun, joten opin-
naytetyoni sisdinen validiteetti on mielestani hyva. Mainittakoon silti, etta insertiomutaa-
tion osalta olisi mahdollista tehda vield luotettavampia lisdtutkimuksia kayttaen toistojak-
soille optimoituja PCR reagensseja ja reaktiolampétiloja, mutta opinnéaytetydhon varattu
aika ei riittaisi tahan. Lisaksi tulokset eivat kannusta taméan ehdokasgeenivariantin lisé-

selvittelyihin.

Olen pohtinut monipuolisesti tulosten merkitysta ja mahdollisia muita selityksia alhaiselle
FVIli-tasolle, joten tulkintani on niin pateva kuin saatavilla olevilla tiedoilla voidaan muo-
dostaa. Tulosten tulkinnassa on mietitty johtopaatdsten biologista mielekkyyttéd enem-
man kuin tilastollisten tunnuslukujen merkitystd, koska otoskoko on hyvin pieni. Opin-

naytetyoni ulkoinen validiteetti on ndiden asioiden puitteissa hyva.

8.2.1 Insertiomutaation tulokset

Insertiomutaation kromatogrammeja oli erityisen haastavaa tulkita, koska insertiota edel-
tava T-toistojakso sekoitti sekvensointia. Sekvenssin sekoittuminen voisi myos viitata

heterotsygoottiseen genotyyppiin, ellei sekvenssin sekoittuminen olisi havaittavissa
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myos uroksilla, jotka siis omaavat vain yhden alleelin geenista. Heterotsygoottien yksi-
|6iden sekvenssit olivat toistojakson aiheuttaman hairion liséksi viela enemman sekaisin

taman vastingeenien eparytmittymisen vuoksi.

A/T toistojaksot voivat johtaa sekvensointiaineiston laadun heikkenemiseen seka lisaksi
ongelmiin PCR:ss&. Sekvensointidatan heikkeneminen voi johtua siité, etta detektori ei
pysty erottamaan, kuinka monta identtistd emasta on ohittanut sen pergjalkeen. On esi-
tetty myds, ettd Tag DNA polymeraasin aktiivisen alueen tayttyessa yhden eméksen
toistojaksosta polymeraasi irtoaa helpommin templaattijuosteesta. TAma johtaisi herkasti
virheellisen tuotteen syntymiseen ja niin sanottujen "ankytys” artefaktojen muodostumi-
seen. Talléin todellinen toistojakson eméasten lukumaara voi vaaristyd. (Fazekas, Stee-
ves, Newmaster 2010.) Insertiomutaation tuloksiin kannattaa siis suhtautua varauksella
ja tarvittaessa tulokset voi tarkistaa uusimalla PCR:n optimoiden sen A/T-rikkaalle tois-

tojaksalle.

8.3 Hyotdynnettavyys tydelamassa

Opinnaytetyon tuloksista on paljon hyotya tutkimusryhmalle, vaikka tulokset eivat olleet
odotetunlaisia. Nyt, kun nama kaksi mutaatiota on osoitettu epatodennakaisiksi tautigee-
neiksi, tutkimusryhma voi keskittyd muiden varianttien tutkimiseen. Tutkimuksia jatke-
taan sekvensoimalla sukulaiskoirilta VWF-geenin FVIII sitoutumisaluetta koodaavasta
sekvenssista l0ytyneet variantit. lIman jatkotutkimusehdotuksia olisi tutkimusta jatkettu
vasta, kun uusia sairaita yksil6ita ilmenisi. Nyt taudin geneettisen taustan selvittely jatkuu
viivastyksetta. Tydelama hyotyi konkreettisten tulosten ja jatkotutkimusehdotusten muo-

dossa opinnaytetyostani.

8.4 Tulosten julkaisu

Opinnaytetyd julkaistaan Ammattikorkeakoulujen rehtorineuvoston Arene ry:n tarjoa-
massa palvelussa, Theseuksessa. Siella tyo tulee olemaan vapaasti saatavilla kaikille.
Tyoyhteisdssa tuloksista tiedotetaan diaesityksen muodossa ryhmépalaverissa, johon

osallistuu suurin osa tutkimusryhman jasenista.
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Sukupuu 1
Sairaan yksilon sukupuu. Aminohappoa muuttavan mutaation esiintyminen suvussa. Sukutiedot haettu Ken-
nelliiton sivuilta ja jasennetty AncesTrim ohjelmalla (Niskanen — Salmela — Lohi 2017). Sukupuusta on pois-

tettu yksil6t, jotka eivét ole merkityksellisid téassa tutkimuksessa.
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Sukupuu 2

Sairaan yksilon sukupuu. Insertiomutaation esiintyminen suvussa.

1
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O = narttu, homotsygootti villtyyppi (el insertiota)
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Liite 3

1()
Hyytymistutkimusten tulokset
Sairaan yksilon verikokeiden tulokset. Tulokset saatu koiran omistajalta.
Maaritys Tulos Min Max Huom!
Coagulation
Screening Large
(koira)
Hematologiset
Maaritys Tulos Min Max Huom!
PT (Quick's test, 9 Sec 0 2.2
protrom biiniaika)
aPTT 258 Bec 0 135 TULOS TARKISTETTU.
Fibrinogeeni 13 gl 12 29
Thrombin time 136 Sec 0 12
D-Dimeeri 086 pugml 0023 065
Antitrom biini 11T 139 % 179 128
Factor VIII 3 0% 70 135
Factor IX 93 % 75 140
von Willebrand's 103 % 35 1530  Factor 8 associated antigen

factor




