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1 JOHDANTO

Perinndllistda sukurauhasten vajaakehittyneisyytta eli gonadien hypoplasiaa on
tavattu 1900-luvun alusta Ruotsin tunturirodun naudoilla (Eriksson 1943).
Pohjoissuomenkarjan (PSK) eli lapinlehmien kannan ollessa pienimmillaan on
rodun periman rikastamiseksi kaytetty Ruotsin tunturirodun eldaimia. Talloin

kehityshairid on oletettavasti siirtynyt myos pohjoissuomenkarjaan.

Erikssonin  (1943) vaitoskirjassa havaittiin  vajaakehittyneisyyden olevan
vaistyvasti eli resessiivisesti periytyvaa, seka sen ilmenemisyleisyyden eli
penetranssin olevan epataydellista. Settergren (1964) puolestaan havaitsi
vaitoskirjassaan sukurauhasten vajaakehittyneisyyden olevan yhteydessa
valkoturkkisiin yksiloihin. Ruotsissa sairauden esiintymishuippu oli vuonna
1935, jolloin kaikista tutkituista elaimista 25,6 % oli sairaita (Eriksson 1943).
Karsimalla hypoplastiset naudat jalostuksesta ja kayttamalla muiden rotujen
sonneja saatiin sairauden esiintymista ruotsin tunturirodun sisalla huomattavasti

pienenemaan (Eriksson 1943).

Gonadihypoplasia lapinlehmilla on tila, jossa useimmiten vasen sukurauhanen
jaa  selvasti toista pienemmaksi. Gonadihypoplasia voi  koskea
kummanpuoleista  sukurauhasta tahansa tai se voi olla myo6s
molemminpuoleista. (Eriksson 1943). Hypoplastinen sukurauhanen on kooltaan
selvasti normaalia sukurauhasta pienempi ja se on yleensda toimimaton
(Settergren 1964). Toispuoleisesti hypoplastiset yksilét ovat kuitenkin taysin

fertiileja toisen sukurauhasen toimiessa normaalisti (Eriksson 1943).



Hiirilla on olemassa dominoivan valkotaplaisyyden geeni, jonka suhteen
homotsygootit yksilot ovat valkoisia, steriileitda ja aneemisia. Nailla hiirilla
alkuitusolujen eli siittio- tai munasolujen esiasteiden soluvaellus on puutteellista
ja steriliteetti johtuu itusolujen puutteesta sukusoluissa. (Geissler ym. 1980).
Settergren (1964) Kkirjoitti vastaavasta hairiosta hiirilla ja epaili naudoilla
esiintyvan gonadihypoplasian johtuvan alkuitusolujen puutteellisesta kyvysta

vaeltaa kehittyviin sukurauhasiin.

Alkuitusolut eli sukusolujen esivaiheet vaeltavat sikiokehityksen alkuvaiheessa
suoliliepeen kautta sukupuoliharjanteeseen, jossa ne lopulta erilaistuvat sikion
sukupuolen mukaan siittidiksi tai munasoluiksi. Alkuitusolujen migraation eli
soluvaelluksen edellytyksena on solujen kyky liikkua kehittyvassa alkiossa
oikeaan suuntaan ymparistdostd saatavan informaation avulla. Virheet
alkuitusolujen ohjailussa johtavat epajohdonmukaiseen tai liian hitaaseen
vaellukseen, jolloin alkuitusolut eivat tapaa kohdekudosta riittavan nopeasti ja
ne apoptoituvat eli joutuvat ohjattuun solukuolemaan. (Richardson & Lehmann
2010). Useiden tekijoiden tiedetaan vaikuttavan alkuitusolujen selvidmiseen

soluvaelluksen aikana (Kierszenbaum & Tres 2001).

Hiirilla dominoivan valkotaplaisyyden tiedetdan aiheutuvan mutaatiosta
geenialueella, jossa sijaitsee KIT-tyrosiinikinaasia koodaava geeni (Buehr ym
1993). KIT on reseptoriproteiini, joka on merkittdvassa asemassa alkuitusolujen,
verisolujen ja melanosyyttien soluvaelluksessa ja lisaantymisessa. KlT-ligandi
on KIT-reseptorin aktivoiva proteiini ja on siksi yhta merkittava soluvaelluksessa

kuin reseptorinsa. (Wehrle-Haller & Weston 1995, De Felici 2000).



Nykymenetelmin on gonadihypoplastisilta lapinlehmilta saatu paikannettua

ektooppinen KIT-geeni (Venhoranta ym. 2012 julkaisematon).

Tassa tutkielmassa pohditaan ektooppisen KIT-geenin johdosta aiheutuvia
muutoksia alkuitusolujen soluvaellukseen lapinlehmilla. Koska naudoilla on
tiettyja poikkeuksia alkuitusolujen maarittelyssa ja tutkimustieto alkuitusolujen
soluvaelluksesta on lajilla vield puutteellista (Wrobel & SUR 1998), kaytetaan
kirjallisuutena soveltuvin  osin  muilla lajeilla saatuja tutkimustuloksia
alkuitusolujen soluvaelluksesta. Geenitutkimusmenetelmien kehityttyd on
sukurauhasten vajaakehittyneisyyden syitd pystytty tarkastelemaan uudella

tavalla.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Gonadihypoplasia ja migraatiohairié

Ruotsin  tunturirodulla ja pohjoissuomenkarjalla tavattu sukurauhasten
vajaakehittyneisyys eli gonadien hypoplasia ilmenee kivesten tai munasarjojen
selvasti normaalia pienempana kokona. Hypoplasia voi ilmentya molempia
sukurauhasia koskevana bilateraalisena muotona, tai vain toista sukurauhasta
koskevana unilateraalisena muotona. Useimmin hypoplastiseksi jaa

vasemmanpuoleinen sukurauhanen. (Eriksson 1943).

Hypoplastisissa sukurauhasissa on joko normaalia vahemman, tai ei ollenkaan
itusoluja (Eriksson 1943). ltusolut  erilaistuvat  alkiokehityksessa

sukupuoliharjanteeseen vaeltavista alkuitusoluista ja jatkavat sukurauhasissa



erilaistumistaan, kiveksissa siittidiksi ja munasarjoissa follikkeleiden
ympardimiksi munasoluiksi (Richardson & Lehmann 2010). Hypoplastisten
sukurauhasten rakenne ja apusolut ovat itusolujen puutetta lukuun ottamatta
normaaleita. (Eriksson 1943). Kiveksissa sukupuolihormonien tuotanto on
normaalia, mutta hypoplastisissa munasarjoissa ei ole estrogeenin tuotantoa

follikkelien puutteen takia (Eriksson 1943).

Molemminpuolisesti sukurauhasten osalta taysin vajaakehittyneet elaimet ovat
steriileja. Tallaisille hiehoille ei tule koskaan kunnollista kiimaa ja niiden
toissijaiset  sukupuoliominaisuudet ovat yleensd heikosti kehittyneet
samanikaisiin normaaleihin yksildihin verrattuna. Sonnit sen sijaan omaavat
normaalin tai jopa ylikorostuneet libidon ja ovat hyvinkin innokkaita astumaan.
Erot sukupuolten valillda ovat selitettdvissa sukupuolihormonien erilaisen
tuotannon avulla. Ulkoisen kiiman merkkien aiheuttaa hiehoilla estrogeeni, jota
ei follikkelien puuttuessa tuoteta. Sonneilla taas sukupuolikdytoksen aiheuttaa
testosteroni, jota hypoplastisten kivesten Leydigin solut tuottavat normaalisti.
Toispuoleisesti hypoplastisilla elaimilla toimiva sukurauhanen riittda normaaliin
lisaantymiseen, mutta nayttaisi silta, ettd ne karsitaan normaalia nuorempina
karjasta. (Eriksson 1943). Toispuoleisesti hypoplastisten elainten normaali
munasarja on hieman suurempi kuin kumpikaan taysin normaalien elainten

munasarjoista (Settergren 1964).

Hypoplastiset munasarjat voidaan jakaa kolmeen eri luokkaan rektaalildydosten
perusteella. Taydellisessa hypoplasiassa munasarja on pieni ja littea, eika siina

tunnu olevan mitaan merkkeja follikkeleista tai keltarauhasesta. Osittaisessa



hypoplasiassa munasarjan toinen paa on selvasti paksumpi ja siina saattaa olla
kystia, mutta normaalia munasarjatoimintaa ei ole havaittavissa.
Valimuotoisessa hypoplasiassa munasarja on pavun muotoinen ja siina saattaa
olla tunnettavissa follikkeleita ja epatasaisuutta, joka voisi johtua vanhojen
keltarauhasten jattamista valkoarvista. Valimuotoisesti molemminpuolisesti
hypoplastisilla yksildilla voi myos olla heikkoja merkkeja kiimasta. Histologisten
tutkimusten [0ydOkset munasarjoista olivat yhtenevia rektaalitutkimusten
loyddsten  kanssa ja  jaettavissa  vastaavasti kolmeen  ryhmaan.
Sikidtutkimuksissa havaittiin alkuitusolujen maaran olevan hypoplastisissa

sukurauhasissa pieni jo varhaisessa kehitysvaiheessa. (Settergren 1964).

Puberteetin aikana kivesten kasvun ollessa nopeinta, alkavat hypoplastiset
kivekset jaada selvasti normaaleita kiveksia pienemmaksi (Kuva 1). Tallgin
niiden erottaminen normaaleista kiveksista tunnustelemalla tulee mahdolliseksi.
Histologisesti hypoplastiset kivekset voidaan tunnistaa normaaleista jo ennen
puberteettia. Munasarjojen tapaan voidaan hypoplastiset kivekset jakaa

kolmeen eri luokkaan. (Eriksson 1943).



Kuva1. Oikeanpuoleisen kiveksen hypoplasia

Hiiritutkimuksissa on havaittu alkuitusolujen maaran olevan selvasti pienempi
dominoivan valkotaplaisyyden geenin (KitW) suhteen homotsygooteilla hiirilla,
kuin niiden normaaleilla lajitovereilla. Lisaksi nailla hiirilld on huomattu
alkuitusolujen  lisaantymisessa ja  vaelluksessa olevan  merkittavia
eroavaisuuksia normaaleihin hiiriin verrattaessa. (Buehr 1993). Iltusolujen
puutoksen lapinlehmien vajaakehittyneissa sukurauhasissa onkin arveltu
johtuvan alkuitusolujen virheellisesta vaelluksesta kehittyvaan sukurauhaseen
tai niiden heikentyneesta kyvysta lisdantya yksilonkehityksen aikana (Settergren

1964).

Hiirella on havaittu takasuolen endodermin laajentumisen vaikuttavan

alkuitusolujen liikkeeseen soluvaelluksen alkutaipaleella. Sairailla hiirilla, joilla



endodermi ei laajene alkuitusolut eivat paase aloittamaan soluvaellustaan
normaalisti. (Hara ym. 2009). Vastaavaa havaittiin tutkittaessa alkuitusolujen
vaellusta KitW hiirilla, joilla vaelluksen puuttumisen arvioitiin johtuvan viallisesta
KIT-geenista (Buehr 1993). Naudalla ruskuaispussin nopea laajeneminen on
aiheuttanut epailya alkuitusolujen aktiivisen soluvaelluksen osuudesta niiden
etsiytymisessa sukupuoliharjanteen tuntumaan. Mydskaan sukupuoliharjanteen
erittamien kemotaktisten aineiden osuutta alkuitusolujen etsiytymiseen
harjanteeseen on epailty, silla alkuitusoluja havaittiin kehittyvan sukurauhasen
lahistolla jo ennen kuin sukupuoliharjanne on kehittynyt.
Sukupuoliharjanteeseen ja sieltd kehittyvaan sukurauhaseen siirtyvat
alkuitusolut liikkuvat kehittyvien kudosten mukana ja aktiivisen vaelluksen

kautta. (Wrobel & SufR® 1998).

2.2 KIT ja soluvaellus

KIT (tunnetaan myds nimelld Ckit tai C-Kit) on transmembraaninen el
solukalvon lapaiseva reseptoriproteiini. Se aktivoi useita
signaalinvalittajaproteiineja solussa, jotka vastaavat soluspesifisten vasteiden
saatelysta joko suoraan tai valillisesti jalkiaktivaation kautta. (Sette ym. 2000,
Besmer ym. 1986). Solun sisdisten eri signaalinvalitysjarjestelmien
aktivoituminen KIT-reseptorin toimesta riippuu siitd, mikd on solun kehityksen
vaihe juuri silla hetkella (Sette ym. 2000). KIT aktivaatiolla on pleiotrooppinen
eli moneen eri tapahtumaan osallistuva vaikutus ja sita tarvitaan muun muassa

alkuitusolujen, melanosyyttien esimuotojen ja verisolujen soluvaellukseen,



lisdantymiseen ja elossa sailymiseen (Wehrle-Haller & Weston 1995, Sette ym.
2000, Fésls ym. 2006). KIT-reseptorin on myos todettu ohjaavan alkuitusolujen
kiinnittymista Sertolin soluihin kivesten normaalissa kehityksessa (Jordan ym.
1999). KIT on erittain tarkeassa roolissa alkuitusolujen soluvaelluksen
onnistumisen kannalta, mutta niiden syntyyn sikionkehityksen aikana ei silla ole
havaittu olevan merkitystd. Alkuitusolut pystyvat liikkumaan ilman KIT

aktivaatiotakin, mutta silloin niiden liike on epamaaraista. (Jordan ym. 1999)

KIT-geeni (Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) koodaa
kolmea eri lahetti-RNA:ta joista kaksi kaannetaan transmembraanisiksi KIT-
reseptoreiksi. Reseptorien isomuotojen erot syntyvat erilaisesta silmikoinnista,
ja niista toisella aufosforylaation maara on toista isomuotoa korkeampi. Lisaksi
translaation jalkeen proteiineja saatetaan muokata glykosylaation avulla eli
littamalla  proteiiniin  hiilihydraattiosia. @~ Kolmas  lahetti-RNA  koodaa
huomattavasti pienempaa proteiinia, joka on vain osa taysmittaisen reseptorin
solunsisaisesta rakenteesta. Transmembraanisia KlT-proteiineja esiintyy
alkuitusoluilla soluvaelluksen aikana ja niiden esiintyminen loppuu kun solut
alkavat erilaistua paastyaan sukurauhasten esiasteisiin. Pienempaa
solunsisaistd osaa on havaittu lahinna meioosin jalkeisissa itusoluissa. (Sette

ym 2000, Merkwitz ym. 2011).

Naiden isomuotojen lisaksi on I[0ydetty liuennut muoto, jossa normaalista
transmembraanisesta KiT-reseptorista on irtautunut lahes koko solunulkoinen
osa. Tama liuennut KIT syntyy proteolyyttisten eli proteiineja pilkkovien

reaktioiden kautta ja proteolyysin tapahtumisen taajuus on suoraan riippuvainen



sen hetkisesta kalsiumpitoisuudesta. Liuennut KIT aiheuttaa ligandin kanssa
reagoidessaan sen, ettei liuenneeseen muotoon tarttunut ligandi enaa paase
tarttumaan transmembraaniseen muotoon ja aktivoimaan solunsisaisia
signaalireitteja. Liuennut KIT on olettavasti yksi elimistdon normaaleista tavoista
saadella vapaan KIT-ligandin esiintymista. Lisaksi liuennut KIT on elimistdn
keino saadella solun pinnalla olevien KIT-reseptorien maaraa. (Merkwitz ym.

2011).

Hiirilld esiintyy 39 eri KIT mutaatiota, joista 37:ssda on muutoksia
pigmentaatiossa, 22:ssa muutoksia verenkuvassa ja vain 15:sta on muutoksia
sukusoluissa. Taysin toimimatonta KIT-reseptoria koodaavan mutatoituneen
geenin on todettu aiheuttavan hairidita sukurauhasten kehityksessa jo
heterotsygooteilla geenin kantajilla. Eriasteiset mutaatiot geenissa siis

aiheuttavat eriasteisia hairioita solujen vaelluksessa. (Wu ym. 2010).

Kesysikojen valkoisen varin on havaittu johtuvan KIT mutaatiosta, joka
aiheuttaa muutoksia melanosyyttien esimuotojen normaaliin soluvaellukseen.
Tutkimuksessa laskettiin myos sikojen valkosolut, jolloin havaittiin valkoisilla
kesysioilla olevan hieman alhaisemmat valkosoluarvot kuin villisioilla. (Marklund
ym. 1998). Myodhemmin on tutkittu myds kesysikojen sukuelimia ja
hedelmallisyytta, eika niissa havaittu olevan poikkeavuuksia villisian sukuelimiin
verrattaessa. Joten kesysikojen tapauksessa ei KIT mutaation havaittu
aiheuttavan muutoksia alkuitusolujen soluvaellukseen, eikd heikentavan
kesysikojen lisaantymiskykya. (Fésus ym. 2006). Naudoilla ei KIT-geenin

yhteytta sukurauhasten vajaakehittyneisyyteen ole aiemmin viela tutkittu.



2.3 KIT-ligandi ja soluvaellus

Hiiritutkimuksissa on loydetty myOs toinen mutaatio, jolla on vastaava ilmiasu
kuin KitW genotyypin hiirilla. Nailta hiirilta 10ydetty mutaatio ei ole KIT-reseptoria
koodaavassa geenissa, vaan KlT-ligandia koodaavassa geenissa. KIT-ligandi
on hyvin lajispesifinen ja vaikuttaa alkuitusolujen soluvaelluksen lisaksi niiden
kehitykseen ja lisaantymiseen. (Sette ym. 2000). Alkuitusolut eivat saily
elatusaineella kovin pitkdan ilman somaattisia soluja, jolloin keksittiin
somaattisten solujen tuottaman KIT-ligandin alkuitusoluja elossa pitava vaikutus

(De Felici 2000).

KIT-ligandi on proteiini, jota esiintyy transmembraanisessa ja liuenneessa
muodossa. Liuennut muoto syntyy proteolyyttisesti solunulkoisen osan irrotessa
vapaaksi molekyyliksi. (Sette ym. 2000). Liuenneen muodon on havaittu
rittdvan pitamaan melanosyyttien esiasteet hengissa ja aloittamaan
soluvaelluksen, mutta vasta transmembraanisen muodon lasndolo saa aikaan
solujen lopullisen erilaistumisen ja eloonjaamisen (Wehrle-Haller & Weston
1995). Alkuitusolut tarttuvat transmembraaniseen KIT-ligandiin ja sen
esiintyminen lisaa alkuitusolujen tarttumista somaattisten solujen pintaan
(Merkwitz ym. 2011, De Felici 2000). Alkuitusolujen tarttuminen somaattisiin
soluihin saattaisi De Felicin (2000) mukaan olla eras keinoista estaa niiden
aberrantti eli epatavallista reittia kulkeva soluvaellus. Melanosyyttien esiasteet
seuraavat soluvaellusreitin varrella hetkellisesti ilmenevaa KiT-ligandi aaltoa,
joten KiIT-ligandilla vaikuttaisi olevan myods kemotaktista merkitysta

soluvaelluksen aikana eli solut vaeltavat kohti KIT-ligandin suurempaa

10



pitoisuutta (Wehrle-Haller & Weston 1995). My6s mast-solujen el
sidekudoksessa sijaitsevien tulehdussolujen vaellusreitin varrella olevien
solujen on havaittu tuottavan KIT-ligandia, jolla on arveltu olevan merkitysta

soluvaelluksen reittivalinnassa (Kinashi & Springer 1994).

Seka vapaata ettd transmembraanista KIT-ligandia I6ytyy useista eri
kudoksista, mutta niiden keskinaiset osuudet kokonaispitoisuudesta vaihtelevat
yksilon- ja solujenkehityksen eri kehitysvaiheiden mukaan (Sette ym. 2000).
Siitd miten paljon KIT-ligandia on liuenneena tai transmembraanisena ei ole
tietoa, mutta KIT-ligandin pitoisuus saattaa vaikuttaa siihen rupeavatko
vaikutuksen kohteena olevat melanosyyttien esiasteet jakautumaan mitoottisesti
vai aloittavatko ne soluvaelluksen (Wehrle-Halle & Weston 1995). Vapaan KIT-
ligandin lisdys saa alkuitusolut liikkeelle uudestaan vaikka ne olisivatkin jo
pysahtyneet kohteeseensa. Lisaksi vapaan KIT-ligandin puute aiheuttaa solujen
liallista keraantymista transmembraanista KiIT-ligandia tuottavan solukon
laheisyyteen. Taman on arvioitu viittaavan siihen, ettd vapaan KIT-ligandin
tehtava soluvaelluksen aikana olisi luoda pohja alkuitusolujen liikkeelle ja

transmembraaninen muoto toimisi vaeltavien solujen reittioppaina. (Gu 2011).

Alkuitusolut tarvitsevat vaelluksensa aikana KIT-ligandia ymparistostaan
pysyakseen elossa ja liikkuakseen (Wehrle-Haller & Weston 1995). Tama on
havaittu useissa eri yhteyksissa, jolloin muuten erittain kestavat alkuitusolut
siirtyvat ohjattuun solukuolemaan eli apoptoosiin ilman KIT-ligandin vaikutusta.
Alkuitusoluilla apoptoosiin siirtymista ohjaa bax-proteiini, jota on l|oydetty

erityisen runsaasti vaeltavista alkuitusoluista. YksilGilla joilta bax-proteiinin
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valittama solukuolema on estetty, havaittiin alkuitusolujen sailyvan elossa
yksilonkehityksen aikana myos ilman KiT-ligandia. Tallaisilla yksilGilla
alkuitusolujen soluvaellus on hairiintynytta. (Runyan ym. 2006). Vastaavanlaisia
havaintoja on tehty melanosyyttien esiasteita tutkimalla. Hiirilla, joilla
solukuolema oli estetty, havaittiin etta soluvaellusta ei tapahdu ilman KIT-
ligandia. (Wehrle-Haller ym. 2001). Naiden tutkimusten johtopaatoksena oli etta
KIT-ligandin elossa pitavat, soluvaelluksen kaynnistavat seka yllapitavat
vaikutukset voidaan erottaa toisistaan eri mekanismeilla tapahtuviksi (Runyan

ym. 2006, Wehrle-Haller ym. 2001).

Liuenneen KIT-ligandin maara on suurimmillaan alkuitusolujen soluvaelluksen
aikana (Sette ym. 2000). Transmembraanisen KIT-ligandin maara taas on

korkeimmillaan sukurauhasten kehittyessa (Merkwitz ym 2011).

2.4 Ektooppinen KIT ja KIT copy number variation

Ektooppinen geeni on poikkeavassa paikassa sijaitseva geeni, jonka sijainti on
muuttunut joko kromosomin sisadisesti tai sitten paikka on vaihtunut eri
kromosomiin. Tama saattaa vaikuttaa geenin ilmenemiseen riippuen siitd mitka
geenit ovat normaalisti aktiivisia solussa. Ektooppista geenia ei valttamatta
kopioida viesti-RNA:ksi, mikali sen promoottorialue ei tue geenin transkriptiota.
Eri geenien toimintaa onkin tutkittu siitamalla haluttu geeni ektooppiseksi
geeniksi tietyn promoottorin jatkeeksi. Eri geeneillda saattaa olla erilaiset
vaikutukset yksilon eri kehitysvaiheissa ja silloin niiden virheellinen ilmeneminen
saattaakin aiheuttaa taysin painvastaisen vasteen kuin normaalisti. (Phelps &

Brand 1998). Copy number variation (CNV) eli kopioluvun vaihtelu tarkoittaa
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tietyn geenin monistumista ja se on yksi tarkeimmista ilmidista geneettisten
muutosten joukossa (Seo B ym. 2007). Tietyn geenin kopion ektooppinen
sijainti yksilon genomissa normaalin lisaksi on eras kopioluvun vaihtelun

muodoista.

Hiirilld on olemassa varimutaatio patch, jossa KIT-reseptoria koodaava geeni on
ektooppisena kromosomissa viisi. Nailla hiirilla on havaittu olevan normaali KIT-
ligandin tuotanto ja lisaksi melanosyyttien esivaiheilla on normaalit KIT-
reseptorit ja ne reagoivat ligandiin normaalisti. Tietyssa kehitysvaiheessa kun
melanosyyttien esivaiheet olivat jo aloittaneet vaelluksensa, havaittiin alkioissa
KIT-geenin lahetti-RNA:ta runsaasti ektooppisissa paikoissa. Ektooppisesti
esiintyva KlIT-reseptori vaikutti tutkimuksessa myods niin, ettd KlT-ligandia ei
ektooppisten reseptorien alueella ollut havaittavissa normaaleja maaria. Ja
taman perusteella olisi todennakoista, ettd ektooppinen KIT aiheuttaisi
kilpailutilanteen ligandista, vaeltavien solujen ja ektooppisesti esiintyvien

reseptorien valille. (Wehrle-Haller ym. 1996).
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Kuva 2. Kyyttovarityksinen lapinlehma.

Eraillda nautaroduilla on havaittu kyyttévarityksen (Kuva 2) eli varin, jossa selka
on valkea ja kyljet varilliset, olevan yhteydessa ektooppiseen KIT-geeniin
kromosomissa 29. Normaalisti KIT-geeni sijaitsee kromosomissa 6, mutta
joillain naudoilla se on kopioitunut myos kromosomiin 29. Tama ektooppinen
KIT-geeni on toimiva ja luultavimmin aiheuttaa KIT-proteiinin liiallisen
iimentymisen sikion kehityksen aikana. Nautojen valkoinen vari aiheutui
melanosyyttien puuttumisesta, joten oletettavasti KIT-proteiinin liiallinen
tuotanto heikentdd melanosyyttien vaellusta. Lisaksi joillain nautaroduilla
vastaavan varimuutoksen aiheuttaa myos normaalin KIT-geenin ja sen

saatelyalueiden valiin kopioitunut pala vaaraa kromosomia. Talldin geenin
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saately estyy ja se paasee ilmenemaan liikaa. Tutkimuksen perusteella Ruotsin
tunturirodulla ja talloin myos pohjoissuomenkarjalla on perimassaan molemmat
mutaatiot. Kuitenkaan millaan muulla kyyttovarityksen omaavalla rodulla ei
tiedeta olevan perinndllistd sukurauhasten vajaakehittyneisyytta. (Durkin ym.

2012).

Nykyisen kesysian varitys on paasaantoisesti valkoinen ja siihen on huomattu
vaikuttavan KIT-geenin monistuminen kromosomissa. KIT-geenin
kahdentuminen aiheuttaa saatelyllisen epatasapainon reseptorin ja ligandin
vailla ja on epailty ettd kaksinkertainen maara KIlT-reseptoria aiheuttaisi
kilpailutilanteen KIT-ligandista ja siksi estaisi sioilla melanosyyttien normaalin
kehittymisen. Fenotyypiltaan valkoisista sioista on olemassa kahta genotyyppia,
joiden valilld on erona monistuneen KIT-geenin mutaatio. Talléin mutatoitunut
KIT-geeni tuottaa oletettavasti viallisen reseptorin. Reseptorin toiminnallisen
hairion on todettu hiirilla ja sioilla aiheuttavan suuremmat muutokset ilmiasussa,

kuin pelkan saatelyllisen hairion. (Marklund ym. 1998).

3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Nautojen kliininen tutkimus

Eldinten tutkiminen suoritettiin tilakaynneilla lehmien ja hiehojen osalta
rektaalisesti palpoimalla munasarjat. Kaikki yli 16 kuukauden ikaiset hiehot ja
lehmat tutkittiin pois lukien yli 5 kuukautta tiineet eldimet. Nuorempien elainten

tutkiminen olisi ollut elainten koon ja munasarjatoiminnan osalta epavarmaa. Yli
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5 kuukautta kestaneiden tiineyksien osalta ei olisi valttamatta voitu tuntea
munasarjoja kohdun suuren koon ja syvalla vatsaontelossa olevan sijainnin
johdosta. Sonneilta ja sonnivasikoilta tunnusteltiin kivekset mahdollisten koko-
ja symmetriaerojen varalta ja niistd mitattiin sekd ymparysmitta, ettd pituus.
Sukurauhasten tutkimisen jalkeen osalta eldaimia otettin 9 millilitraa
laskimoverta EDTA-putkeen DNA-tutkimusta varten. Nautojen tutkiminen
aloitettiin tammikuussa 2010 ja tutkimusta jatkettiin kesakuuhun 2011 asti.

Kaiken kaikkiaan 303 pohjoissuomenkarja nautaa tutkittiin kliinisesti.

Lehmilld ja hiehoilla tutkimuksessa sukurauhasten osalta vajaakehittyneiksi
maariteltiin elaimet, joilla toinen tai molemmat munasarjat olivat hyvin pienet tai
mahdottomat |0ytaa rektaalitutkimuksessa (Kuva 3). Naissa tapauksissa pyrittiin
mahdollisuuksien mukaan uusimaan tutkimus mydhempana ajankohtana
vajaakehittyneisyyden varmistamiseksi. Sonnivasikoilla maariteltin toisen
puolen kives vajaakehittyneeksi, jos sen koko oli korkeintaan puolet isommasta
kiveksesta. Sonneilla taas vastaavasti todettiin kives vajaakehittyneeksi, jos sen

koko oli korkeintaan kolmasosa suuremman kiveksen koosta (Kuva 4).

3.2 Sukurauhasten tutkimus teurastuksen tai kliinisen kastraation jalkeen

Osa sukurauhasista tutkittiin vasta teurastuksen tai kliinisen kastraation jalkeen.
Talloin teurastaja tai elainlaakari otti kivekset tai munasarjat (kohdun kanssa)
talteen ja lahetti ne Saaren yksikkdon tutkittavaksi. Sukurauhasia tarkasteltiin
paallisin puolin ja niiden painot mitattiin. Lisaksi niista otettiin myds histologiset
naytteet ja DNA-naytteet. Sukurauhanen todettiin vajaakehittyneeksi vylla

mainituin perustein ja histologisten leikkeiden avulla, joista ei I0ytynyt
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sukusoluja tai niiden esiasteita. Yhteensa 42 pohjoissuomenkarjan naudan
sukurauhaset tutkittiin teurastuksen tai kastraation jalkeen vuosien 2010 ja 2011

aikana.

Kuva 3. Vasemmanpuoleisen munasarjan hypoplasia.
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Kuva 4. Vasemmanpuoleisen kiveksen hypoplasia.

3.3 Geenitutkimusmenetelmat

Genotyyppaukseen valittin 96 naudan naytteet, joista 81 oli keratty vuosien
2010-2011 aikana, 11 oli ennen vuotta 2010 kerattyja yksittaisia naytteita ja

kolme naytetta saatiin Ruotsin tunturirodun naudoista.

Naytteet genotyypitettiin kaupallisen lllumina BovineHD Bead sirun ja Illlumina's
BeadStudio ohjelmiston avulla. Genotyypitys epaonnistui 2 elaimen osalta ja ne
jatettiin materiaalin ulkopuolelle. Tutkimukseen jai 94 elaimen genotyypityksen

tulokset.

Assosiaatiotutkimuksia varten eldimet jaettiin ryhmiin sairauden ja varityksen
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mukaan. Ryhmat on esitelty taulukossa 1. Naudat joilla yli 30 % karvapeitteen

pinta-alasta oli pigmentoitunut, laskettiin varillisten ryhmaan. Arvio tehtiin

silmamaaraisesti tilakaynnilla tai kuvasta.

Taulukko 1. Nautojen jaottelu turkin varin ja hypoplasian esiintymisen suhteen

Valkoiset Varilliset Ei tietoa varista | Yht.
Hypoplastiset | Ryhma 1. - - 22 kpl

22 kpl
Normaalit Ryhma 2. Ryhma 3. Ryhma 4.

24 kpl 18 kpl 30 kpl 72 kpl
Yht. 46 kpl 18 kpl 30 kpl 94 kpl

Eldimet jaettiin ryhmiin koko genomin laajuista assosiaatiotutkimusta varten
(Taulukko 1) ja niita verrattiin keskenaan. Ryhmaa 1 verrattiin ryhmiin 2, 3 ja 4.
Ja ryhmia 2 ja 3 verrattiin keskenaan. Aineistosta tehtiin Fisherin eksakti testi
Shaun Purcellin (2007) kehittamalla koko genomin assosiaatioihin tarkoitetulla
PLINK-ohjelmalla. SNP:t (single-nucleotide polymorphism) testattin myds
Bonferronin menetelmalla, jossa P-arvot jaetaan testien maaralla. Korjatun raja-

arvon (P<7,71x107-8) alle jaavia tuloksia pidettiin merkittavina.
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Kopioluvunvaihtelun havaitsemiseksi tulokset analysoitin PennCNV-ohjelmalla
(Wang ym. 2007) ja tulosten tilastollinen merkitsevyys varmistettiin Fisherin

eksaktilla testilla.

4 TULOKSET

4.1 Gonadihypoplastiset yksilot

Vuosien 2010 ja 2011 aikana tutkittin yhteensa 345 pohjoissuomenkarjan
nautaa. Naista 16 oli hypoplastisia, 231 normaaleja ja 98 kohdalla selkeaa
diagnoosia ei  voitu tehda. Hypoplastisista naudoista 14  oli
vasemmanpuoleisesti vajaakehittyneet sukurauhaset ja 2 oikeanpuoleisesti

vajaakehittyneet sukurauhaset.

4.2 Genotyyppaus tulokset

Genomin laajuisessa assosiaatiotutkimuksessa (GWAS) ryhmien 1. ja 3. valilla
(Taulukko 1) I16ytyi 16 merkittdvaa assosiaatiota kromosomissa 29 (P=5,59x10%-
12). Toisessa GWAS-tutkimuksessa ryhmien 1. ja 4. valilla 10ytyi 5 merkittavaa
assosiaatiota kromosomista 29 ja 1 merkittdva assosiaatio kromosomista 23
(P=7,88x107"-10). Ryhmien 1. ja 2. seka ryhmien 2. ja 3. valilla tehdyssa GWAS-
tutkimuksessa ei [0ytynyt merkittavaa assosiaatiota. Nama |0ydokset viittaavat
vahvasti siihen ettd kromosomi 29 on yhteydessa gonadien hypoplasiaan.
Kromosomista 23 |I0ydetty yksi merkittava assosiaatio on todennakoisesti virhe-

positiivinen [0ydos.
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Kopioluvun vaihteluita (CNV) loydettiin kaikilta tutkituilta 94 elaimelta yhteensa
2101 kappaletta. Kromosomista 6 I6ydetty CNV-alue sisaltdd kokonaan KIT-
geenin ja se liittyy merkittavasti gonadien hypoplasiaan. Tama CNV |6ytyi
kaikilta 22 hypoplastiselta ja 35 terveelta kontrolliryhman elaimilta. Toinen CNV-
segmentti kromosomissa 29 loytyi 16 hypoplastiselta ja 43 terveelta elaimelta.
Kromosomista 29 I6ytynyt CNV on GWAS-tutkimuksessa |0ydetyn alueen

valittomassa laheisyydessa.

5 POHDINTA

Lapinlehmilla tavattavassa sukurauhasten vajaakehittyneisyydessa ovat
kivekset tai munasarjat muuten normaaleita, mutta niiden koko on selvasti
tavallista pienempi ja niista puuttuvat itusolut. Erikoisen tilasta tekee se, etta
juuri vasemmanpuoleinen kives tai munasarja on se jonka kehityksessa on
useimmiten puutteita. Toispuoleisesti sukurauhasiltaan vajaakehittyneiden
normaalin lisaantymiskyvyn aiheuttaa osittain toimivan sukurauhasen suurempi
koko ja oletettavasti korkeampi aktiivisuus (Settergren 1964). Itusolujen puute
sukurauhasissa voisi johtua yksilonkehityksen alkuvaiheen virheesta, jossa
alkitusolut jaisivat kokonaan muodostumatta. Silloin molempien sukurauhasten
tulisi olla pienia ja ilman itusoluja. Taman perusteella on kuitenkin
todennakoisempaa, ettd ongelman takana on hairid alkuitusolujen

soluvaelluksessa tai lisaantymisessa.

Sukurauhasten vajaakehittyneisyyden on havaittu olevan yhteydessa

valkoiseen turkin variin (Settergren 1964) ja sitd on havaittu erityisesti elaimilla,
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joilla ei ole pigmenttia muualla kuin turvassa ja korvissa. Lapinlehmat ovat
tyypillisesti paaosin valkoisia, mutta ne saattavat olla kyljiltdan varillisia. Durkin
ym. (2012) I6ysi kyljistdan pigmentoituneilta naudoilta ektooppisen KIT-geenin
kromosomista 29, joka on ldydetty nyt myds lapinlehmiltd (Venhoranta ym.
2012). Samoin nykyaan lihantuotannossa suosittavilla turkiltaan ja iholtaan
paaasiassa valkoisilla sikaroduilla, on havaittu olevan kopio KIT-geenista
perimassaan (Marklund ym. 1998). Sioilla tai muilla nautaroduilla, kuin
pohjoissuomenkarjalla tai tunturirodulla, ei kuitenkaan ole havaittu
sukurauhasissa vajaakehityksen merkkeja tai alentunutta hedelmallisyytta

(Durkin ym. 2012, Fésus ym. 2006).

Hiirilld on raportoitu useita mutaatioita seka KIT-reseptorissa, ettd sen
ligandissa. Niiden ilmiasujen eroavaisuudet riippuvatkin hyvin pitkalti siita, miten
vakavasti  KlT-reseptorin  ja  ligandin  valiseen  vuorovaikutukseen
mutatoituneiden geenien tuotteet vaikuttavat. Voimakkaimmat muutokset on
havaittu tapauksissa, joissa geenituotteet ovat kokonaan toimimattomia ja
lievempia muutoksia on hiirilld, joiden KIT-geenin mutaatioilla on Iahinna
saatelyllistd merkitystd (Marklund ym. 1998). Kopioluvun vaihtelu ja
ektooppinen ilmeneminen ovat molemmat geenin saatelyyn vaikuttavia tekijoita,

jotka saattavat muuttaa geenin normaalia ilmentymista.

Sukurauhasten osalta vajaakehittyneilta lapinlehmilta on nyt 16ydetty seka kopio
KIT-geenista ettd sen ektooppinen sijainti kromosomissa 29. KIT on
merkittavassa roolissa itusolujen, melanosyyttien ja verisolujen kehityksessa,

soluvaelluksessa ja elossa pysymisessa, joten sen mahdollisesti liiallinen maara
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olisi sopiva l0ydds lapinlehmien sukurauhasten vajaakehitykseen. llmiasun
muutokset selittaisi KIT-reseptorin ja KIT-ligandin valisen interaktion hairiot, KIT

aktivaation vahyys voisi aiheuttaa alkuitusolujen epataydellisen vaelluksen.

KIT ilmenee erittain runsaana alkuitusoluissa, joten moninkertainen maara sita
aiheuttaa ligandista kilpailutilanteen alkuitusolujen kesken. Koska juuri liuennut
muoto aiheuttaa alkuitusolujen maaratietoisen soluvaelluksen, voisi olettaa etta
lian vahainen ligandin maara suhteessa reseptoreihin aiheuttaisi osalle
alkuitusoluista vaikeuksia soluvaelluksen aloittamisessa. Tama taas johtaisi
siihen, etteivat nama riittamattomasti KIT-ligandia saavat alkuitusolut ehdi vain
hetkellisesti soluvaelluksen aloituspaikasta alkavan KlT-ligandiaallon mukaan,
vaan jaisivat liian kauas KIT-ligandin alkuitusoluja houkuttelevasta
vaikutusalueesta ja alkaisivat menna apoptoosiin KIT-ligandin puuttuessa niiden
saatavilta. Tata teoriaa tukee osittain se, etta ligandin puutteessa alkuitusolujen

likkuminen on myos hitaampaa (Jordan ym. 1999).

Ektooppinen KIT aiheuttaa myos kilpailutilanteen KIT-ligandista ja sen on hiirilla
tehdyissa tutkimuksissa havaittu melanosyyttien esiasteilla aiheuttavan
kykenemattomyytta hakeutua lateraaliselle vaellusreitile (Wehle-Haller ym.
1996). Kyseessa on vastaavanlainen tilanne, kuin alkuitusolujen pinnalla
esiintyvan KliT-reseptorin liiallisessa maarassa. Ektooppisesti vaarassa
kromosomissa sijaitseva KIT ei valttamatta ole paasaantoisesti alkuitusoluissa
esiintyva, vaan sen esiintyminen voi hyvinkin tapahtua myods muissa
kudoksissa. Talloin liuenneen KIT-ligandin maara normaalilla alueellaan voi olla

liian pieni. Lisaksi ektooppinen KIT saattaa ilmeta vaaran kromosomisijaintinsa
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johdosta sellaisina aikoina yksilonkehityksessa, etta sen vaikutukset eivat ole
vastaavia, kuin perakkain samassa kromosomissa sijaitsevin kopioiden. Talloin
sen vaikutukset voivat olla arvaamattomia ja se saattaa aiheuttaa vain

hetkittaisia kilpalutilanteita KIT-ligandista.

KIT voi esiintyd myds proteolyysin irrottamana vapaana, solunulkoisessa tilassa
olevana muotona (Merkwitz ym 2011). Vapaana oleva KIT ei aktivoi solun
signaalireitteja, vaan sitoo KIT-ligandia estden sen sitoutumisen solun pinnalla
oleviin KlT-reseptoreihin. Vapaan KlIT-reseptorin epailldan osallistuvan KIT-
ligandin konsentraatiogradientin luomiseen sitomalla vapaata KIT-ligandia
(Merkwitz ym. 2011). Liiallinen vapaan KIT-reseptorin maara pienentaisi vapaan
KIT-ligandin maaraa niin ettd osa alkuitusoluista jaisi normaalin
konsentraatiogradientin vaikutuspiirin ulkopuolelle. Transmembraaniset KIT-
ligandit voivat peittya liiallisesta vapaasta KlT-reseptorista. Tama estaisi
transmembraanisen KIT-ligandin alkuitusoluja elossa pitavat ja lisaantymista
lisaavat vaikutukset. Talloin alkuitusolujen maara jaisi jo heti alkuunsa selvasti

normaalia pienemmaksi.

Alkuitusolujen normaalista poikkeava soluvaellus ja lisaantyminen selittyisivat
KIT-reseptorin ja KIT-ligandin valisellda epasuhteella, mutta syyta juuri
vasemmanpuoleisen sukurauhasen vajaakehityksen yleisyyteen se ei selita.
Ektooppisen KiIT-reseptorin aiheuttamat puutteet melanosyyttien esiasteiden
kyvyssa paasta lateraaliselle vaellusreitille (Wehrle-Haller ym. 1996) voisivat
toimia mallina myos alkuitusolujen tapauksessa. Talloin alkuitusolujen

lateraalinen liike hairiytyisi, eivatka ne jostain syysta kulkeutuisi kunnolla juuri
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vasemmanpuoleiseen sukupuoliharjanteeseen.

Pohjoissuomenkarjan naudoilla esiintyva ektooppinen KIT voi olla mutatoitunut
ja toimimaton, jolloin alkuitusolujen liike ja elossa pysyminen voisi sita kautta
olla normaalista poikkeava. Mikali geenituote olisi taysin toimimaton, niin
vaikutuksien tulisi olla voimakkaampia. Kesysiolla on perimassaan kopio KIT-
geenista. KIT-geenin suhteen on olemassa kahta eri genotyyppia, joista toisella
KIT-geenin kopio koodaa toimimatonta KlT-reseptoria. Sioilla on havaittu, etta
toimimaton KIT aiheuttaa jo heterotsygoottina merkittdvat muutokset
melanosyyttien esiasteiden soluvaellukseen ja nain ollen valkoisen ihon ja turkin
varin (Marklund ym. 1998). Tama olisi todennakoista, jos mutatoitunut KIT
sitoisi KIT-ligandin normaalisti eika aktivoisi solun sisaisia signaalireitteja. Mikali
KIT-ligandin kiinnittyminen toimimattomaan mutatoituneeseen KIT-reseptoriin
olisi epataydellista, niin yksi normaalisti toimiva KIT-geeni voisi riittaa
alkuitusolujen ja melanosyyttien esiasteiden tavanomaiseen kayttaytymiseen
soluvaelluksessa. Tassa tapauksessa yksilonkehityksessa ei pitaisi tapahtua
normaalista poikkeavaa ja tallaisten elainten pitaisi olla seka sukurauhasten,

etta varityksen osalta normaaleja.

Myds muita mahdollisuuksia alkuitusolujen puutokseen sukurauhasissa on
esitetty. Esimerkiksi yksilonkehityksen aikana alkuitusolujen kanssa tekemisissa
olevien rakenteiden poikkeava kehitys voi aiheuttaa sen, etteivat alkuitusolut
paase normaalille vaellusreitilleen (Hara ym 2009). Silloin vaellusreitin varrella
olevat rakenteet saattavat aiheuttaa fysikaalisen, lapaisemattoman esteen

alkuitusoluille.  Talldin alkuitusolut joutuvat liian kauaksi KIT-ligandin
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vaikutuspiirista ja menevat apoptoosiin. Kyseenalaiseksi taman tyyppisen
kehityshairion tapahtumisen lapinlehmien sukurauhasten vajaakehityksessa,
tekee se etta toinen sukurauhanen yleensa kuitenkin kehittyy normaalisti.
Fysikaalisen esteen luulisi kokonaan estavan alkuitusolujen soluvaelluksen.
Lisaksi genotyypitys ei antanut merkkeja siita, etta muut kuin KIT-geeni olisivat
osallisia  pohjoissuomenkarjan naudoilla  esiintyvdan  sukurauhasten

vajaakehittyneisyyteen.

Lapinlehmien sukurauhasten vajaakehittyneisyyden ja ektooppisen KIT-geenin
valilla on vahva yhteys, mutta se ei viela riita todistamaan ettd normaalia
suurempi  KIT-reseptorien maara olisi syyna alkuitusolujen soluvaelluksen
puutteisiin.  Lisdantynyt reseptorien maara aiheuttaa todennakoisesti
samanlaisen muutoksen alkuitusolujen vaelluskayttaytymiseen, kuin KIT-
ligandin puutos. Erityisesti liuenneen KIT-ligandin puutoksessa soluvaellus on
puutteellista (Wehrle-Haller ym. 1995). Liuenneen KIT-ligandin vahainen maara
on myos todenndkoisin syy Buehrin (1993) havaitsemaan alkuitusolujen
lialliseen keraytymiseen hiirilla. Taman tyyppinen kasautuminen johtuu
todennakadisesti transmembraaniseen KIT-ligandiin kiinnittyvista alkuitusoluista,

jotka eivat liiku liuenneen KIT-ligandin puutteessa.

Yksilonkehityksen erot hiiriin verrattuna ja erityisen pitkat solujen kulkemat
matkat naudoilla tekevat nauta- ja hiirimalleista osin vertailukelvottomia.
Aktiivista alkuitusolujen soluvaellusta kehittyvaan sukupuoliharjanteeseen on
naudalla pidetty mahdottomana nopean koon kasvun takia ja muiden

solukoiden liikkeiden on arveltu avustavan sitd (Wrobel & SUR 1998). Taman
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voisi paatella vaikuttavan siihen, ettei sukurauhasten vajaakehittymisen
ilmeneminen ole kovinkaan taydellista elaimilla joilla on runsaasti KIT-geeneja.
Talloin sukurauhasten kehityksen virheet KIT ylimaarassa rajoittuisivat
paasaantoisesti siihen vaiheeseen, kun alkuitusolut siirtyvat kehittyvaan
sukupuoliharjanteeseen. Talldin niiden normaali liike liuenneen KiIT-ligandin
vaikutuksesta ja tarttuminen transmembraaniseen KIT-ligandiin saattavat
sattumanvaraisesti aiheuttaa sen, ettei toiseen tai molempiin sukurauhasiin

paase ollenkaan alkuitusoluja.

Pohjoissuomenkarjalla  esiintyvan ektooppisen KIT-geenin liittymisesta
sukurauhasten vajaakehittyneisyyteen on nayttdéa, mutta vajaakehittyneisyyden
aiheuttavia mekanismeja ei viela tiedeta ja tutkimukset aiheeseen liittyen ovat
viela kesken. On mahdollista, ettd ektooppinen KIT-geeni poikkeaa normaalista
KIT-geenista ja siksi aiheuttaa muutokset varin lisaksi myos alkuitusolujen
soluvaellukseen tai lisdantymiseen. Durkin ym. (2012) eivat havainneet
tutkimuksissaan  poikkeavuuksia  tutkimuksessa  kaytettyjen  nautojen
sukurauhasissa, mutta vajaakehittyneisyyden pieni ilmenemistaajuus saattaa

olla syyna tahan.
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