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Tiivistelmä

Tämän työn tavoitteena on koota tiivis kirjallisuuskatsaus bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosista ja siitä, mitä sairauden aiheuttajista tällä hetkellä tiedetään. Tavoitteena on antaa sairautta tuntemattomille perustiedot sairauden taustasta ja luonteesta sekä koota ajankohtaista tutkimustietoa myös asiaan enemmän perehtyneille. 

Kuparitoksikoosi on bedlingtoninterrierillä tavattava perinnöllinen sairaus, joka johtuu kuparin kertymisestä maksaan (Coronado ym. 2003). Kupari vaurioittaa maksasoluja muun muassa lisäämällä solujen oksidatiivista stressiä (Favier ym. 2011), mikä johtaa krooniseen hepatiittiin, maksan kirroosiin ja hoitamattomana lopulta kuolemaan (Forman ym. 2005). Aikaisemmin sairauden tunnistaminen perustui maksabiopsianäytteestä tehtyyn kuparin määrän mittaamiseen, mutta biopsiat on pääosin syrjäyttänyt C04107-mikrosatelliittimarkkeriin perustuva geenitesti (Coronado ym. 2003).  Sairailta koirilta löydettiin mikrosatelliittimarkkerin läheisyydestä COMMD1-geenin (Copper Metabolism gene MURR1 containing Domain 1) eksonin 2 deleetio (Forman ym. 2005). Mikrosateliittimarkkerin ja geenimutaation välillä on kuitenkin todettu rekombinaatiota, ja on tavattu sairaita koiria, joilla ei ole homotsygootisti geenimutaatiota (Coronado ym. 2002). Taudin esiintyvyyttä on silti saatu pienennettyä huomattavasti valikoivan jalostuksen avulla (Willard 2010).

1. Kuparitoksikoosin historiaa
Bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosi tunnistettiin ensimmäisen kerran 1975 Yhdysvalloissa ja pian sen jälkeen monissa muissakin maissa (Lee ym. 2007). Se oli hyvin yleinen maailmanlaajuisesti, ja sairaiden koirien osuus oli esimerkiksi Yhdysvalloissa 66 % (1978) ja Alankomaissa 37 % (1987) (Coronado ym. 2003). Kuparitoksikoosin diagnosointi on pohjautunut maksabiopsianäytteestä määritettyihin maksan kuparipitoisuuteen ja maksakudoksen histologisiin muutoksiin (Coronado ym. 2003). Maksabiopsian hankaluutena on, että sen avulla harvoin pystytään tunnistamaan taudin kantajat (Lee ym. 2007) ja että havaittavat, sairaudesta johtuvat muutokset ilmenevät koirilla vasta noin vuoden iässä (Coronado ym. 2003). Vuonna 1997 sairauteen yhdistettiin polymorfinen mikrosatelliittimarkkeri C04107, jonka käyttö on syrjäyttänyt maksabiopsiat koirien tautistatuksen määrittelemisessä (Coronado ym. 2003). Mikrosatelliittimarkkerin avulla sairautta aiheuttava lokus paikannettiin MURR1-geeniin (Coronado ym. 2003), jota nykyään kutsutaan nimellä COMMD1 eli Copper Metabolism gene MURR1 containing Domain 1 (Fieten ym. 2011). 

2. Kuparitoksikoosin patogeneesi
Bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosi johtuu maksaan varastoidun kuparin vähentyneestä erityksestä sappeen, koska kuparin metaboliareiteissä on geneettinen häiriö (Lee ym. 2007).  Kupari on välttämätön hivenaine ja tärkeä kofaktori monissa solun entsymaattisissa prosesseissa, mutta se on myrkyllistä suurina määrinä (Forman ym. 2005). Vapaat kupari-ionit voivat muodostaa hydroksyyliradikaaleja, jotka lisäävät solun oksidatiivista stressiä vahingoittamalla solun DNA:ta, proteiineja ja lipidejä sekä luomalla muita happiradikaaleja (Favier ym. 2011). Sekä maksasolujen apoptoosi että nekroosi voivat saada alkunsa kuparin aiheuttamista soluvaurioista (Favier ym. 2011).  Kupari lisää myös solun herkkyyttä apoptoottisille signaaleille muuttamalla anti-apoptoottisen proteiinin, XIAP:n (X linked inhibitor of apoptosis), konformaatiota (Fieten ym. 2011). 

Tautiin liitetyn mikrosatelliittimarkkeri C04107:n avulla paikannettiin COMMD1-geenin eksonin 2 deleetio, joka johtaa toiminnallisen COMMD1-proteiinin puuttumiseen (Forman ym. 2005). COMMD1:n on osoitettu muun muassa osallistuvan kuparin poistoon solusta sekä superoksididismutaasiaktiivisuuden, kuparinkuljetin ATP7B:n (copper-transporting P-type ATPase) ja transkriptiosäätelijä NF-κB:n (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) säätelyyn (Favier ym. 2011). COMMD1-proteiinilla on todettu useita muitakin tehtäviä solunsisäisissä kuljetusjärjestelmisssä ja ubikinaatioissa, mutta proteiinin koko toimintaa ei ole vielä tarkkaan selvitetty (Favier ym. 2011). MURR1:ä (= COMMD1) ilmennetään maksan lisäksi vaihtelevissa määrin monissa muissakin kudoksissa (Coronado ym. 2003). Geenideleetion katkeamiskohdat ovat sekvensseiltään hyvin samankaltaiset, joten deleetion on saattanut alun perin aiheuttaa epäonnistunut rekombinaatio (Forman ym. 2005). 

3. Sairauden ilmeneminen ja hoito
Kuparitoksikoosin aiheuttamat histopatologiset muutokset keskittyvät pääasiassa maksakudokseen (Hyun & Filippich 2004). Maksan kuparipitoisuus on terveillä koirilla alle 400 µg/g kuivapainoa (Forman ym. 2005), ja kuparitoksikoosin kliiniset oireet ilmenevät yleensä, kun kuparia on maksassa yli 2000 µg/g kuivapainoa (Hyun & Filippich 2004). Kuparia kertyy erityisesti sentrolobulaaristen maksasolujen lysosomeihin, mutta kuparimäärän kasvaessa kuparigranuloita alkaa löytyä perilobulaarisista maksasoluista asti (Willard 2010). Histologisia muutoksia näkyy kuparikertymien lisäksi erityisesti solun erilaisilla kalvostoilla ja mitokondrioissa (Hyun & Filippich 2004). Kuparin määrän kasvaessa maksaan tulee lisääntyvissä määrin paikallisia tulehduksia, nekrooseja ja fibroosia sekä lopulta kirroosi (Willard 2010). Pitkälle edenneissä sairastapauksissa kuparin määrä maksassa voi vähentyä johtuen hepatosyyttien korvautumisesta fibroottisella kudoksella ja regeneratiivisilla noduloilla (Fieten ym. 2011). Koira voi olla oireeton kuparipitoisuuden ollessa hyvinkin korkea (Hyun & Filippich 2004), mutta toisaalta normaalisti merkityksetön stressi voi laukaista akuutin hepaattisen nekroosin, kun kuparipitoisuus maksassa ylittää tietyn rajan (Willard 2010). Sairauden kliiniset oireet vaihtelevat (Hyun & Filippich 2004), ja ne alkavat yleensä koiran ollessa 2–5-vuotias (Fieten ym. 2011). Oireet, esimerkiksi oksentelu, anoreksia, ikterus ja hemolyyttinen anemia, viittaavat maksan vakavaan vaurioitumiseen (Willard 2010). Hoitamattomana tauti johtaa ennenaikaiseen kuolemaan (Forman ym. 2005). Sairailla koirilla seerumin ja plasman kupari- tai seruloplasmiinipitoisuuksissa ei ole havaittu merkittäviä muutoksia, mutta kohonneita ALAT- eli alaniiniaminotransferaasi-aktiivisuuksia on tavattu usein (Hyun & Filippich 2004).

Kuparitoksikoosin hoito perustuu kuparin imeytymisen vähentämiseen ruoansulatuskanavasta ja kuparin erityksen lisäämiseen (Hyun & Filippich 2004).  Ruoansulatuskanavasta imeytyvän kuparin määrää voidaan rajoittaa pienentämällä ruokavalion kuparipitoisuutta (Hyun & Filippich 2004) ja syöttämällä sinkkiasetaattia, joka estää kuparin imeytymistä (Coronado ym. 2003). Kuparin eritystä voidaan puolestaan lisätä kuparia kelatoivilla aineilla, kuten penisillamiinilla (Hyun & Filippich 2004). Kliinisiä oireita helpotetaan tukihoidolla, esimerkiksi tulehdusta lievittävällä lääkityksellä (Hyun & Filippich 2004). Sairauden varhainen diagnosointi ja koiran tilan jatkuva tarkkailu parantavat ennustetta, sillä pitkälle edennyt tauti vastaa yleensä huonosti tukihoitoon (Hyun & Filippich 2004).

4. Diagnostiikan haasteet
C04107-mikrosatelliittimarkkerin alleelin 2 ja kuparitoksikoosin välillä todettiin voimakas kytkentäepätasapaino, jonka luultiin aluksi olevan täydellinen (Coronado ym. 2003). Pian kuitenkin raportoitiin koirista, joilla mikrosatelliittimarkkerin alleeli 1 oli linkittynyt sairauden kanssa, mikä viittasi rekombinaatioon kuparitoksikoosia aiheuttavan mutaation ja mikrosatelliittimarkkerin välillä (Coronado ym. 2003). On myös tavattu mikrosatelliittimarkkerin suhteen 1-1 -homotsygootteja ja 1-2 -heterotsygootteja koiria, jotka sairastavat kuparitoksikoosia mutta joilla ei ole homotsygootististi geenideleetiota (Coronado ym. 2003). COMMD1-deleetioiden tutkimisellakaan ei siis yksinään voida varmasti tunnistaa sairaita ja taudin kantajia, mutta sitä käyttämällä vältyttäisiin mikrosatelliittimarkkerin käyttöön liittyvältä rekombinaatio-ongelmalta (Lee ym. 2007).

Muiden biomarkkereiden puuttuessa ja geenitestien epäluotettavuudesta johtuen maksabiopsiaa tulisi käyttää kuparitoksikoosidiagnoosin varmistamiseen (Fieten 2011). Biopsiatulokset voivat kuitenkin antaa myös väärän kuvan sairauden tilasta (Forman ym. 2005). On esimerkiksi tavattu terveitä koiria, joilla maksan kuparitaso on yli 400 µg/g kuivapainoa (Forman ym. 2005), ja kuparin määrä voi olla jopa 50-kertainen normaaliin nähden ilman merkittäviä muutoksia maksassa tai sen toiminnassa (Hyun & Filippich 2004). Kliinisen sairastumisen ja kuparin määrän välillä ei siis ole selvää verrannollisuutta, vaan yhteys on nähtävissä lähinnä oireiden ja maksan vaurioitumisen välillä (Hyun & Filippich 2004). 

MURR1:ä (=COMMD1) ilmennetään laajasti elimistön eri kudoksissa (Coronado ym. 2003), mutta kohonneita kuparipitoisuuksia on kuparitoksikoosia sairastavilla bedlingtoninterriereillä havaittu maksan lisäksi vain munuaisissa, aivoissa ja korneassa (Hyun & Filippich 2004). Kliinisiä oireita ei kuitenkaan ole todettu aiheutuvan muusta kuin kuparin kertymisestä maksaan (Hyun & Filippich 2004). COMMD1-geenideleetion puuttuminen osalta sairaista koirista (Lee ym. 2007), kliinisen sairastumisen ja maksan kuparipitoisuuden heikko verrannollisuus sekä sairauden tarkka rajoittuminen maksaan (Hyun & Filippich 2004) voivat viitata bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosin multigeenisyyteen. Kuparitoksikoosin syntyyn saattaa siis vaikuttaa COMMD1:n eksonin 2 deleetion lisäksi myös toinen, vielä tuntematon mutaatio COMMD1:n säätelyalueella tai jossakin mussa geenissä (Fieten ym. 2011). Bedlingtoninterrieriltä on tutkittu useita geenialueita, jotka koodaavat kuparimetaboliaan tunnetusti osallistuvia proteiineja, esimerkiksi kuparinkuljetin ATP7B:tä (Fieten ym. 2011). Niistä ei kuitenkaan ole löydetty mutaatioita, jotka kytkeytyisivät kuparitoksikoosin kanssa (Fieten ym. 2011). 

5. Bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosin ja tutkimuksen tilanne nykyään

Bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosia on onnistuttu vähentämään huomattavasti valikoivan kasvatuksen myötä. Alankomaissa taudin prevalenssia saatiin alennettua 46 %:sta (1976–1986) 11 %:iin (1990–1997) (Willard 2010), ja Australiassa mikrosatelliittimarkkeri C04107:n alleelin 2 prevalenssi laski  52 %:sta 4,8 %:iin mikrosatelliittimarkkeriin perustuvan jalostusohjelman avulla (Lee ym. 2007). Koska mikrosatelliittimarkkeritestin arvo on rajallinen ja luotettavan kliinisen diagnoosin tekeminen erityisesti nuorille koirille on vaikeaa, ei voida tietää varmasti kuinka paljon kuparitoksikoosi on todellisuudessa vähentynyt (Lee ym. 2007).  Myös sairauden patogeneesin tuntemuksessa on vielä aukkoja, ja uusia kuparitoksikoosin syntyyn mahdollisesti vaikuttavaa geenejä etsitään (Fieten ym. 2011).

COMMD1-geenin ei tiedetty osallistuvan kuparin metaboliaan ennen kuin se yhdistettiin bedlingtoninterrierin kuparitoksikoosiin (Fieten ym. 2011). COMMD1-geenivirheen löytyminen kuparitoksikoosia sairastavilta bedlingtoninterriereiltä oli siis merkittävä löytö nisäkkäiden kuparimetabolian ymmärtämisen kannalta (Fieten ym. 2011). COMMD1-geeniä tutkitaan edelleen, ja sen avulla toivotaan saatavan lisää tietoa maksasairauksien synnystä ja niiden hoitomahdollisuuksista koirilla ja ihmisillä (Favier ym. 2011).  Puhdasrotuisista koirista toivotaan malleja geenitutkimuksiin myös kuparin homeostaasin tutkimista varten (Fieten ym. 2011). 
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