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Sammanfattning

Denna litteraturstudie utvirderar hunden som ett modelldjur inom forskning for
sjukdomar pa& ndthinnan s.k. retinopatier samt genterapi som potentiell
behandlingsmetod for dessa sjukdomar. Minst 256 gener och 300 mutationer har
hos ménniska associerats med arftliga retinopatier. Hos hunden har hittills 28 gener
identifierad koppling till olika retinopatier. Retinopatier har observerats ha
autosomal recessiv, autosomal dominant, X-bunden och mitokondriell nedarvning.
Forutom olika nedédrvningsformer kan retinopatier &ven uppkomma vid olika
tidpunkter i individens liv och med olika langt sjukdomsforlopp. Rattor och mdss
har lange anvénts som modelldjur inom forskning for érftliga 6gonsjukdomar. De &r
dock mindre ldmpade att anvinda i viss forskning pa grund av anatomiska olikheter
med ménniskans 6gon. Tva genetiska flaskhalsar bidrar bland annat till att hunden
ar ett lampligt modelldjur. Hundens 6ga har manga anatomiska likheter med
ménniskans. Genterapi dr en mdjlig behandlingsform for genetiska sjukdomar.
Genterapistudier pad hund har genomforts med goda resultat. Fas I och II forsok pa
ménnsika har ocksa utforts d&ven hdr med lovande resultat.

Nyckelord: retinopati, Retinitis pigmentosa, Leber congenital amaurosis, hund,
modelldjur, genterapi



Abstract

This literature review aims to evaluate the dog as a model organism for research
concerning retinopathy, as well as gene therapy as a potential treatment. At least
256 genes and 300 mutations associated with hereditary retinopathy in humans have
been identified. In canines, 28 such genes have been identified. Retinopathy has
been observed to exhibit autosomal recessive-, autosomal dominant-, x-bound- and
mitochondrial inheritance pattern. Besides different forms of heredity, retinopathies
can differ in severity, age of onset and speed of progression. Rats and mice have
long histories as model organisms for research in hereditary retinopathy. However,
they are unsuited to certain research due to anatomical differences between their
eyes and the eyes of humans. Two genetic bottlenecks, among other reasons com-
pound to make the canine an ideal model animal for this purpose. The eye of a
canine has anatomical similarities with a human one. Gene therapy is a possible
treatment for genetic diseases. Studies on gene therapy in canines have shown
promising results. Phase I and II trials on humans have also been performed with
promising results.

Keywords: retinopathy, Retinitis pigmentosa, Leber congenital amaurosis, canine,
model organism, gene therapy



1 Inledning

Sjukdomar pa nithinnan dven kallat retinopatier finns i manga former och kan
delas upp i ett stort antal klassificeringar och kategorier. Minst 256 gener (RetNet,
2017) och 300 mutationer har hos ménniska associerats med &rftliga retinopatier
(Alkharashi & Fulton, 2017). D4 érftliga sjukdomar som péverkar ndthinnan
varierar 1 allvarlighetsgrad, alder vid uppkomst och vilka retinala celltyper som ar
inblandade har sjukdomarna delats upp i fenotypiska underklasser. Tva viktiga
sjukdomsklasser dr Retinitis pigmentosa (RP) och Leber congenital amaurosis
(LCA) (Miyadera et al., 2012). RP drabbar 1 av 4000 ménniskor och over en
miljon ménniskor virlden over lider av blindhet orsakad av denna sjukdomsklass.
Usher’s syndrom dr en utav de vanligaste formerna av RP och star for 10-20% av
alla sjukdomsfall. En annan sjukdom &r Bardet-Biedl som stir for 5-6% av alla
RPs sjukdomsfall (Hartong et al., 2006). LCA &r en sjukdomsklass som drabbar 1
av 33 000 nyfodda barn virlden 6ver (Alkharashi & Fulton, 2017). Mdss och rattor
har lange varit de modelldjur som anvénts inom forskning for retinopatier, men
storre modelldjur har visat sig ha manga fordelar. Denna litteraturstudie syftar till
att utvdrdera hunden som ett modelldjur inom forskning for arftliga sjukdomar pa
nithinnan, som orsakar blindhet, hos ménniska. Litteraturstudien kommer dven ta
upp genterapiférsok som genomforts och utvirdera resultaten av dessa.



2 Litteraturgenomgang

2.1 Nathinnan

Néthinnans struktur och uppbyggnad 4r hos hunden lik midnniskans med liknande
lager av specialiserade celler (Figur 1). Detta trots att hunden f6ds med en
underutvecklad néthinna som sedan sakta utvecklas under de forsta veckorna av
hundens liv. Dessa lager kallas; det yttersta lagret, det yttre kérnlagret, det inre
kérnlagret och det innersta ganglioncellagret. Tapparna och stavarna, vilka &r tva
fotoreceptorcelltyper, kan hittas i det yttersta lagret dédr varje fotoreceptorcell
ocksa har en yttre och inre sektion. Den yttre sektionen ansvarar for startandet av
fototransduktionen och den inre for de biosyntetiska funktionerna. Tapparna och
stavarna stimuleras av ljus och far sin ndring fran ett pigmenterat cellager som
kallas det retinala pigmentepitelet (RPE). Fotoreceptorerna dr badde hos ménniska
och hos hund utspridda 6ver ndthinnan och bada arterna har en storre ansamling av
stavar 4n tappar. Stavarna ansvarar for morkerseendet och dimljusseendet och
tapparna for fargseendet och dagseendet, det fotopiska seendet. I fotoreceptorernas
yttre sektion finns ljusabsorberande kromoforer, ett derivat av vitamin A, som
kallas for 11-cis-retinal, som binder in till en opsin. Fotoreceptorerna har olika
opsiner med olika kénslighet for vigldngder av ljus (Miyadera et al., 2012).
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Figur 1. Schematisk bild av méanskligt 6ga med forstoring av nithinnan (Susanna Berger, 2017).

Ljus ar elektromagnetisk strdlning som har bade partikelegenskaper och
vagegenskaper. Ljus i partikelform kallas fotoner. Synligt ljus &r de ljusviglangder
Ogat kan uppfatta och tolka till olika synintryck. Spektrumet av synligt ljus &r
vaglangder mellan cirka 380 nanometer (nm) och 800 nm. De olika tappcellerna
reagerar pa olika vagliangder av ljus vilket gor att ogat kan uppfatta ljuset som
olika firger. Véglingder pa 380 nm ger upphov till violett foljt av blatt, cyan,
gron, gul och orange for att till sist ge upphov till rott vid 800 nm.

Det finns tva huvudsakliga signalvigar som &r involverade i synférmégan, den
ena dr fototransduktionen och den andra dr retinoida cykeln (Miyadera et al.,
2012). Den process som omvandlar ljus till elektriska signaler i Ogat kallas
fototransduktionen. 1 fototransduktionen triggar absorptionen av fotoner
fototransduktionskaskaden (Figur 2). Fotonerna absorberas av opsiner, som ar G-
protein kopplade receptorer. Den opsinbundna 11-cis-retinalen isomereras till all-
trans-retinal av fotonerna. Detta leder till att opsinen aktiveras. Opsinen aktiverar i
sin tur G-proteinet transducin som stimulerar aktiveringen av phosphodiesterase
(PDE). I morker 4r cGMP koncentrationen hég men ndr PDE &r aktiv minskar
nivéerna av cGMP pé grund att den hydrolyseras till GMP. Utan cGMP kan inte
cyclic nucleotide-gated (CNG) jonkanalen ldngre hallas Gppen och cellen
hyperpolariseras (Larhammar et al., 2009).

Da cellerna hyperpolariseras minskar den synaptiska utsondringen av
neurotransmitorn glutamat till bipolér- och horisontalcellerna. Detta resulterar i en
neural signal som sedan tolkas av hjarnan. Signaleringen kommer sedan att minska
for att tillslut helt avslutas. Detta gors genom fosforylering av opsinet med hjélp
av G-protein kopplade receptor kinase (GRK) f6ljt av bindning av arrestin som
minskar signaleringen till G-proteinet. GC-aktiveringsprotein (GUCA eller
GCAP) reglerar guanylyl cyclase (GC) som bildar ny cGMP for att aterstilla
signalviagen. Recoverin minskar sedan GRK aktiviteten (Larhammar et al., 2009).



Den retinoida cykeln anvéinder RPE for att omvandla all-trans-retinal till ny 11-
cis-retinal samt att forse alla kromoforer med nya opsiner (Miyadera et al., 2012).
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Figur 2. Schematisk bild av fototransduktionskaskaden i ryggradsdjur (Susanna Berger, 2017

inspirerad av (Larhammar et al., 2009)).
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2.2 Retinopatier

Retinopati definieras som ndgon form av skada pd néthinnan. Retinopati kan
orsakas av till exempel hogt blodtryck, strdlning, infektioner och diabetes. Denna
litteraturgenomgang kommer enbart behandla de arftliga formerna av retinopati.

Den vanligaste neddrvningsformen for retinopatier & autosomal recessiv
nedédrvning. Det forekommer ocksd autosomalt dominanta och X-bundna former
av retinopati (Mellersh, 2014; Miyadera et al., 2012). Ett exempel pé en érftlig
retinopati hos hund som nedérvs autosomalt recessivt orsakas av en mutation i
genen CNGBI1. Vid mutationer i CNGB1 genen forlorar fotoreceptorerna sin
normala funktion och stavarna foljt av tapparna tillbakabildas vilket resulterar i att
individen forlorar synforméagan. Mutationer i CNGB1 genen har hittills hittats i
hundraserna Papillon och Phaléne (Ahonen et al., 2013; Winkler et al., 2013).
Mutationer i RHO genen ér ett exempel pa en autosomal dominant retinopati dér
den G-protein kopplade receptorn rodopsin inte fungerar korrekt. Detta leder till
att stavarna tillbakabildas och den drabbade individen kommer till slut att bli
blind. Hunden &r den fOrsta kinda arten fOrutom méanniskan dir en
sjukdomsorsakande mutation i RHO genen har identifierats. Sjudomsmutationen
har hittills hittats i Bullmastiffen och den Engelska Mastiffen (Kijas et al., 2002). I
Samoyed och Siberian Husky har det hittats en mutation p4& RPGR genen som har
X-bunden nedirvning (Zhang et al., 2002).

Forutom olika neddrvningsformer kan retinopatier uppkomma vid olika
tidpunkter i individens liv. Vissa kan uppkomma vid individens fodsel medan



andra borjar uttrycka sig senare i individens liv. Tidigt uttryckta retinopatier &r
ofta associerade med mutationer i gener som ger felaktig utveckling av tapparna
och stavarna vilket leder till att de tillbakabildas (Mellersh, 2014; Miyadera et al.,
2012). Ett exempel pé en tidigt uttryckt retinopati &r en nonsensmutation i PDE6B
genen som hos Irldndska settrar visar sig redan nér de &r cirka 25 dagar gamla.
Redan vid ett ars dalder kan dessa hundars tappar och stavar vara helt
tillbakabildade och hundarna &r helt blinda (Suber et al., 1993). Retinopatier som
uttrycker sig senare i individens liv ar istdllet associerade med mutationer i gener
som &r nddvéindiga for langtidsunderhéllet av tapparna och stavarnas funktioner
(Mellersh, 2014; Miyadera et al., 2012). Mutationer i PRCD genen ar ett exempel
pa en retinopati som uttrycks senare i hundens liv. Denna sjukdomsmutation har
hittats i minst 22 olika raser (Downs et al., 2011) bland annat i Labrador retriever,
Portugisisk vattenhund samt toy och miniatyr pudel (Zangerl et al., 20006).

Retinopatier kan dven ha olika snabbt sjukdomsforlopp vilket varierar dels
beroende pd vilken gen och vilken typ av mutation och dels pd vilken ras
sjukdomen har uppkommit i (Miyadera et al., 2012). I Golden retrievers har en
frameshift mutation i SLC4A3 genen identifierats som resulterar i en retinopati
med relativt langsamt sjukdomsforlopp. Hundar med denna mutation
diagnostiseras ofta vid sex till sju ars alder. Yngre individer pa cirka fyra &r har
lyckats diagnostiseras vilket tyder pa att sjukdomen borjar uttryckas vid en lagre
alder men uppticks oftast inte forrdn senare i hundens liv (Downs et al., 2011).
Detta ér till skillnad fran den tidigare ndmnda mutationen i PDE6B genen.

Hittills har 28 gener identifierats och associerats med ndgon form av retinopati
hos hund (Tabell 1).

Tabell 1. Lista dver de 28 gener hittills associerade med ndgon form av retinopati hos hund
(Susanna Berger, 2017).

Gen Ras/Raser Referens




Gen Ras/Raser Referens

ADAMY9 Glen of Imaal terrier (Goldstein et al., 2010c)
ADAMTSI10 Beagle (Kuchtey et al., 2011)
ADAMTSI17 Maénga raser (Farias et al., 2010)
C2orf71 Gordon setter, Irldndsk setter (Downs et al., 2013)
CCDC66 Schapendoes (Dekomien et al., 2010)
CNGA1 Shetland sheepdog (Wiik et al., 2015)
CNGB1 Papillon (Winkler et al., 2013)
CNGB3 Korthérig vorsteh (Sidjanin et al., 2002)
COL9A2 Samoyed (Goldstein et al., 2010a)
COL9A3 Labrador retriever (Goldstein et al., 2010a)
HSF4 Manga raser (Mellersh et al., 2006b)
MERTK Svensk vallhund (Ahonen et al., 2014)
NHEJ1 Collie (Parker et al., 2007)
NPHP4 Stravharig tax (Wiik et al., 2008)

PDC Miniatyr schnauser (Zhang et al., 1998)
PDE6A Cardigan welsh corgi (Petersen-Jones et al., 1999)
PDE6B Irldndsk setter (Suber et al., 1993)
PRCD Manga raser (Zangerl et al., 2006)
RD3 Collie (Kukekova et al., 2009)
RHO Engelsk Mastiff (Kijas et al., 2002)
RPE65 Briard (Veske et al., 1999)
RPGR Siberian Husky, Samoyed (Zhang et al., 2002)
RPGRIP1 Langhérig miniatyrtax (Mellersh et al., 2006a)
SAG Basenji (Goldstein et al., 2013)
SLC4A3 Golden retriever (Downs et al., 2011)
STK38L Norsk dlghund (Goldstein et al., 2010b)
TTCS8 Golden retriever (Downs et al., 2014)
VMD2/BEST1 Manga raser (Guziewicz et al., 2007)

2.2.1 Retinitis Pigmentosa

RP &r en progressiv sjukdom som kan nedéirvas bland annat autosomalt recessivt,
autosomalt dominant och X-bundet. I 50-60% av sjukdomsfallen nedidrvs RP
autosomalt recessivt. Autosomalt dominant stér for 30-40% av sjukdomsfallen och
X-bunden nedidrvning for 5-15%. 1 ett fatal fall har dven mitokondriella
neddrvningsmdnster observerats. RP har identifierad koppling till 6ver 45 gener
hos minniskan (Hartong et al., 2006). Sjukdomsklassen brukar delas upp efter
aldersuppkomst och allvarlighetsgrad d vissa individer lidit av nattblindhet sedan
barndom och andra inte far symptom forrén i vuxen alder (Winkler et al., 2013).
Hundens motsvarighet till denna sjukdomsklass kallas Progressiv retinal atrofi
(PRA) och forekommer i éver 100 raser (Miyadera et al., 2012). I vissa raser &r



flera olika former av PRA forekommande (Ahonen et al., 2014). PRA
kinnetecknas av synnedsittning pa grund av att fotoreceptorerna tillbakabildas,
vilket dver tid leder till total blindhet (Wiik et al., 2015). Hos bade RP och PRA
borjar forst stavarna tillbakabildas vilket leder till forlust av morkerseendet. Allt
eftersom sjukdomen fortskrider tillbakabildas tapparna och dagseendet forsvinner
(Cooper et al., 2014). Aven di sjukdomsmutationerna enbart paverkar stavarna
kan sjukdomen resultera i att individen blir helt blind (Winkler et al., 2013).

2.2.2 Leber congenital amaurosis

Individer med LCA &r antingen blinda vid fodseln eller forlorar synformégan tidigt
i barndomen (Alkharashi & Fulton, 2017). Efter att en individ diagnostiserats vid
en ung alder sker vildigt liten eller ingen forsdmring av sjukdomstillstdndet
(Miyadera et al., 2012). Av de 23 gener som hittills hittats hos ménniska ar det
vanligast att LCA nedérvs autosomalt recessivt men det har funnits fall av LCA da
den nedirvts autosomalt dominant. Dessa gener #r viktiga for en normal
utveckling av nédthinnan. Vissa gener kodar for proteiner viktiga for
fotoreceptorerna medan andra kodar for protein som dr nddvindiga for RPE
(Alkharashi & Fulton, 2017).

2.3 Hunden som modell

Tva genetiska flaskhalsar bidrar till att hunden é&r ett intressant modelldjur. Dessa
flaskhalsar uppkom i samband med nir hunden domesticerades och direfter nér
hunden sedan avlades for specifika raser. I syfte att frimja specifika egenskaper
forekom avel av nérbesldktade individer. Detta har gjort att drftliga sjukdomar
uppkommit med hog frekvens (Karlsson et al., 2007). Hunden har levt ibland
ménniskor i mellan 20 000 och 40 000 &r (Botigué et al., 2017) men det &r
manniskans strdvan efter specifika egenskaper de senaste drhundradena som har
lett till 6ver 400 unika hundraser. Jakt- och vallinstinkt, men &dven sérskilda
utseenden och miénniskolik mentalitet dr exempel pé& egenskaper som vi
ménniskor har velat ha hos vara hundar, s& att de kan hjélpa oss i var vardag.
Aveln har resulterat i att sjukdomar som ocksé ar vanliga hos ménniska som till
exempel cancer, epilepsi och drftliga 6gonsjukdomar blivit vanligt férekommande
hos véra hundar (Lindblad-Toh et al., 2005). Den genetiska variationen &r liten
inom en hundras och stor mellan olika hundraser vilket ytterligare visar pd den
intensiva avel som forekom dd de moderna hundraserna boérjade avlas fram
(Karlsson et al., 2007).



Kopplingsojdmvikt, eng: Linkage disequilibrium (LD) adr omfattande inom en
och samma hundras med langa haplotyper, definierade som en grupp av genetiska
varianter s.k. single-nucleotide polymorphism (SNP) pa en kromosom som alltid
tenderar att nedérvas tillsammans. Mellan olika hundraser 4r LD mindre med
tydliga tecken pa haplotyp grupper fran den ursprungliga domesticerade
populationen. Om flera hundraser tenderar att drabbas av samma sjukdomar ar det
troligt att riskfaktorerna nedérvts frdn den ursprungliga populationen (Karlsson et
al., 2007). Vissa sjukdomar dr mer vanligt forekommande i vissa raser, vilket
antyder att enbart ett fatal loci &r inblandade i sjukdomens uppkomst. Detta gora
att det ofta ar lattare att hitta gener som &r associerade med en viss sjukdom hos
hundar #n vad det #r hos minniskor (Lindblad-Toh et al., 2005). Arftliga
ogonsjukdomar hos hundar dr vil dokumenterade. Detta ar till stor del for att
ménga linder implementerar dgonlysning for hundar som ska gé i avel, samt att
Ogat &r latt att undersdka utan att behdva gora storre, riskfyllda ingrepp (Mellersh,
2014). Stora méngder data finns att tillgd d& kennelklubbar virlden Gver registrerar
alla renrasiga hundar och deras sjukdomshistorik (Lindblad-Toh et al., 2005).

Hundens 6ga dr pd ménga sétt mer likt ett ménskligt 4n vad andra vanliga
modelldjurs 6gon &dr. Hunden har enregion som kallas area centralis, dar
fotoreceptorerna sitter tdtare. Rattor och mdss som &r vanliga modelldjur saknar
detta da deras fotoreceptorer dr jimnt utspridda éver ndthinnan (Winkler et al.,
2013). Denna region kallas for fovea centralis hos primater och bestar av cirka
0,2% av néthinnans totala area. I fovea centralis finns en dnnu mindre region som
kallas foveola. Foveola bestér av en bukettliknande ansamling av tappar och denna
region saknar stavar och retinala kapilldrer (Beltran et al., 2014). Den Fovea-
makuldra regionen hos ménniskan har lidnge ansetts vara allt for olik den
motsvarande regionen hos hund for att studier pd hund som modell ska vara
relevanta. [ en studie av Beltran et al., 2014 hittades en region i centrala delen av
hundens area centralis med en hog koncentration av tappar med liknande
bukettformation som ménniskans foveola. Denna fovealiknande region hos hunden
har visat viss anatomisk likhet med méinniskans, samt visar liknande pétaglighet
for genetisk skada. Denna upptéckt har uppméarksammat hunden som en potentiell
modell for funktionella studier relaterade till foveala fotoreceptorer samt, hur olika
genetiska Ogonsjukdomar 1 dessa regioner uppkommer samt potentiella
behandlingsformer (Beltran et al., 2014).

Moss och rattor har varit de modelldjur som anvénts for biologisk och
patologisk forskning av den ménskliga nithinnan d& vélutvecklade molekyléra
tekniker finns for moss och rattor. Deras avsaknad av en fovealiknande region har
gjort dem mindre l&mpade att anvinda i viss forskning. D& fovea centralis finns
hos alla primater vore apor bra modelldjur. De har dock f& naturligt
forekommande érftliga retinopatier samt att det &r komplicerat att fa tillstdnd till
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att bedriva djurforsok pa apor. Manga etiska samt ekonomiska aspekter maste
beaktas. Hunden &r det modelldjur som hittills har flest naturligt férekommande
arftliga retinopatier (Beltran et al., 2014). Mianniskors och hundars 6gon ar dven
mer lika i storlek i jimforelse med moss eller réttor vilket gor att medicinska
ingrepp gar att utfora pé liknande satt (Winkler et al., 2013).

2.4 Metoder for identifiering av gener associerade med
okad risk att utveckla retinopatier

2.4.1 Kandidatgen

Innan ar 1997 fanns fa genomiska verktyg utformade for hund. Den framsta
metoden som anvindes for att identifiera genvarianter associerade med 6kad risk
att utveckla sjukdom var kandidatgen-metoden. Kandidatgener valdes utifran
tidigare kinda gener som identifierats i andra arter, till exempel méinniskor och
mdss. Kandidatgener kunde &ven viljas utefter deras koppling till kénda
signalviigar och genetiska defekter. Metoden har historiskt haft f4 framgangar for
retinopati. Mutationer har enbart lyckats identifieras i 3,4% av studier pa
retinopatier d&ven da man forsokt identifiera kandidatgener som varit relaterade till
generella funktioner i ndthinnan (Miyadera et al., 2012).

2.4.2 Kopplingsanalys

Kopplingsanalys kréver utforliga och sékra stamtavlor och fenotypisk data frén
flera generationer av en familj hundar med béde sjuka och friska avkommor.
Genomet hos hundarna studeras for att hitta samnedarvning av genetiska markorer
i detta fall mikrosatelliter, vilka ar korta DNA sekvenser som repeterar sig. Detta
ar 1 syfte att identifiera rekombinationer i meiosen mellan sjukdomsfenotypen och
de genetiska markorerna samt avgdra var pa kromosomerna dessa rekombinationer
har skett (Miyadera et al., 2012). Sannolikheten att tvd markorer samnedérvs &r
beroende av avstandet mellan dessa. Ett kortare avstdnd mellan markorerna 6kar
sannolikheten att dessa samnedérvs (Terwilligerl & Ott, 2008). Nir man
identifierat vilka delar av  kromosomerna som samneddrvs med
sjukdomsfenotypen, kartliggs denna region noggrant med flera markorer for att
ytterligare begrdnsa omradet. Sedan anvinds kandidatgen-metoden for att studera
lampliga kandidatgener inom det omrddet som definierats av kopplingen mellan
markoralleler och risk att utveckla sjukdom. De flesta hundar har utforliga
stamtavlor, stora kullar och relativt kort livslingd vilket underlittar insamling av
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data och gor hundar vdl anpassade for genetiska studier. Detta kan vara
komplicerat i praktiken pa grund av att det kan vara svart att fa tillgang till och
tillatelse av hundégare att samla in DNA prover fran deras hundar (Miyadera et al.,
2012).

2.4.3 GWAS

Lindblad-Toh et al., 2005 sekvenserade en boxertiks genom, genom att anvinda
helgenomsekvensering (WGS). Baserat pa denna sekvens samt genomsekvenser
frén ett tiotal ytterligare raser kunde 6ver 2,5 miljoner SNP identifieras i hundens
genom (Lindblad-Toh et al., 2005). SNP, som genetiska markdrer, ér fler och
utplacerade tdtare och mer vidstrickt Gver genomet dn mikrosatelliter. Med SNP
array, vilket dr en molekylédrbiologisk metod for att genotypa SNP i ett genom, blir
det dessutom ldttare att hitta och analysera SNP. Detta mdjliggdr att utfora
helgenom associationsstudier (GWAS) (Miyadera et al., 2012). Lindblad-Toh et
al., 2005 berdknade att med GWAS skulle en region associerad med en autosomalt
recessiv egenskap kunna identifieras med hjélp av cirka 15 000 SNP och 20
hundar, 10 individer med den eftersdkta egenskapen och 10 individer som agerar
kontroller. Detta kunde konfirmeras genom att den gen som ar associerad med vit
farg hos bland annat boxer identifierades med GWAS dér 10 vita och 10 bruna
boxrar anvindes (Karlsson et al., 2007).

De medverkande hundarna bor inte, till skillnad frén kopplingsanalys, vara
slakt med varandra. Viktigt att tinka pa i en associationsstudie ar att hundraser ar
valdigt olika och far inte medverka i samma studie. Inte heller bor de
medverkande hundarna vara geografiskt atskilda da studier har visat att till
exempel Golden retrievers fran Amerika jdmfort med Europa &r likvardigt skilda
fran varandra som maéanniskopopulationer fran Europa och Asien. Vid en
noggrannare kartldggningen utnyttjas det faktum att linkage disequilibrium (LD)
ar véldigt omfattande inom raser och betydligt mindre mellan raser. Den
framtagna associerade regionen, kan med hjilp av andra nérbesléktade hundraser
med samma fenotypvariation ytterligare begrénsas (Karlsson et al., 2007). I fallet
vit farg anvindes Bullterrier som ras nummer tva (Baranowska Korberg et al.,
2014). Da den andra flaskhalsen ar relativt nyskapad och sekvenseringsstudier har
visat att olika hundraser delar haplotyper fran den ursprungliga domesticerade
hunden ar det troligt att manga sjukdomsframkallande mutationer d4r gemensamma
mellan olika hundraser. Sist letar man efter kandidatgener och mutationer inom det
associerade omradet (Karlsson et al., 2007).
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244 WGS

GWAS har vid studier visat sig vara en effektiv metod for att kartldgga en region
av genomet som r associerad med en viss fenotyp. Detta om cirka 40 hundar, 10-
20 individer med den sokta egenskapen och 10-20 individer som agerar kontroller
finns att tillgd. Vid ovanliga sjukdomar kan det vara tidskrdvande att hitta
tillrdckligt ménga individer for att kunna genomfoéra en GWAS (Sayyab et al.,
2016). Metoder som anvinder massiv parallell sekvensering, ofta kinda som next-
generation sekvensering (NGS) har funnits ett tag men har varit for dyrt for att
anviandas 1 manga studier. Teknikutvecklingen av NGS har gatt framat och
kostnaderna for att genomfora metoderna har sjunkit i pris. Helgenomsekvensering
(WGS) och hel exom sekvensering (WES) dr exempel pd NGS-metoder (Viluma
et al., 2015). NGS har inte enbart gjort det mojligt att sekvensera en individs hela
genom till ett lagre pris, utan gor det ocksa mojligt att spara genetisk variation i en
storre utstrdckning. I manga studier har man kombinerat NGS med GWAS.
GWAS anvinds for att identifiera sjukdomsmutationer och ta fram en associerad
region hos ett antal individer. Sedan kartlaggs genomet hos en sjuk individ med
sekvensering av den associerade regionen sa kallad “targeted re-sequencing”. Pa
senare tid har direkt sekvensering med WGS utforts pa en familjetrio bestaende av
tva friska fordldrar och en sjuk avkomma. Den sjuka individens genomsekvens
jamfors sedan med de bdda friska fordldrarnas genomsekvenser for att hitta
kandidatmutationer (Sayyab et al., 2016).

2.5 Behandlingsmetoder

Idag finns ingen behandling for érftlig retinopati. Forsok pa potentiella
behandligsmetoder pagar, bland annat nithinnetransplantation, stamcellsterapier
och olika genterapier (Beltran, 2009). I denna litteraturgenomgéng kommer enbart
genterapi att beskrivas.

Innan en ny behandlingsmetod kan testas gors utvédrderingar for att faststélla
dess effektivitet. Ett modelldjur véljs ut och tidsspannet da metoden bor ha effekt.
Potentiella negativa effekter av en behandling utvédrderas samt hur applicering av
hur behandlingen ska utféras. Viktig information for framtagandet av en effektiv
behandlingsmetod inkluderar, hur sjukdomen nedérvs, vilken typ av mutation och
pa vilken gen, samt vilka av nédthinnans celler som sjukdomen paverkar.
Behandlingsmetoden maéste specificeras sa att den enbart behandlar de defekter
sjukdomen orsakar. Ogats anatomi tillater applicering av substanser som inte &r
gingbara vid systemisk applikation. Detta kan effektivisera behandlingsmetoder
da applikationsmetod paverkar resultaten. For att tillrackligt hoga koncentrationer
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av behandlingen ska nd nithinnan kan subretinala eller intravitreala injektioner
behovas (Figur 3) (Beltran, 2009).

Glaskroppen
Hornhinnan

Linsen
Gula flacken

Pupillen

Blinda flacken

Stralkroppen
Nathinnan
Aderhinna
Senhinnan

Figur 3. Schematisk bild av ménskligt 6ga med intravitreala och subretinala injektionsmarkorer
(Susanna Berger, 2017).

2.5.1 Genterapi

Da en gen, vid genterapi, behdver né en specifik celltyp samt tillrdckligt ménga
celler for att uppna en terapeutisk effekt dr det idag vanligt att anvinda virala
vektorer for detta. Recombinant adeno-associated virus (rAAV), som en viral
vektor, har i studier visats vara ofarliga med en langtidsvarande effekt av
transgenen. Detta har gjort att rAAV ér bland de mest anvinda vektorerna nér det
kommer till genterapier pé nédthinnan. Stora gener kan &n sé linge inte anvéndas da
rAAV vektorn inte har mdjlighet att inkorporera dessa. Vid anvéndandet av stora
gener far man anvdnda vektorer baserade pa till exempel adenovirus eller
lentivirus. P4 grund av sin celltropism kan lentivirus vid genterapier pa néthinnan
endast anvindas vid behandling p4 RPE. Adenovirus kan anvéndas vid stora gener
men har en kortvarande effekt och ger ofta en stark immunologisk reaktion
(Beltran, 2009).

Hos rattor och moss har man med genterapi lyckats bromsa sjukdomsforloppet
for olika arftliga retinopatier genom att fa nedbrytningen av fotoreceptorerna att
avta (Acland et al., 2001). Acland et al., 2001 genomforde den forsta genterapin
med hund som modell f6r en sjukdomsmutation i RPE65 genen. Den orsakar en
form av LCA hos minniska och en motsvarande sjukdom hos hund (Acland et al.,
2001). Vid mutationer i RPE65 genen slutar den retinoida cykeln fungera korrekt.
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En positiv aspekt av mutationer i RPE65 &r att de retinala cellerna degenererar
over en langre tidsperiod. Detta mojliggor genterapi tidigt i individens liv for att
byta ut den skadade RPE65 genen med en fungerande (Alkharashi & Fulton,
2017). I studien av Acland et al., 2001 anvindes rAAYV vektorer. Tre sjuka hundar,
cirka fyra manader gamla, anvédndes i studien vars 6gon antingen blev injicerade
subretinalt eller intravitrealt. En fjdrde sjuk hund som inte behandlades anvéndes
som kontroll (Acland et al., 2001).

Elektroretinogram (ERG), som maéter den elektriska responsen néthinnans
celler genererar vid ljusstimuli, anvindes som diagnostiskt test for att se hur
hundarnas 6gon svarade pé ljusstimuli efter behandlingen. Ogon som injicerats
subretinalt visade fOrbéittringar men det gjorde inte Ogon som injicerats
intravitrealt. Olika syntester visade ocksa att hundarna vid dagsljus kunde se som
en “normal” hund. Hundarna kunde undvika objekt som var pé deras hogra sida,
sidan med det subretinalt injicerade 6gat, men inte objekt pa deras vénstra sida, vid
tester under svagt rétt ljus. Hunden som anvindes som kontroll kunde inte undvika
nagra objekt. Detta var den fOrsta studie som visat att genterapi av en retinopati pa
en storre djurmodell &r majligt och den forsta studien som visat att genterapi kan
aterstilla synen hos behandlade individer och inte enbart bromsa
sjukdomsforloppet (Acland et al., 2001).

Da flera genterapistudier av RPE65 mutationen, manga med hunden som
modell, utforts med goda resultat har fas I och II forsdk pad méanniskor utforts. Tre
studier av tre olika grupper utfordes samtidigt. I varje studie fick tre patienter
subretinala injektioner av vildtyp RPE65 i patientens minst fungerande 6ga. Alla
studierna anvdnde rAAV vektorer. Injektionsdos, kirurgiska metoder samt
analysmetoder varierade mellan studierna. Ingen av grupperna noterade nagra
negativa effekter av behandlingen s som kraftig immunologisk respons. Aven de
kirurgiska ingreppen ansdgs ga bra (Alkharashi & Fulton, 2017).

Resultaten av studierna publicerades 2009 och visar att patienternas syn blev
forbéttrad men att graden av forbéttring troligtvis dr &ldersrelaterad d& yngre
patienter visade storre forbdttringar. Den mest lyckade studien av de tre, utdkade
sin fas I och II och tog med nio nya patienter som fick genomga samma
behandling men med vissa foréndringar i till exempel dosering och kirurgiska
ingrepp. Inte heller denna gang noterades nagra negativa effekter av behandlingen
och alla patienterna fick forbattrad syn, speciellt de yngre patienterna (Alkharashi
& Fulton, 2017). Behandlingen har visats nd sin topp inom ett halvar och
forbattringarna 1 synen har varit stabila under cirka tre &rs tid da effekten av
behandlingen sedan borjar avta. Alkharashi & Fulton, 2017 spekulerar att storre
injektionsdoser mdjligen kan oka effekten. Studier har utforts for att se om nagra
negativa effekter uppkommer om en patient far en andra dos av genterapin. Tre
patienter fran fas I och II studierna fick sitt andra Oga injicerat. Efter en
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sexmdnaderskontroll faststilldes att inga negativa effekter, sdsom en stark
immunologisk respons, uppkom. Dessa upptéckter har gjort att fas Il forsok har
startat och resultaten planeras publiceras ar 2029 da uppf6ljning av studien pagatt i
15 ar (Alkharashi & Fulton, 2017).

Mutationer pa RPE65 genen péaverkar i forsta hand den retinoida cykeln och
nedbrytningen av fotoreceptorerna kommer som en sekundéreffekt. Detta
resulterar i att dessa sjukdomsmutationer inte dr representativa for de vanligare
formerna av retinopati. For dessa krdvs en genterapi som klarar av att behandla
skadade fotoreceptorceller sé att de aterfar sin normala funktion samt klarar av att
behélla denna (Komaromy et al., 2010). Komaromy et al., 2010 utférde en studie
dér hunden anvéndes som modell f6r genterapi av medfodd Achromatopsia, vilket
ar en retinopati dar tapparna degenereras och orsakar bland annat total fargblindhet
hos den sjuka individen. Att den forst och framst paverkar tapparna goér denna
sjukdom till en bra modellsjukdom fér utvecklingen av en funktionell genterapi for
mutationer som péverkar fotoreceptorerna. Achromatopsia har hittills associerats
med fyra gener hos ménniska (Komaromy et al., 2010).

Komaromy et al., 2010 valde att studera tvd mutationer pA CNGB3 genen varav
en utav dessa mutationer dven dr kdnd hos hunden. Vektorn som anvéndes i
studien var rAAV, bérandes pd en ménsklig CNGB3 transgen. Dessa rAAV
vektorer injicerades subretinalt in i hundarnas 6gon. Forbéttrad funktion av
tapparna studerades sedan med hjdlp av ERG. Studien visade att det gar att
aterstilla funktionen av skadade tappar med hjilp av genterapi hos hundar med en
sjukdom motsvarade minniskans Achromatopsia. Behandlingen visade sig vara
oberoende av vilken mutation som paverkade CNGB3 genen dé badda mutationerna
svarade likadant pd behandlingen. Behandlingens effektivitet paverkades av
hundens alder. Normalt for bada mutationerna &r att hundarna blir blinda i starkt
ljus vid cirka atta veckors alder. I hundar som var yngre dn 28 veckor aterstilldes
funktionen av tapparna i elva av fjorton 6gon. Bara ett av tre 6gon pd hundar dldre
an 54 veckor fick tillbaka funktionen i tapparna (Komaromy et al., 2010).

Vid langtidsuppfoljning har behandlingen visat sig stabil dven efter tva och ett
halvt &r. Om genterapin utfors vid rétt aldersspann kan denna studie spela stor roll
for framtida forsok, bade pa ménskliga patienter som lider av medfodd
Achromatopsia orsakad av mutationer i CNGB3 genen men é&ven andra
retinopatier dar huvudsakligen tapparna paverkas (Komaromy et al., 2010).
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3 Diskussion

Over 45 genvarianterer har hittills visats vara associerade med RP hos méinniska
(Hartong et al., 2006) och 23 med LCA (Alkharashi & Fulton, 2017) vilka &r
enbart tvA av manga sjukdomsgrupper som klassificeras som retinopatier.
Detsamma giller for hunden dir hittills 28 olika genvarianterer har visats vara
associerade till 6kad risk att utveckla drftliga retinopatier. Hundens motsvarighet
till RP, PRA, forekommer 1 6ver 100 hundraser dar flera olika former av PRA kan
drabba samma hundras. Retinopatiernas manga olika nedidrvningsmonster, olika
alder da sjukdomarna uppkommer och tidsvarierande sjukdomsforlopp bidrar
ocksa till att det enligt Mellersh, 2014 och Miyadera et al., 2012, ar svéart att
identifiera och klassificera sjukdomarna.

Hunden har pé grund av de tva genetiska flaskhalsarna en mycket liten genetisk
variation inom varje hundras men stor variation mellan de olika raserna (Karlsson
et al.,, 2007). Att en sjukdom forekommer med hogre frekvens inom en viss
hundras kan tyda pa att det &r ett fatal loci inblandade i sjukdomens uppkomst.
Detta gor att det enligt Lindblad-Toh et al., 2005, ar lattare att identifiera
sjukdomsgenerna hos hund jamfort med ménniska. Mdss och rattor har varit de
modelldjur som anvénts vid forskning av den ménskliga nidthinnan men deras
Ogonstorlek gor det svart att utféra vissa medicinska ingrepp. De saknar ocksa en
fovealiknande region. I jdmforelse har hundens 6gon enligt Beltran et al., 2014 fler
anatomiska likheter med ménniskans. Deras 6gon ar ungefér lika stora och hunden
har, vilket nyligen upptickts av Beltran et al., 2014, en fovealiknande region som
har liknande pataglighet for genetisk skada som ménniskans foveola.

Primater har en fovea centralis vilket gor att apor vore bra modelldjur.
Nackdelarna dr dock fler dn fordelarna. Apor har vildigt fa naturligt
forekommande arftliga 6gonsjukdomar. Detta gor att det enligt Beltran et al.,
2014, ar mycket svart att fa tillstand att bedriva forskning pa apor da ménga etiska
och ekonomiska aspekter méste beaktas. Méinga skulle nog anse att inducera
Ogonsjukdomar i friska individer for att bedriva forskning som oetiskt. Det sitt vi
avlat hundar pa har bidragit till att arftliga sjukdomar som dven forekommer hos
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ménniska har uppkommit i hogre frekvens hos hunden (Karlsson et al., 2007).
Detta gor att hunden ar det modelldjur med flest naturligt forekommande arftliga
ogonsjukdomar (Beltran et al., 2014). De flesta hundar som géar i avel blir enligt
Mellersh, 2014, Ogonlysta vilket gor att hundars Ogonsjukdomar &r
véldokumenterade.

Att hundens 6gon har anatomiska likheter med ménniskans innebér att hundar
ar bra modeller for genterapiforskning. Forutom att identifiera sjukdomsgenen,
mutationen samt vilka celler dessa paverkar maste man ocksa ta hénsyn till
tidsspannet d& en behandling har effekt. Bdde Alkharashi & Fulton, 2017 och
Komaromy et al., 2010 tar upp att yngre individer svarar béttre och med storre
effekt pa behandlingarna. Detta dr dock inte s& konstigt d4 ménga retinopatier &ar
degenerativa sjukdomar som forvérras med tiden. Hittas och behandlas sjukdomen
tidigt har sjukdomen inte hunnit framskrida s& langt vilket gor att mindre skada
behover repareras. Hur behandlingen ska appliceras ar ytterligare en aspekt som
behover beaktas. Acland et al., 2001 testade att injicera hundarnas 6gon bade
subretinalt och intravitrealt. De Ogon som injicerats subretinalt visade vid
utvirderingen av behandlingen stora forbéttringar. De intravitreala injektionerna
gav inga forbattringar. Resultatet av denna studie kan ha paverkat efterkommande
studier d4 bdde studierna Alkharashi & Fulton, 2017 tar upp, samt studien av
Komaromy et al., 2010 anvénde sig av subretinala injektioner.

Val av vektor, s& att transgenen nar rétt celler utan att orsaka stora
immunologiska reaktioner, dr ocksa av vikt. rAAV har, som vektor enligt Beltran,
2009, visat sig vara ofarlig, med ingen eller liten immunologisk reaktion samt en
langtidsvarande effekt av transgenen. Negativt med rAAV vektorer ar att de bara
kan inkorporera smé gener vilket gor att de inte gar att anvinda vid genterapi av
stora gener. Trots detta &r rAAV vektorn enligt Beltran, 2009 den mest anvinda
inom genterapiforskning. Alla de genterapistudier som tagits upp i denna
litteraturgenomgang har anviant rAAV vektorer med goda resultat utan att ha givit
kraftiga immunologiska responser. Detta tyder pé att de dr sékra att anvéinda.

RPE-genterapi har efter lyckade studier, forst med hund som modell och sedan
fas I och II forsok pa minniska, natt fas III forsok som pagér for ndrvarande. RPE-
genterapi dr dock inte representativt for de vanligare formerna av retinopati da
mutationen dr unik och paverkar fotoreceptorerna sekundart efter RPE-cellerna.
Studien av Komaromy et al., 2010 visar att dven fotoreceptorernas funktion gar att
aterstdlla da denna studie lyckades aterstdlla funktionen av tapparna hos hundarna.
Detta badar gott for framtida fas I och II forsok hos ménniska med medfodd
Achromatopsia samt andra genterapier med syfte att aterstdlla skadade tappar till
foljd av andra retinopatier. RPE-genterpapiforsoken som Alkharashi & Fulton,
2017 tar upp visar att behandlingen nar sin topp vid sex manader och &r darefter
stabil 1 minst tre &rs tid innan effekten borjar avta. Komaromy et al., 2010 fick ett
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liknande resultat diar deras behandling var stabil i minst tvd och ett halvt ar.
Positivt &r att det har visat sig vara ofarligt att ge patienter flera doseringar da
varken den forsta dosen eller den andra givit ndgon stark immunorespons.

D4 denna litteraturgenomgéng enbart berdr genterapi, som en mojlig
behandlingsmetod for &rftliga retinopatier, gar det inte att géra jamforelser mellan
genterapi och andra behandlingsmetoder och dérfor inte heller om det ena &r béttre
dn det andra. Resultaten av de genterapistudier som behandlats i denna
litteraturgenomgang visar att genterapi dr en lovande behandlingsmetod. Med mer
forskning kan det vara mojligt att effektivisera metoden och i och med detta,
forlanga och forstiarka dess effekter. Utvdrderingen av hunden som ett modelldjur
for retinopatiforskning kan besvaras med storre sdkerhet. Hundars utforliga
stamtavlor, genetiska fordelar samt de manga anatomiska likheter deras 6gon har
med méanniskans, gor att hunden &r ett mycket bra modelldjur som é&r vél anpassad
for forskning pa éarftliga Ogonsjukdomar férekommande hos ménniskan och
hunden.
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