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Ita-Suomesta on 16ytynyt vallitsevasti periytyvé spinaalinen lihasatrofia (spinal muscular
atrophy), SMA-sairaus, jonka ensioireet alkavat vasta vanhemmalla ialla. Taudin I6ysi
suomalainen tutkimusryhma vuonna 2011 ja se sai nimeksi LOSMoN (Late-Onset Lower
Motor Neuronopathy), taudista kaytetdan myds nimed SMAJ (spinal muscular atrophy
Jokela type). Opinnaytetyon aiheena oli Perinn6llistd Late-Onset Spinal Motor Neuro-
nopathy —motoneuronitautia aiheuttavan CHCHDZ10-geenin sekvensointi. Aihe saatiin
Tampereen yliopistolta, Lihastautien tutkimuskeskukselta. Opinnédytetydn tavoitteena oli
tuottaa analysoitavaa materiaalia geneetikolle, jotta tdméa voi maarittdd onko potilaalla
SMAJ/LOSMoN vai jokin muu sairaus. Kun tauti ja taudin syntymekanismi on tunnettu,
on mahdollisuus kehittaa tauteihin uusia hoitomuotoja, kuten esimerkiksi sairastuneiden
geeniterapioita. Opinndytetyon tarkoituksena oli sekvensoida 75:n SMAJ/LOSMoN-
tyyppisté tautimuotoa sairastavan potilaan DNA-ndytteet ja kuvata geenin sekvensointiin
kaytetyt menetelmat sek& koota tietoa motoneuronitaudeista, erityisesti SMAJ/LOSMoN-
taudista. Opinnaytetyon tehtavana oli selvittad, esiintyyko aineistossa muita CHCHD10-
geenin mutaatioita jo 16ydetyn G66V-mutaation lisaksi.

Aineistosta ei 10ytynyt uusia mutaatioita todennékdisesti siksi, ettd kaikki tunnetut
CHCHD10-geenin mutaatiot sijaitsevat eksonissa 2. Tassé aineistossa oli tutkittavana
geenin eksonit 1 ja 3-4. Tutkimustulos tukee oletusta, ettd eksoneissa 1 ja 3-4 ei ole tautia
aiheuttavia mutaatioita. Toistaiseksi I0ydetyt sairauksia aiheuttavat tunnetut mutaatiot si-
jaitsevat lahekkdin CHCHD10-geenissé, mutta aiheuttavat hyvin erilaisia tauteja. Mutaa-
tiot G66V, G58R ja S59L sijaitsevat hyvin lahekkain proteiinin rakenteessa ja hydrofo-
bisen heliksin alueella. Kuitenkin tautien vakavuusasteissa on huomattava ero, G66V-
mutaatio aiheuttaa oirekuvaltaan huomattavasti lievempéaa tautia kuin S59L-mutaatio,
joka aiheuttaa vakavan ALS-taudin. G66V-mutaatio CHCHDZ10-geenissa ei aiheuta
muita sairauksia kuin SMAJ/LOSMoN-taudin. Yll&ttavaa on, ettd G66V-mutaatio ei ai-
heuta mitokondriovauriota, vaikka CHCHD10-geeni on ensimmainen identifioitu SMA-
tautia aiheuttava geeni, joka koodaa mitokondriaalista proteiinia.

Jatkotutkimusaiheena esitetdédn CHCHDZ10-proteiinin tertidarirakenteen ja proteiinin toi-
minnan tutkimista, jotta saataisiin selville SMAJ/LOSMoN-taudin sek& muiden
CHCHD10-geenin mutaatioiden aiheuttamien tautien patogeeninen mekanismi.

Asiasanat: CHCHD210, motoneuronitaudit, SMAJ/LOSMoN, sekvensointi
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A Finnish research group found an autosomal dominant lower motor neuron disorder in
2011. The disease is characterized by adult-onset of muscle cramps and fasciculations
affecting the upper and lower limbs. The disorder is slowly progressive, resulting in weak-
ness and mild muscle atrophy later in life. The disease is called SMAJ (spinal muscular
atrophy, Jokela type) or LOSMoN (late-onset spinal motor neuronopathy).

This study was a part of a broader research. It was carried out at the Neuromuscular Re-
search Unit, which is a part of Tampere Neuromuscular Research Center. The objective
of this study was to produce sequence data for the geneticist. The data were collected
from 75 SMAJ/LOSMoN patients which were haplotyped. The sequence data were ana-
lysed by the geneticist.

These results suggest that the pathogenic G66V mutation in CHCHD10 gene is not lo-
cated in the exons 1 or 3-4, but it is found in the exon 2. The mutation is located in the
hydrophobic helix of the CHCHD10 gene coding protein. Further research is required to
find out the tertiary structure and the function of the CHCHD10 protein to examine the
pathogenic mechanism of SMAJ/LOSMoN and the other CHCHD10 linked diseases.

Key words: CHCHD10, motor neuron disease, SMAJ/LOSMOoN, sequencing
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LYHENTEET JA TERMIT

ADMM
ALS

autosomi

Babinskin refleksi

bulbaarinen tauti
COFA

domeeni
eksomisekvensointi
ENMG
faskikulaatio

FTD

gynekomastia

haplotyyppianalyysi

HeLa-solu

heterotsygoottinen

homotsygoottinen

kytkentdanalyysi

autosomaalisesti vallitseva mitokondriaalinen myopatia
amyotrofinen lateraaliskleroosi

kromosomi, joka ei vaikuta yksilon sukupuolen méaraytymi-
seen

normaalisti aikuisella jalkapohjan ihon &rsytys aiheuttaa iso-
varpaan képristymisen alaspéin (Babinski -), mutta vauvoilla
varpaat Kipristyvéat ylospdin (Babinski +). Aikuisella positii-
vinen Babinski on merkki hermovauriosta

ydinjatkeesta alkava tauti

Tampereen yliopiston Core facilities and research services
proteiinin itsendinen toiminnallinen ja rakenteellinen yksikko
kaikkien proteiineja koodaavien alueiden emadsjérjestyksen
selvittdminen

elektroneuromyografia, jolla selvitetddn tunto- ja lilkehermo-
jen seké lihasten toimintaa

tahaton lihasnykays

frontotemporaalidementia

rintojen kasvu miehilla

molekyyligeneettinen testi, jossa spesifisilla markkereilla et-
sitdan lahekkain sijaitsevien ja toisiinsa kytkeytyneiden lokus-
ten alleelit, jotka periytyvét yhtendisina yksikkoina

Henrietta Lacksin kohdunkaulansyévén soluista eristetty eri-
laistumaton ja kuolematon solulinja, jota kaytetaan tieteelli-
sessé tutkimuksessa solun rakenteiden, DNA:n, RNA:n seka
proteiinisynteesin tutkimiseen

geenilokusten alleelit eli geenimuodot ovat erilaiset vastinkro-
mosomeissa

geenilokusten alleelit eli geenimuodot ovat samanlaiset vas-
tinkromosomeissa

tutkitaan assosiaatiota sen vélill4, miten tietyt sukulaiset jaka-

vat samanlaisen fenotyypin ja markkerialleelit kesken&an,



lokus

missense-mutaatio

motiivi

neurogeeninen
OMIM

patogeeninen
SMA
SMAJ/LOSMoN

SNP

segregaatio

transitio
transfektointi
transversio

variantti

villityyppi
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keskeistd on samojen markkerialleelien jakaminen eri suku-
laisten kesken

geenin tarkka paikka kromosomissa

pistemutaatio, jossa yksi nukleotidi vaihtuu toiseen ja aiheut-
taa sen, ettd kodoni koodaa eri aminohappoa kuin ennen mu-
taatiota

lyhyt, usein vain muutamasta aminohappotéhteestd muodos-
tunut primaarirakenteen jakso, joka ratkaisevasti vaikuttaa
proteiinin ominaisuuksiin. Ohjaavat proteiineja oikeille pai-
koilleen solunsiséisessé litkenteessa.

hermoperdinen

Online Mendelian Inheritance in Man®, kansainvélinen pe-
rinndllisten tautien tietokanta

sairautta aiheuttava

spinal muscular atrophy eli spinaalinen lihasatrofia

spinal muscular atrophy Jokela type/late-onset lower motor
neuronopathy

single nucleotide polymorphism

mutaation ja taudin samanaikainen esiintyminen suuressa su-
kulaisjoukossa

siirtyma

DNA:n siirtdaminen soluun viruksen avulla

kaantymé

geenin mutatoitunut muoto

geenin alkuperéinen, ei-mutatoitunut muoto



1 JOHDANTO

Suomalainen vaesto on kehittynyt pienesté alueelle muuttaneesta perusvaestosta ja muut-
toliike Suomeen seka taalta pois on ollut vahaista. Vaestoon on rikastunut tiettyja alku-
peréisvaestdssa esiintyneitd periman muutoksia. Muutosten ilmenemisessé on asutushis-
toriasta johtuen myos alueellisia eroja, jonka vuoksi jotkut mutaatioista ovat rikastuneet

vain tietyille alueille Suomessa. (Sarantaus ym. 2000, 762.)

Opinndytetyon aiheena on Perinndllista Late-Onset Spinal Motor Neuronopathy —moto-
neuronitautia aiheuttavan CHCHD10-geenin sekvensointi. Aihe saatiin Tampereen yli-
opistolta, Lihastautien tutkimuskeskukselta ja tyon ohjaajana toimi geneetikko Sini Pent-
tila. Tampereen yliopistollisen sairaalan Lihastautien tutkimuskeskus on valtakunnallinen
lihastautien erikoispoliklinikka, jonka toimintaan kuuluvat potilaiden kliiniset arvioinnit,
lihashiopsianaytteiden tutkimukset, DNA-tutkimukset, neurofysiologian ionikanavatut-
kimukset, rasituskokeet ja magneettispektroskopia. Tutkimuskeskus on tarkoitettu niille
lihastautipotilaille, joiden tauti on tutkimuksista huolimatta jaanyt vaille tarkennettua

syytd. (Pirkanmaan sairaanhoitopiiri 2014.)

Ita-Suomesta on 16ytynyt vallitsevasti periytyva spinaalinen lihasatrofia (spinal muscular
atrophy), SMA-sairaus, jonka ensioireet alkavat vasta vanhemmalla ialla. Taudin I6ysi
suomalainen tutkimusryhma vuonna 2011 ja se sai nimeksi LOSMoN (late-onset lower
motor neuronopathy). (Jokela ym. 2011, 339.) Sittemmin kansainvélinen perinndllisten
tautien tietokanta, OMIM, nimesi taudin SMAJ:ksi (spinal muscular atrophy Jokela type),
joka on taudin virallinen nimi. Suomessa LOSMoN-nimi kuitenkin tunnetaan paremmin.
Vuonna 2012 tutkimuksissa saatiin selville, ettd SMAJ/LOSMoN-taudin aiheuttava geeni
sijaitsee kromosomialueella 22q11.2-q13.2. (Penttild ym. 2012, 2).

Huhtikuussa 2014 tutkimusryhmé sai selville taudin aiheuttavan mutaation CHCHD10-
geenissa. Jatkotutkimuksena haluttiin analysoida 75 potilaan DNA-néytteet ja kartoittaa,
l0ytyyké Suomessa muita tdmén geenin mutaatioita jo 16ydetyn lisdksi ja muitakin tdmén
geenin aiheuttamia tautimuotoja kuin SMAJ/LOSMoN-tauti. Tutkimukseen valitut poti-
laat sairastivat SMAJ/LOSMoN-tyyppistd tautimuotoa ja potilaille oli tehty haplotyyp-
pianalyysi. (Penttila 2014b.) Haplotyyppianalyysi on molekyyligeneettinen testi, jossa
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spesifisilla markkereilla etsitddn lahekkain sijaitsevien ja toisiinsa kytkeytyneiden lokus-
ten alleelit, jotka periytyvat yhtendisind yksikkoind (Aula, Kadridinen & Palotie 2006,
353).

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa analysoitavaa materiaalia geneetikolle, jotta tdméa
voi madrittad onko potilaalla SMAJ/LOSMOoN vai jokin muu sairaus. Tutkimustuloksilla
pyritadn saamaan potilaalle diagnoosi. Tietoa voidaan kayttaa hyvéksi tarjoamalla geneet-
tiseen riskiprofiiliin perustuvaa perinnéllisyysneuvontaa seké seurantaa. Kun tauti ja tau-
din syntymekanismi on tunnettu, on mahdollisuus kehitt&a tauteihin uusia hoitomuotoja,
kuten esimerkiksi sairastuneiden geeniterapioita. Opinndytetyon tarkoituksena oli sek-
vensoida 75:n SMAJ/LOSMoN-tyyppistd tautimuotoa sairastavan potilaan DNA-ndytteet
ja kuvata geenin sekvensointiin kaytetyt menetelmat seka koota tietoa motoneuronitau-
deista, erityisesti SMAJ/LOSMoN-taudista. Opinnaytetyon tehtavana oli selvittaa, esiin-
tyyko6 aineistossa muita CHCHD10-geenin mutaatioita jo l0ydetyn G66V-mutaation li-
séksi.



2 MOTONEURONITAUDIT

Motoneuronit eli liikehermosolut ovat aivojen ja selkdaytimen erikoistuneita hermosoluja,
jotka johtavat elektronisia signaaleja lihasten liikkeen tuotantoon. Tahéan tarvitaan kah-
denlaisia soluja: ylempi& motoneuroneja ja alempia motoneuroneja. Ylemmat motoneu-
ronit alkavat aivojen yldosasta ja jatkuvat alas selkaydinté pitkin, jossa ne yhdistyvat eri
korkeuksilla alempiin motoneuronisoluihin. N&mé solut puolestaan sijaitsevat selkayti-
men ulkopuolella ja yhdistyvat lihaksiin. Jos motoneuronit vioittuvat tai kuolevat, paa-
seuraus on tahdonalaisen liikkeen tuottamisen vaikeus. (Talbot, Turner, Marsden & Bo-
tell 2008, 1.)

Motoneuronitaudit ovat neurologisia sairauksia, joista kérsivien potilaiden motoneuronit
alkavat tuhoutua. Arviolta 70 prosenttia motoneuronitautia sairastavista potilaista saa oi-
reita raajoihin. Talléin tarkoitetaan spinaalista motoneuronitaudin puhkeamista, jossa
tauti alkaa selkaytimesta. Loput potilaista kokevat puheentuotonvaikeutta ja/tai nielemis-
vaikeutta, jolloin tauti alkaa ydinjatkeesta. Talloin puhutaan bulbaarisen taudin puhkea-
mista. Kun alemmat motoneuronit ovat vahingoittuneet, hermoon yhdistyvé lihas surkas-
tuu ja heikkenee. Heikkoutta esiintyy usein, muttei aina, yhdessé tahattomien lihasny-
kaysten (faskikulaatioiden) kanssa. Tama tulkitaan merkiksi, etté lihas on menettanyt her-
moyhteyden. Kun ylemmat motoneuronit ovat vahingoittuneet, kyseiset lihasryhmat jay-
kistyvét. Koska aivot eivét pysty tuottamaan normaalia raajakontrollia, seuraa tasta koor-
dinoidun kéavelyn seka yhtakkisten suunnanmuutosten korjaamisen vaikeutta. (Talbot,
Turner, Marsden & Botell 2008, 4.)

ALS-tauti (amyotrofinen lateraaliskleroosi) on motoneuronitaudin tyypeista yleisin.
Muita motoneuronitauteja ovat bulbaariparalyysi, primaarinen lateraaliskleroosi ja prog-
ressiivinen lihasatrofia. (National Institute of Neurological Disorders and Stroke 2015.)
Suomen yleisimmét aikuisidn motoneuronitaudit ovat ALS, X-kromosomaalinen Kenne-
dyn tauti sekd SMAJ/LOSMoN. Varhaisella lapsuusialla alkavista muodoista SMN1-gee-
nivirheestd johtuva spinaalinen lihasatrofia (SMA) on vyleisin. (Jokela & Udd 2014,
2974.)
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Amyotrofinen lateraaliskleroosi (ALS) voi alkaa mistd tahansa lihasryhmaésté ja oireet
sekd oireiden eteneminen lihaksistossa vaihtelee yksilollisesti. Raajoista alkavan sairau-
den alkuvaiheen oireita ovat tavallisesti jalassa ja/tai k&dessa tuntuva lihasheikkous, li-
hasnykéykset ja krampit, jolloin puhutaan alemman motoneuronin vauriokuvasta. Noin
neljannekselld ALS-tautiin sairastuvista oireet alkavat nielun alueelta, jolloin oireena on
puheen epaselvyys ja nielemisen vaikeus. Suomessa ALS-tautia sairastaa noin 450-500
ihmisté ja uusia tapauksia 10ytyy vuosittain noin 140. Sairastumisikd on keskimaérin 55—
60 vuotta ja tautia esiintyy kummallakin sukupuolella. Kaikista Suomen ALS-tapauksista
noin 25 prosenttia aiheutuu c9orf72- tai SOD1-geenin mutaatioista ja suvuittain esiinty-
vistd ALS-tapauksista ndiden kahden geenin virheet selittdvat suurimman osan. Paranta-

vaa ldékehoitoa tautiin ei toistaiseksi ole. Ensimmainen virallinen laake rilutsoli (Rilu-

tek®) on ollut Suomessa kéaytdssa jo useita vuosia ja joillakin potilailla 1adke hidastaa
sairauden etenemisté lisaten hieman elinaikaa. Keskimé&éardinen elinikd diagnoosista on

3-5 vuotta, mutta sairaus etenee hyvin yksildllisesti. (Laaksovirta 2012.)

Kennedyn taudin kliiniseen kuvaan kuuluvat etenevé lihasheikkous ja lihasten surkas-
tuminen. Lihaksissa né&hddan faskikulaatiota sek& Kkliinisesséd tutkimuksessa etta
ENMG:ssé (elektroneuromyografiassa). Oireet alkavat aikuisidssd, mutta niiden pahene-
minen on Kkuitenkin huomattavasti hitaampaa kuin ALS-taudissa. Lihasoireiden lisaksi
oireyhtymadn kuuluvat gynekomastia (rintojen kasvu miehilld), impotenssi ja myos tun-
tohairigita voi esiintyd. (Udd & Holmgren 1996, 218.) Kennedyn tauti johtuu X-kromo-
somissa sijaitsevan androgeenireseptorin (AR) toisto-jaksomutaatiosta, jonka proteii-
nituote haittaa lilkehermosolun toimintaa, aiheuttaen niiden ennenaikaista kuolemaa. Ter-
veiden ihmisten AR-geenissé on 10-36 CAG-toistojaksoa, mutta Kennedyn taudissa nii-
den maara on lisdantynyt noin 40-62:een. Yleensé neurologin suorittama tutkimus seka
ENMG antavat riittdvan perusteet epéillda Kennedyn tautia, mutta diagnoosi perustuu ve-
restd otettavaan geenitestiin. ENMG-tutkimuksessa selvitetdadn tunto- ja liikehermojen
seka lihasten toimintaa. Kennedyn tautia esiintyy vain miehilld, mutta mutaation kantaja-
naisilla voi olla lievid oireita, kuten lihaskramppeja ja vapinaa. Tauti ei voi periytya isélta
pojalle, mutta sairaan miehen tyttérille periytyy automaattisesti aina tautigeeni ja yleensa
he ovat terveitd kantajia. Tautigeenin kantajanaisten tyttarilla on 50 prosentin riski olla
taudin kantajia ja pojilla puolestaan on 50 prosentin riski sairastua Kennedyn tautiin. (Jo-
kela 2012.)
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Kennedyn tauti ja SMAJ/LOSMoN ovat alemman motoneuronin tauteja, eika niihin liity
ylemmé&n motoneuronin 10ydoksia, kuten kiihtyneitd heijasteita ja positiivista Babinskin
refleksid. Normaalisti aikuisella jalkapohjan ihon arsytys aiheuttaa isovarpaan képristy-
misen alaspdin (Babinski -), mutta vauvoilla varpaat Kipristyvét ylospdin (Babinski +).
Aikuisella positiivinen Babinski on merkki hermovauriosta. Molemmat taudit kuitenkin
aiheuttavat faskikulaatioita, etenevéd lihasheikkoutta ja lihasten surkastumista seka
ENMG:ssé todettavia hermoperdisia (neurogeenisid) muutoksia, minka vuoksi niitd voi
olla vaikea erottaa alemman motoneuronin vauriokuvalla ilmenevasta ALS-taudista. Tau-
tien erottelu on kuitenkin tarkedd, koska sekd SMAJ/LOSMoN- ettd Kennedyn taudissa
potilaat pysyvat yleensa hyvin toimintakykyisind vuosikymmenia taudin toteamisesta,
kun taas ALS johtaa kuolemaan yleenséd muutaman vuoden kuluessa diagnoosista. (Jokela
& Udd. 2014, 2974.)

2.1 Spinaalinen lihasatrofia (SMA)

Spinaaliset lihasatrofiat, spinal muscular atrophy (SMA), ovat harvinaisia sairauksia,
joissa osa selkaytimen etusarven liikehermosoluista kuolevat. Hermotuksen puuttumisen
seurauksena lihakset heikentyvat ja surkastuvat. Liikkuminen, hengittdminen, sydminen
ja puhuminen vaikeutuvat. SMA-tyyppeja on olemassa nelja erilaista: SMA I, SMA I,
SMA 11l jaSMA IV/ISMAJ, jotka eroavat toisistaan puhkeamisian ja oireiden vakavuuden
perusteella. (Ellison ym. 2008, 947.) Yleensd SMA-sairauksien diagnoosi varmistetaan
neurologin tutkimuksella, ENMG:II4 ja geenitestilla. Tarvittaessa tehd&dan kuvantamistut-
kimuksia ja otetaan liséksi lihasbiopsia lihassairauksien tai selkdrangan sairauksien pois-
sulkemiseksi. (Jokela. 2011, 18.)

2.1.1 Lapsuus- ja nuoruusian spinaalinen lihasatrofia (SMA I, SMA Il, SMA 111)

Lapsuusian SMA on autosomissa peittyvasti periytyva lihastauti, jossa selkdytimen
etusarven motoneuronien rappeutuminen johtaa raajojen ja vartalon lihasten halvaantu-
miseen. Kyseesséd on homotsygoottinen mutaatio. Jos potilaan alleelit eli geenimuodot
ovat samat, kromosomien sanotaan olevan tdmén geenin suhteen homotsygoottinen. Ho-

motsygoottinen mutaatio on peritty molemmilta vanhemmilta. Tauti jaetaan kliinisen ku-
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van ja sairastumisién perusteella kolmeen alatyyppiin: SMA I, SMA Il jaSMA I1l. (UTU-
lab 2013.) Lapsuus- ja nuoruusidn SMA periytyy autosomaalisesti peittyvasti eli resessii-
visesti. Taudin saaneen henkilon vanhemmat ovat yleensa molemmat terveitd mutaation
kantajia, mutta heidan lapsillaan on 25 prosentin riski saada kummaltakin tautia aiheut-
tava mutaatio ja olla sairas. Tautia sairastavan henkilon jokaisella sisaruksella on 25 pro-
sentin riski sairastaa samaa tautia. Mikali potilas saa lapsia, potilaan lapsilla ei tautia il-
mene, mutta he ovat oireettomia taudinkantajia. (Lahdetie 2012.)

SMA | (Werdnig-Hoffmanin tauti) on taudin vaikein ja vauvaiédssa alkava muoto. Lun-
nin ja Wangin (2008, 2120-2133) mukaan SMA | -muoto kattaa noin 50—70 prosenttia
lasten SMA-sairauksista. Oireet ilmenevat yleensa lapsen ensimmadisten elinkuukausien
aikana. Joskus SMA puhkeaa jo sikidaikana ja tallgin siki6 liikkuu véhemman raskauden
loppuvaiheessa. Yleensa mitd aikaisemmin oireet alkavat, sitd vaikeampi taudin muoto
on. Lapsi on veltto eika juuri liiku, eika han ei hallitse p4&ataan. Itkudani on hento, yski-
minen heikkoa sek&d nieleminen vaikeaa. Tauti johtaa jo varhain hengitysvajeeseen ja
vaikka eliniké&a on vaikea ennustaa, noin 95 prosenttia potilaista kuolee alle 18 kuukauden
ikaisend. (Strommer 2011, 12.)

SMA 1l (Werdnig-Hoffmanin tauti) on spinaalisen lihasatrofian keskivaikea muoto.
Lunnin ja Wangin (2008, 2120-2133) mukaan sen oireet alkavat alle 18 kuukauden iassé.
Lapsi oppii istumaan, mutta ei koskaan opi seisomaan tai kavelemaan tuetta. Heikenty-
neiden kylkivalilihasten vuoksi hengittdminen sek& yskiminen ovat vaikeutuneet, painon-
nousu hidastuu, kdsissa on hentoa vapinaa ja selkarankaan kehittyy skolioosi eli se painuu
mutkalle. My6s ruokatorven takaisinvirtaus (gastroesofageaalinen reflux, GER) ja um-
metus ovat tavallisia ongelmia. Potilaat kuolevat yleensa hengitysperéisiin syihin varhais-

aikuisuudessa. (Strommer 2011, 12.)

SMA 111 (Kugelberg-Welanderin tauti) on taudin lievd muoto. Wangin ym. (2007,
1029-1030) mukaan oireet alkavat vasta k&dvelemaan oppimisen jalkeen eli lapsi oppii
seisomaan ja k&veleméan tuetta. Potilaalla on lihasheikkoutta ja lihaskramppeja ja nivelet
rasittuvat. Kavelykyky séilyy pitkaan. Hengityselinten ongelmia on vain osalla ja silloin
yleensd akuuttiin infektioon liittyen. Potilaat kuolevat usein vasta aikuisidssa. (Strommer
2011, 12.)
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Parantavaa hoitoa SMA-tautiin ei tunneta, mutta sairauteen liittyvien yleisten ongelmien
hoito on tarke&dd komplikaatioiden estamiseksi ja mahdollisimman hyvan eldménlaadun
sailyttamiseksi. Vuonna 2007 Kansainvalinen laaja asiantuntijajoukko laati olemassa ole-
vaan tutkimustietoon nojaavan konsensuslausunnon SMA-taudin hyvésta hoidosta. Oh-
jeistossa korostetaan moniammatillista erityisosaamista. SMA-potilaiden hoitovastuu ja-
kautuu lastenladkareille, lastenneurologeille, hengitysvajetyoryhmalle ja anestesialdéka-
reille, infektiol&akéreille, lastenkirurgeille, ravitsemusterapeuteille, fysio- ja puhetera-
peuteille seka sosiaalitydntekijoille. SMA | -lapsen kohdalla korostuvat vanhempien tu-

keminen ja aktiivinen palliatiivinen hoito, johon kuuluu saattohoito. (L&hdetie 2012.)

Strommerin (2011, 25-26, 29) mukaan Suomessa oli yhteensd 15 SMA-tautia sairastavaa
alle 16-vuotiasta potilasta vuoden 2010 lopussa. SMA:n esiintyvyys saman ikdisten lasten
keskuudessa Suomessa oli 1,57x107 eli 1/63 694 ja ilmaantuvuus oli 5,00x10° eli 1/20
000 el&véana syntynytta lasta kohden. Potilaat olivat idltddn 1-12 —vuotiaita ja potilaiden
1&n keskiarvo oli 3 vuotta. Kaikilla potilailla oli diagnosoitu tyypin Il SMA.

2.1.2 Late-Onset Spinal Motor Neuronopathy (SMAJ/LOSMoN)

SMAJ/LOSMoN on vallitsevasti periytyvd SMA-sairaus, jonka ensioireet alkavat noin
30 ikavuoden jélkeen. Penttilan ym. (2014, 3) mukaan taudin puhkeamisen keski-ika on
42 vuotta ja vaihteluvéli 14-72 vuotta. Vallitsevalla eli dominantilla periytymisella tar-
koitetaan periytymistapaa, jossa sairaus eli ilmiasun muutos ilmenee silloin kun geenipa-
rin toisessa alleelissa on mutaatio ja toinen alleeli on normaali. Vallitsevasti periytyva
tauti voi esiintya useassa perakkaisessa sukupolvessa. Suvun terveiden henkil6iden lap-
sille tauti ei periydy, mutta sairaiden lapsilla on 50 prosentin todennakdisyys peria tauti-
geeni ja toisaalta yhté suuri todennakoisyys perié vastaava terve geeni. (Aula, Kéaridinen
& Palotie 2006, 86.)

Sekaé naiset ettd miehet voivat sairastua SMAJ/LOSMoN-tautiin eika sukupuolten valilla
ole eroa taudin vaikeusasteessa. Ensimmaising oireina ovat lihaskivut ja krampit, vuosien
saatossa suorituskyky heikkenee. Vaurioitunut liikehermosolu tuottaa my6s ylimaaréisia
sahkodarsykkeitd ja lihaksistossa esiintyy faskikulaatioita, mika on taudin huomiota kiin-

nittavin piirre. Potilailla on usein my6s kasien vapinaa ja osalla potilaista esiintyy myos
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oireetonta tuntohermojen vauriota seka lievaa vérindtunnon alenemaa. Seké raajojen ty-
viosien ettd kérkiosien lihakset vaurioituvat, mutta pitkalle edenneessakin taudissa poti-
laat kykenevat syoméan ja hengittdmaan itsenaisesti. (Jokela. 2011, 18.) Penttilan ym.
(2013, 5) mukaan bulbaariset oireet olivat erittdin harvinaisia ja esiintyivét taudin myo-
haisvaiheessa. ENMG:ssé esiintyi neurogeenisia muutoksia ja seerumin CK-arvo oli ko-
honnut. Lihasten magneettikuvauksessa huomattiin rappeutumismuutoksia kaksoiskanta-
lihaksessa (m. gastrocnemius) ja levedssa kantalihaksessa (m. soleus). Erotusdiagnostii-
kassa on huomioitava muut SMA-sairaudet, erilaiset perinndlliset ALS-muodot seké
Kennedyn tauti. (Jokela 2011, 18).

SMAJ/LOSMoN-sairauteen ei talla hetkelld tunneta parantavaa hoitoa. Lihaskramppeja
voidaan hoitaa magnesiumilla, kinidiinilla tai klonatsepamilla, ja my6s neuropaattisen Ki-
vun laékkeista kuten gabapentiinista tai amitriptyliinista voi olla apua. Vapinaan voidaan
kayttaa beetasalpaajia, kuten propranololia. 50-60 ikdvuoden tienoilla osa potilaista tar-
vitsee kavelyn apuvélineitd, mutta osa potilaista pystyy tdssa idssé viel& juoksemaankin.
Toisin kuin useimmat motoneuronitaudit, SMAJ/LOSMOoN ei lyhennd potilaiden elinikaa
ja yksittaiset potilaat ovat elaneet jopa 90-vuotiaiksi. (Jokela. 2011, 19). Penttila ym.
(20144, 9) raportoi, ettd arvioitu SMAJ/LOSMoN-taudin esiintyvyys ylittdd ALS-taudin
esiintyvyyden Itd-Suomessa, ollen Pohjois-Karjalassa jopa 12/100 000.

2.2  SMA-mutaatiot

Lapsuus- ja nuoruusian proksimaalinen SMA on autosomissa peittyvasti periytyvé lihas-
tauti, joka aiheutuu SMN1-geenin mutaatioista, jotka osoitetaan DNA-néytteista. Tyypil-
lisin SMA-taudin taustalla oleva mutaatio on SMN1-geenin mutaatio, joka voi johtua seka
SMN1-geenin eksonin 7 deleetiosta ettd geenikon-versiosta. Deleetiossa (h&vidmassa)
yksi tai useampi emés haviad DNA-jaksosta ja geeni-konversiossa (geenimuuntumisessa)
SMN1-geeni muuttuu ldhes samankaltaiseksi, mutta toimimattomaksi SMN2-geeniksi.
Talloin litkehermosolujen tarvitsemaa SMN (survival motor neuron) -valkuaisainetta ei
muodostu ja liikehermosolut tuhoutuvat. Noin 95 prosentilla potilaista havaitaan SMN1-
geenin eksonin 7 deleetio. Joillakin potilailla toisessa kromosomissa esiintyy SMN1-gee-
nin eksonin 7 deleetio ja toisessa kromosomissa esimerkiksi SMN1-geenin pistemutaatio.
(UTUlab 2013.)
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SMAJ/LOSMoN-tauti aiheutuu heterotsygoottisesta mutaatiosta, ¢.197G>T, CHCHD10-
geenissd, kromosomialueella 22g11. (Penttild 2014a, 1). Tavallisessa solussa on tiettya
kromosomia kaksi kappaletta. Jos niiden alleelit eli geenimuodot ovat erilaiset, kromo-
somipari on heterotsygoottinen. Heterotsygoottisessa mutaatiossa mutaatio on peritty toi-
selta vanhemmalta. Missense-mutaatio on pistemutaatio, jossa yksi nukleotidi vaihtuu
toiseen aiheuttaen sen, ettd kodoni koodaa eri aminohappoa kuin ennen mutaatiota.
SMAJ/LOSMoN-taudin mutaatiossa on kyseessa transversio (kaantymaé), jossa puriini,
guaniini (G), vaihtuu pyrimidiniin, tymiini (T). Mutaation seurauksena aminohappo, gly-
siini66, vaihtuu valiiniksi. Syntyy mutaatio, joka muuttaa CHCHDZ10-proteiinin raken-
netta ja toimintaa. Kuvassa 1 on esitetty nukleotidin 197 vaihtuminen guaniinista (piirtyy
mustana) tymiiniin (piirtyy punaisena). N tarkoittaa mitd tahansa emésta. Ylhaalla nor-
maali kontrolli ja potilailla 1, 2 ja 3 heterotsygoottinen mutaatio ¢. 197G>T. Hete-
rotsygoottinen mutaatio nakyy kuvassa kahtena lahes samankokoisena pylvaana ja kah-
della eri vérilla. Toisen alleelin yksi emas on piirtynyt mustalla, guaniini ja toisen alleelin
yksi emas punaisella, tymiini. SMAJ/LOSMoN-taudin diagnostiikassa CHCHD10-gee-
nista tutkitaan sekvensoimalla eksoni 2, jossa sijaitsevat kaikki toistaiseksi tunnetut tautia
aiheuttavat mutaatiot, mutta tarvittaessa voidaan tutkia koko geeni. (Pirkanmaan sairaan-
hoitopiiri 2015).
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KUVA 1. Heterotsygoottinen mutaatio ¢.197G>T (G66V) potilailla 1, 2 ja 3. (Penttila
ym. 2014a, 5). Muokattu kuva.
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3 CHCHD10-GEENI

Bannwarth ym. (2014, 2335-2336) identifioivat ensimmaisen tautia aiheuttavan mutaa-
tion CHCHD10-geenissa eksomisekvensoinnilla. Eksomisekvensoinnissa selvitetddn
kaikkien proteiineja koodaavien alueiden emasjarjestys. Immunohistokemiallinen vérjays
ja HeLa-solujen immunokulta-elektronimikroskopia paikansivat CHCHD10-proteiinin
mitokondrion kristaliitokseen eli mitokondrion sisakalvon poimuihin. HelLa-solut ovat
Henrietta Lacksin kohdunkaulansydvan soluista eristetty erilaistumaton ja kuolematon
solulinja, jota k&ytetaan tieteellisessa tutkimuksessa solun rakenteiden, DNA:n, RNA:n
seka proteiinisynteesin tutkimiseen. HeLa-solujen mitokondrioiden proteaasikasittely ja
jaottelu- eli differentiaalisentrifugointi osoitti, ettd CHCHDZ10 on liukeneva proteiini mi-
tokondrion kalvojen vélissa. Proteaasikasittelyssa kaytettiin entsyymina proteinaasi K:ta,
joka pilkkoo proteiineja ja keratiinia. Koska CHCHD10 proteiini sijaitsee mitokondrion
sisélla, séilyi proteiini ehjané entsyymikasittelyssa. Differentaalisentrifugointi perustuu
partikkelien kokoon. Tutkittavaa materiaalia sentrifugoidaan askeleittain yha suurem-
milla kierrosnopeuksilla ja pidempid aikoja siten, ettd halutut materiaalit sedimentoituvat
putken pohjalle ja muut partikkelit ja&vat liuokseen. Suurimmat partikkelit sedimentoitu-
vat ensin. Solususpensiota sentrifugoidaan asteittain ja saadaan eroteltua rikkoutumatto-
mat solut sekd tuma-, mitokondrio-, lysosomi- ja mikrosomifraktiot. (Bannwarth 2014,
2337.)

Proteiinirakenteessa on erotettavissa useita eri tasoja. Primaarirakenteeksi kutsutaan pro-
teiinin aminohappojarjestystd, joka on DNA:n sekvenssin maaraama. Sekundaarirakenne
sisaltdd polypeptidiketjun paikalliset laskokset ja kiertymat, kuten alfa-kierteen ja beta-
laskoksen. Tertiddrirakenne siséltadd primaari- ja sekundaarirakenteet, mutta liséksi myods
mahdolliset rakennetta vakauttavat kovalenttiset sidokset ja erilaiset vuorovaikutukset
polypeptidiketjussa etddmpand toisistaan olevien alueiden kanssa. Kvaternaariraken-
teeksi kutsutaan proteiinirakenteen neljattd rakennetasoa. Tavallisesti kvaternaariraken-
teita tavataan proteiineissa, joissa on kaksi tai useampia polypeptidiketjuja. Naiden po-
lypeptidiketjujen yhdistelmilld on keskendin vuorovaikutuksia, joita yksittaisilla po-
lypeptideilld ei ole. Ndma keskinéiset vuorovaikutukset ovat térkeé osa kvaternaariraken-
teen késitettd. Kun proteiinin kokonaisrakenne on selvilld, voidaan selvittda proteiinin
toimintaa. (Elliott & Elliott 2002, 38-44.)
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CHCHD10-geenin rakennetta ei viel& taysin tunneta, mutta kuten muutkin CHCH-prote-
iinit, CHCHD10 siséltaa kiertynyt kierre -heliksi-kiertynyt kierre -heliksi (coiled coil-
helix-coiled coil-helix, CHCH) laskostumisen, joka on stabiloitu kahdella disulfidisidok-
sella eli rikkisidoksella. (Mesecke ym. 2005, 965). Kiertynyt kierre on proteiinirakenne,
jossa samansuuntaiset alfa-kierteet kiertyvét toistensa ympari, muodostaen kestavampia
ryhmid (Heino & Vuento 2010, 59). CHCHD10-proteiinin tertiddrirakenne on toistaiseksi
selvittdmattd, mutta ennustuksia rakenteesta on esitetty.

Bannwarthin ym. (2014, 2336) mukaan ennustettu CHCHDZ10-proteiinirakenne koostuu
seuraavista osista: jasentyméton N-terminaali, hydrofobinen heliksi ja CHCH-domeeni.
N-terminaaliin aminohappoalueelle 1-16 sijoittuu oletettu mito target -signaalijakso. Mito
target -signaalijakso on 10-70 aminohappoa pitka peptidi, joka ohjaa uuden syntetisoidun
proteiinin mitokondrioon. Ndma aminohapot pilkotaan, kun proteiini on ohjautunut mito-
kondrioon. (Makarow. 1999, 2712.) N-terminaalia seuraa erittdin hydrofobinen heliksi
(vettahylkivéa heliksi) aminohappoalueella 43—68. Bannwarthin ym. (2014, 2336) mukaan
hydrofobinen heliksi toimii vuorovaikutuksen rajapintana eri proteiinien valilla, ndin ol-
len S59L-mutaatio voisi mahdollisesti muuttaa proteiini-proteiini —vuorovaikutusta.
Penttildn (2014a, 8) mukaan hydrofobinen heliksi on térkea, silla se yllapitad proteiinin
rakennetta. Mikali mutaatio sijoittuu heliksin alueelle rikkoen disulfidirakenteen, hajoaa
mya0s proteiinirakenne, eika proteiini enda toimi. Koska valiini on suurempikokoinen kuin

glysiini, voi olla ettd G66V-mutaatio muuttaa hydrofobisen heliksin kokonaisrakennetta.

Bannwarthin ym. (2014, 2336) mukaan polypeptidin C-terminaalin puolelle, aminohap-
poalueelle 102-133, sijoittuu CHCH-domeeni. Proteiinin itsendista toiminnallista ja ra-
kenteellista yksikkdad kutsutaan domeeniksi (Elliott & Elliott 2002, 45). Mesecken ym.
(2005, 965) mukaan CHCH-domeeniin sijoittuu kaksi CX9C-motiivia ja kaksi ylimaa-
réistd kysteiinia eli kysteiinitdhdettd. On ennustettu, ettd nelja kysteiinitdhdettd muodos-
tavat kaksi disulfidisidosta. Kovalenttisena sidoksena disulfidisidos on luja ja se sitoo
kyseiset polypeptidiketjun osat toisiinsa, muodostaen proteiinin tertidarirakenteen. Mo-
tilviksi kutsutaan lyhyttd, usein vain muutamasta aminohappotéhteestd muodostunutta
primaarirakenteen jaksoa, joka ratkaisevasti vaikuttaa proteiinin ominaisuuksiin. Motiivit
myds ohjaavat proteiineja oikeille paikoilleen solun sisdisessa liikenteessa. (Elliott & El-
liott 2002, 45.)
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Kuvassa 2 on esitetty toistaiseksi 10ydettyjen mutaatioiden sijoittuminen CHCHD10-gee-
niin ja geenin oletettu rakennekokonaisuus. Nelja eksonia ihmisen CHCHD10-geenisté
koodaa 142 aminohapon mittaista CHCHD10-proteiinia. Aminohappoalueelle 1-16 sijoi-
tuu oletettu mito target —signaalijakso (vihrea suorakaide), hydrofobinen heliksi sijoittuu
aminohappoalueelle 43-68 (beige suorakaide) ja aminohappoalueelle 102-133 sijoittuu
CHCH-domeeni (sininen suorakaide). Raportoidut mutaatiot on yhdistetty SMAJ/LOS-
MoN-tautiin (vihre& kolmio), frontotemporaalidementiaan ja/tai amyotrofiseen lateraali-
skleroosiin (ALS/FTD, punainen kolmio), seka autosomaalisesti vallitsevaan mitokond-
raaliseen myopatiaan (ADMM, violetti kolmio). Kaikki toistaiseksi [0ydetyt patogeeniset
mutaatiot sijoittuvat CHCHD10-geenin eksoniin 2.

5596 G66V

1 2 - 3 4 koodaava

L I ] eksoni

A A
R15S G58R

1 16 43 68 102 133 aminohappo

CX 9 C CX 9 C motiivi
' ALS/FTD-variantti mito target -signaalijakso
SMAJ/LOSMoN-variantti hydrofobinen heliksi

A ADMM-variantti CHCH-domeeni

KUVA 2. Toistaiseksi 16ydettyjen mutaatioiden sijoittuminen CHCHDZ10-geeniin ja gee-

nin oletettu rakennekokonaisuus. (Cozzolino ym. 2015) Muokattu kuva.

3.1 Molekyyligenetiikka

CHCHD10-geenin eri mutaatioiden on raportoitu aiheuttavan vakavaa ALS-sairautta
sekd mitokondriaalista myopatiaa, joiden taudinkuva on erilainen kuin SMAJ/LOSMoN-
taudissa. Toistaiseksi selville saadut patogeeniset CHCHD10-geenimutaatiot ovat seuraa-
vat: G66V, S59L ja G58R. Nama mutaatiot on osoitettu patogeenisiksi toiminnallisilla
(funktionaalisilla) proteiinitutkimuksilla seké segregaatiolla. (Penttild 2014b). Segregaa-
tio tarkoittaa mutaation ja taudin samanaikaista esiintymisté suuressa sukulaisjoukossa.
Toistaiseksi CHCHD10-proteiinin tertidarirakenne ja proteiinin toiminta ei ole tiedossa.

Taman vuoksi patogeeninen mekanismi taudeissa ei ole selvinnyt. (Penttila. 2014a, 7).
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Taulukossa 1 on esitetty keskeisimmat CHCHD10-geenin mutaatioita késittelevat tutki-

mukset.

TAULUKKO 1. Keskeisimmat CHCHD10-geenin mutaatioita késittelevat tutkimukset.

Tutkimus 1) Potilaat Loydetyt CHCD10 | Tulosten merkitys
2) Kontrollit mutaatiot

Penttila ym. 2014 1) 55 paotilasta €.197G>T Aiheuttaa SMAJ-taudin
2) 104 tervettd suoma- G66V
laista

Bannwarth ym. 2014 1) 8 potilasta c.176C>T Aiheuttaa ALS/FTD-
2) 200 tervettd espanja- | S59L taudin
laita ja ranskalaista

Ajroud-Driss ym. 2014 | 1) 15 potilasta €.172G>C Aiheuttaa ADMM-tau-
2) 1481 tervettd kau- | G58R din
kaasialaista ja 80 tervettd
latinalaisamerikkalaista

3.1.1 Spinal Muscular Atrophy, Jokela Type (SMAJ)

Penttild ym. (2014a, 2) tunnistivat 55:11& SMAJ/LOSMoN-tautia sairastavalla potilaalla
saman ¢.197G>T heterotsygoottisen missense-mutaation CHCHDZ10-geenissa. Mutaatio
sijoittuu eksoniin 2 ja hydrofobisen heliksin alueelle, kuten myds ALS/FTD-tautia aiheut-
tava S59L-mutaatio. Potilaat olivat 17 suomalaisesta suvusta. Mukana olivat Jokelan ym.
(2011, 334) kaksi alkuperaistd sukua ja Mullerin ym. (2014) raportoima yksi suomalainen
potilas, joka oli saanut aikaisemmin ALS-diagnoosin. Mutaatio 16ydettiin kytkentdana-
lyysilla ja genomisekvensoinnilla ja se segregoitui taysin taudin kanssa. Kytkentdaanalyy-
sissé tutkitaan assosiaatiota sen valilla, miten tietyt sukulaiset jakavat samanlaisen feno-
tyypin ja markkerialleelit kesken&én, keskeistd on samojen markkerialleelien jakaminen
eri sukulaisten kesken. Haplotyyppianalyysi osoitti perustaja- eli founder-mutaation. Pe-
rustajavaikutus tarkoittaa, ettd kaikki tautikromosomit ovat l&htoisin joko samasta perus-

tajakromosomista tai hyvin pienestd kromosomijoukosta.

Sekvensoinnilla saatiin selville, ettd CHCHD10-geenimutaatio G66V esiintyy kaikilla
suomalaisilla SMAJ/LOSMoN-potilailla, mutta puuttuu terveiltd perheenjéseniltd. Mu-

taatiota ei esiinny 104 terveen suomalaisen kontrollindytteissa. (Penttila ym. 2014a, 3.)
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CHCHD10-geeni on ensimmadinen identifioitu SMA-tautia aiheuttava geeni, joka koodaa

mitokondraalista proteiinia. (Penttild ym. 2014a, 7).

3.1.2 Frontotemporaalidementia ja/tai amyotrofinen lateraaliskleroosi
(ALS/FTD)

Frontotemporaalidementia on aivojen rappeumasairaus, joka voi liittya ALS-tautiin.
Frontotemporaalidementiassa aivojen otsa- ja ohimolohkot rappeutuvat, aiheuttaen de-
mentiaa sekd muutoksia potilaan persoonallisuudessa ja kaytoksessa. (UTUIlab 2014.)
Bannwarthin ym. (2014, 2338) tutkimuksessa l6ydettiin heterotsygoottinen missense-mu-
taatio c. 176C>T. Mutaatiotyyppina ALS/FTD-taudissa on transitio (siirtyma)
CHCHD10-geenissa, jossa pyrimidiini sytosiini (C) vaihtuu toiseen pyrimidiniin, tymii-
niin (T). Mutaation seurauksena seriini59 vaihtuu leusiiniksi. S59L-mutaatio tapahtuu

hydrofobisessa heliksissd, joka sijoittuu geenin eksoniin kaksi.

Mutaatio 16ydettiin kahdeksalla ranskalaisella potilaalla, jotka sairastavat autosomaali-
sesti vallitsevaa frontotemporaalidementiaa ja/tai amyotrofista lateraaliskleroosia. Mu-
taatio 10ydettiin eksomisekvensoinnilla ja segregaatio toteutui perheessd. CHCHD10-
geenin seulonta suoritettiin 21 uudella suvulla, jossa oli ilmentynyt samanlaisia oireita.
Seulonnassa l8ydettiin sama S59L-mutaatio yhdell& potilaalla, joka on espanjalaista al-

kupera4, eika ollut sukua ranskalaisille potilaille. (Bannwarth 2014, 2343).

Mutaatioproteiinin liikatuotanto HelLa-soluissa johti mitokondrioverkon pirstaloitumi-
seen (fragmentoitumiseen) seka solun hienorakenteen epanormaalisuuteen, jotka olivat
samankaltaisia my0s todettujen potilaiden soluissa (Bannwarth 2014, 2343). Mitokond-
riot toimivat soluissa nykykasityksen mukaan verkostomaisena rakenteena enemman
kuin yksittdisend organelleina. Verkoston toimintaa ja rakennetta saddell&én tarkasti use-
ampien proteiinien ohjaamissa prosesseissa, jotka valvovat mitokondrioiden fuusioitu-
mista ja jakautumista. (Karbowski & Youle 2003, 870-880.) Mitokondrioverkon apop-
toosia (ohjelmoitua solukuolemaa) edeltdd fragmentoituminen. Bannwarthin (2014,
2343) mukaan l6ydokset osoittavat, ettd mutaatio johtaa mitokondrion hengitysketjun va-
javuuteen seka potilaan lihaksissa etté fibroblasteissa eli sidekudosta tuottavissa sideku-
dossoluissa. CHCHD10-proteiini  yllapitdd mitokondrion kristojen morfologiaa
(Bannwarth 2014, 2343).
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3.1.3 Mitokondriaalinen myopatia (ADMM)

Mitokondriaalinen myopatia kuuluu laajempaan systemaattisten sairauksien joukkoon,
jossa sairaus johtuu mitokondrion epénormaalista morfologiasta tai biokemikaalisista
muutoksista. Mitokondraaliset oireyhtymaét voivat johtua mutaatiosta joko mitokond-
riossa tai tumassa. ADMM-taudissa mutaatiogeeni sijoittuu tumaan. Oireina potilailla on
lihasten v&symista ja surkastumista seké rasituksensietokyky on alentunut. (Ajroud-Driss
ym. 2014, 1.)

Heiman-Pattersonin ym. (1997) tutkimuksessa ldydettiin puerto ricolaisesta suvusta vii-
den sukupolven ajalta useita yksil6ita, jotka sairastivat autosomaalisesti vallitsevaa mito-
kondraalista myopatiaa (ADMM). Vain 5 prosenttia mitokondriaalisista oireyhtymisté on
autosomaalisesti vallitsevia. Ajroud-Drissin ym. (2014, 5) tutkimuksessa lI6ydettiin hete-
rotsygoottinen missense-mutaatio CHCHD10-geenissd, ¢.172G>C. ADMM-taudissa on
kyseessé transversio (kadntymd), jossa puriini guaniini (G) vaihtuu pyrimidiini sytosii-
niksi (C). Mutaation seurauksena aminohappo glysiini58 (G) on vaihtunut arginii-
niksi(R), syntyy mutaatio G58R, joka muuttaa CHCHD10 proteiinin rakennetta ja toi-

mintaa.

Mutaatio l6ydettiin kytkentaanalyysilla ja geenisekvensoinnilla, myds segregaatio toteu-
tui perheessa. In vitro -tutkimukset osoittavat, ettd variantti eli mutatoitunut geeni sijait-
see mitokondriossa samassa paikassa kuin kontrolli. G58R-mutaatiogeenilld tai
R15S/G58R-mutaatiogeenilld transfektoidut solut osoittivat mitokondrion pirstaloitu-
mista verrattuna villityyppiin tai soluihin, joita oli transfektoitu vain R15S-mutaatiogee-
nilld. Loydokset ehdottavat, ettd R15S-variantti ei ehkéa olisi patogeeninen (sairautta ai-
heuttava). Tutkimuksessa huomattiin, ettd G58R-variantti sijaitsee mutaation S59L vie-
ressd. Tulos l6ydettiin yhdesté suuresta suvusta, jossa esiintyy erilaisia neurologisia sai-
rauksia. Tutkimusryhma péétteli, ettd useita fenotyyppeja voi esiintya viallisissa kudok-
sissa, jotka ovat suuresti riippuvaisia oksidatiivisesta fosforylaatiosta, mukaan lukien li-
hakset ja hermokudokset. (Ajroud-Driss ym. 2014, 1-8.)
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4 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVAT

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa analysoitavaa materiaalia geneetikolle, jotta tdma
voi méérittaa onko potilaalla SMAJ/LOSMoN vai jokin muu sairaus. Tutkimustuloksilla
pyritadn saamaan potilaalle diagnoosi. Tietoa voidaan kayttaa hyvéksi tarjoamalla geneet-
tiseen riskiprofiiliin perustuvaa perinndllisyysneuvontaa seka seurantaa. Kun tauti ja tau-
din syntymekanismi on tunnettu, on mahdollisuus kehitt&a tauteihin uusia hoitomuotoja,
kuten esimerkiksi sairastuneiden geeniterapioita. Opinndytetyon tarkoituksena oli sek-
vensoida 75:n SMAJ/LOSMoN-tyyppista tautimuotoa sairastavan potilaan DNA-ndytteet
ja kuvata geenin sekvensointiin kaytetyt menetelmat sekd koota tietoa motoneuronitau-
deista, erityisesti SMAJ/LOSMoN-taudista. Opinnéytetyon tehtavana oli selvittaa, esiin-
tyyko6 aineistossa muita CHCHD10-geenin mutaatioita jo l0ydetyn G66V-mutaation li-

saksi.
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5 TUTKIMUS- JA ANALYYSIMENETELMAT

Tassa opinnaytetyossa kaytettiin kvalitatiivista tutkimusmenetelméé. Opinnéytetyon to-
teutettiin osana laajempaa tutkimusryhman tutkimusta. Kvalitatiivinen tutkimus on oikea
ratkaisu silloin, kun tehddan esitutkimusta tai -selvitystd jotakin laajempaa hanketta var-
ten (Hakala 2008, 171). Kvalitatiivisen tutkimuksen tarkoitus on tutkia kohdetta mahdol-
lisimman kokonaisvaltaisesti ja sen pyrkimyksena on ennemmin ldytaa tai paljastaa tosi-
asioita kuin todentaa jo olemassa olevia vaittamia. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara, 2008,
157.)

Kanasen (2010, 50) mukaan kvalitatiivisessa menetelméssa tutkimusta ohjaa aineisto, jo-
ten tutkimuksesta kaytetadnkin nimitysta "aineistolahtéinen” tutkimus. Kvalitatiivisessa
menetelmédssa kohdejoukko valitaan tarkoituksenmukaisesti, eikd satunnaisotoksena
(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2008, 160). Tdssa opinnaytetydssa aineisto koostuu 75:sté
erityyppisia motoneuronitauteja sairastavien potilaiden DNA-néytteistd, jotka oli keréatty

valmiiksi. Tulosten analyysin suoritti tutkimusryhmén geneetikko.

DNA:n ymmartamisesta on tullut erottamaton osa laéketieteen tutkimukselle ja nopeiden
sekvensointimenetelmien kehittyminen on kiihdyttanyt biologian ja laéketieteen kehi-
tystd. DNA:n sekvensointi on prosessi, jossa maaritetdan nukleotidien jarjestys DNA-
molekyylissé. Se siséltaa kaikki menetelmét tai tekniikat, joita kaytetadn neljan eri emék-
sen: adeniinin (A), guaniinin (G), sytosiinin (S) ja tymiinin (T) jarjestyksen muodostaman
geneettisen koodin selvittamiseen. (Timmer 2009.) Ensimmaéiset DNA-jarjestykset selvi-
tettiin 1970-luvun alussa kromatografialla. Nykyisin kéytossa olevat fluoresenssiin pe-
rustuvat automatisoidut analysointimenetelmia kéyttadvat DNA-sekvensserit ovat tehneet
DNA:n selvittdmisestd nopeampaa ja helpompaa. (Timmer 2009.) Kaaviossa 1 on esitetty

opinnaytetydssa kaytetyt analyysimenetelmat.
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Polymeraasiketjureaktio (PCR)

A 4

Agaroosigeelielektroforeesi (AGE)

Y
PCR-tuotteen puhdistus,
ExoSAP-menetelma

v

Sekvensointi-PCR

Sekvensointireaktion
puhdistus

A 4

Sekvensointi

KAAVIO 1. Opinndytetyssa kaytettyjen analyysimenetelmien kulku.

Polymeraasiketjureaktio (PCR). PCR-menetelméssd monistetaan kahden oligonuk-
leotidialukkeen valinen DNA-jakso. Alukkeet (primerit) suunnitellaan siten, ettei monis-
tettavassa DNA:ssa ole muualla samanlaisia kohtia, alukkeita kaytetadn rajaamaan mo-
nistusalue. PCR-reaktio voidaan jakaa kolmeen osaan: denaturaatiovaihe, alukkeiden liit-
tymisvaihe ja pidentymisvaihe eli elongaatio- tai ekstensiovaihe. Denaturaatiovaiheessa
DNA denaturoituu ja sen vastinjuosteet irtoavat toisistaan korkean lampétilan vaikutuk-
sesta. Kun lampdotilaa lasketaan hetkellisesti alukkeet pystyvét kiinnittymaan templaattiin
niille komplementaariseen kohtaan. Pidentymisvaiheessa tutkittavalle DNA-kohdalle
spesifiset alukkeet kiinnittyvét yksisdikeiseen DNA:han eméasparisadnnén mukaisesti.
PCR-menetelmalla haluttu DNA-patka voidaan monistaa eksponentiaalisesti, toistamalla
reaktiota 2030 kertaa. (Glick & Pasternak. 2003, 110-115.)

Agaroosigeelielektroforeesi (AGE) on nopea ja tehokas menetelmd erikokoisten
DNA/RNA-jaksojen erottamiseen, tunnistamiseen ja puhdistamiseen. Agaroosigee-
lielektroforeesin idea on yksinkertainen: negatiivisesti varautuneet DNA-fragmentit aje-
taan sdhkokentdssa kohti positiivista napaa (anodi) agaroosigeelissd. Pienet fragmentit
litkkuvat geelissd nopeammin kuin pitkat. (Glick & Pasternak 2003, 52.) DNA tarvitsee
varin nékyékseen geelilla. Kaytdssa on erilaisia variaineita, turvallinen vaihtoehto on esi-
merkiksi SYBR safe DNA gel stain 10000x concentrate in DMSO —geelivari (Invitrogen),

joka ei ole yhtd mutageeninen kuin etidiumbromidi. Geelivari lisétaan geelin joukkoon,
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josta se tunkeutuu nukleiinihappojen emasten valiin, DNA:n kulkeutuessa geelilla. Kun
geeli& valaistaan UV-valolla, SYBR safe DNA gel stain 10000x concentrate in DMSO —
geelivari fluoresoi vihreana. (Invitrogen. 2011, 2.) Ennen naytteiden pipetoimista nayte-
kaivoihin, lisatdan naytteisiin naytepuskuria, joka on ajopuskuria raskaampaa. Naytepus-
kuri auttaa naytteen pipetoimisessa naytekaivon pohjalle ja ndytepuskurin variaineita voi-
daan kayttaa ajon seuraamiseen. AGE-menetelmaa voidaan esimerkiksi kéayttd4d PCR-re-
aktion toimivuuden tarkistamiseen ja varmistamaan, ettei reaktio ole kontaminoitunut.
(Glick & Pasternak 2003, 52).

PCR-tuotteen puhdistus ExoSAP-menetelmalla. ExoSAP-menetelm& on yksinkertai-
nen tapa puhdistaa PCR-tuotteet ennen sekvensointia. EXoSAP-reaktioseos sisaltdé kaksi
hydrolyyttistd entsyymid: eksonukleaasi I (Exol) ja Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP).
ExoSAP-menetelma perustuu alukkeiden ja dNTP:n entsymaattiseen hajotukseen. Ek-
sonukleaasi | Exol pilkkoo yksiketjuisen DNA:n 3’—5’ suunnassa poistaen jéljelle jaa-
neet alukkeet ja SAP poistaa yliméaraiset ANTP:t. (Affymetrix 2015.)

Sekvensointi PCR. Ennen kun nadytteet sy6tetdan sekvensaattoriin, tehdaan yksi sekven-
sointireaktio kutakin néaytettd kohden. Sekvensointireaktiot tulee myds puhdistaa. Sek-
vensointireaktio on hyvin samankaltainen kuin tavanomainen PCR-reaktio. Tarkeimpané
erona on, etta sekvensoinnissa kéytetaan vain yhta aluketta, jonka peraan rakentuu DNA-
nauhaa templaatin mallin mukaisesti. Toisena erona on, etta sekvensointi PCR:ssa taval-
listen deoksinukleotidien liséksi reaktiossa on mukana dideoksinukleotideja. Kun dide-
oksinukleotidi liitetddn syntyvaan DNA-nauhaan, niin nauhan piteneminen loppuu. Ku-
kin dideoksinukleotidi on merkattu omalla aallonpituudella fluoresoivalla leimalla.
(Thermo Fisher Scientific 2013.)

Sekvensointireaktion puhdistus. Menetelméll& poistetaan sekvensointireaktiosta Big-
Dye-reaktioseos, ylimaardiset dNTP:t, primerit, suolat sekd& muut molekyylipainoltaan
kevyet ylimaaréiset tuotteet geelin avulla, jotka voivat lisata hairiotekijoita sekvensoinnin
tulkinnassa (GE Health Life Sciences 2013).

DNA:n sekvensointi toteutetaan useimmiten automaattisilla sekvensaattoreilla. Auto-
maattinen sekvensointi hyddyntaa fluoresoivien leimojen kaytt64, jossa fluoresoivalla lei-
malla merkatut nukleotidit ajetaan geelielektroforeesilla. Sekvensointipalvelussa PCR-
tuotteet luetaan kapillaarielektroforeesilla geelilta fluoresoivaa valoa tunnistavalla CCD-
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kameralla (Charge-Coupled Device). Laite tunnistaa kunkin dideoksinukleotidin sen Ia-
hettdmé&n fluoresoivan valon perusteella ja tuottaa kromatogrammin. Kromatogrammista
nahdadan DNA-patk&dn emaésjérjestys. Jokainen kromatogrammin huippu vastaa yhté
nukleotidia. (Timmer 2009.)
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6 OPINNAYTETYOPROSESSI

Aihe opinnéytetydlle saatiin syksylla 2014 ja ensimmadinen palaveri opinndytetydn toteut-
tamisesta pidettiin 19.9.2014 geneetikko Sini Penttilan kanssa Lihastautien tutkimuskes-
kuksessa. Opinndytetyon suunnitelma laadittiin syksyll&d 2014 ja suunnitelma sek& luvat
hyvéksyttiin 1.12.2014. Opinndytetyon lahdemateriaalin kerdadminen aloitettiin syys-
kuussa 2014 ja teoriaosuuden Kirjoittaminen tammikuussa 2015. Kirjoittamisprosessi jat-

kui syksyyn 2015 asti.

Kokeellinen osuus toteutettiin Lihastautien tutkimuskeskuksen laboratoriossa ajalla 8.-
19.12.2014. Ty0 aloitettiin mahdollisimman pian, silla tutkimusryhman tyo oli kesken ja
tuloksia haluttiin mahdollisimman pian. Tutkimus sisalsi 75 DNA-néytettd. Valitut poti-
laat sairastivat SMAJ/LOSMoN-tyyppisté tautimuotoa ja potilaat oli haplotyypitetty. Ge-
nominen DNA oli eristetty valmiiksi leukosyyteistd tutkimusryhman standardimenetel-

malla.

Polymeraasiketjureaktio (PCR). Naytteet laimennettiin 20 ng/pl ja alukkeet 20 pM.
Naytteet, 2 x mastermix, DMSO seké alukkeet otettiin huoneenlampdon sulamaan. lden-
tifioitiin stripit, mastermix-putki ja vesi. Pipetoitiin naytetta 5 ul strippeihin. Koska PCR-
reaktio on hyvin altis kontaminaatiolle, tyossa kaytettiin suodattimella varustettuja pipe-

tinkarkia.

Vaihdettiin suojakasineet. Mastermix pipetoitiin ohjeen mukaisessa jarjestyksessa ja pi-
petinkarki vaihdettiin jokaisen pipetoinnin vélissa. 16, 5-kertaiseen mastermixiin pipetoi-
tiin: 89,9 pl steriilid vettd, 206,3ul 2 x Thermo Scientific PCR Mastermixi&, 20,6 pl
DMSO:ta, 6,6 pl F-alukkeita ja 6,6 pl R-alukkeita. VValmis mastermix sekoitettiin ja
sentrifugoitiin. Mastermixia pipetoitiin naytteisiin 20 pl, veteen viimeisend ja pipetinkar-
jet vaihdettiin jokaisen pipetoinnin jélkeen. Laminaarivirtauskaapin taso puhdistettiin al-
koholilla ennen sulkemista. Stripit sentrifugoitiin ja asetettiin PCR-laitteeseen. Valmiit
PCR-reaktiotuotteet sdilytettiin jaddkaapissa.

Reagenssien ja materiaalien séilytyslampétiloihin kiinnitettiin erityistd huomiota. Ent-

syymit tulee aina kasittelyn aikana pitdad kylména jaahauteessa tai kylmablokissa, joten
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ne tuotiin tyokohteeseen kylméblokissa pakastimesta juuri ennen reaktioseokseen pipe-
toimista ja vietiin kayton jalkeen valittomasti takaisin pakastimeen. PCR-laitteena kay-
tettiin Biometra® T Personal Combi-Block -laitetta. Taulukossa 2 on esitetty kéytetyn
PCR-ohjelman kulku.

TAULUKKO 2. PCR-ohjelman kulku.

1. 95°C 10 min

2. 95°C 1 min

3. 67°C 1 min X3
4. 72°C 1 min

5. 95°C 1 min

6. 64°C 1 min X3
7. 72°C 1 min

8. 95°C 1 min

9. 61°C 1 min X3
10. 72 °C 1 min

11.95°C 1 min

12.58 °C 1 min X3
13.72°C 1 min

14.95°C 1 min

15.55°C 1 min X 25
16. 72 °C 1 min

17.72°C 10 min

18. 6 °C o0 0

Taulukossa 3 on esitetty tydssa kaytetyt CHCHD10 eksonin 1 F- ja R-aluke, sekd eksonin
3-4 F- ja R-aluke. Haettu PCR-tuotteen pituus eksonille 1 oli 390 bp ja eksonille 3-4 677

bp.
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TAULUKKO 3. F- ja R-alukkeet CHCHD10-geenille, eksonille 1 ja 3-4.

F-aluke, CHCHD10 eksoni 1 AAGGGAGATGTCCGGAGG

R-aluke, CHCHD10 eksoni 1 GACGACCCACGTCTCCAC

F-aluke, CHCHD10 eksoni 3-4 ACATGCTGTCTGTAGCCGC

R-aluke, CHCHD10 eksoni 3-4 ATCCTGACCCCACCTCATC

Agaroosigeelielektroforeesi (AGE). PCR-reaktion toimivuus varmennettiin agaroo-
sigeelielektroforeesilla. Ajolaitteena kaytettiin Pharmacia Biotech Hoefer HE 33 agaroo-
sielektroforeesilaitetta. Geeli valettiin 1.5 prosenttiseksi. Punnittiin 0.75 g agaroosia, joka
siirrettiin erlenmeyeriin. Mitattiin 50 ml kayttaméatontd 1 x TAE-puskuria ja kaadettiin
erlenmeyeriin. Sekoitettiin varovasti. Agaroosia keitettiin mikroaaltouunissa, kunnes
liuos oli kirkasta ja tasaista. Liuosta sekoitettiin valilla ja seurattiin, ettei liuos kiehu yli.
Annettiin liuoksen jadhtyé noin 60 °C:ksi. Lisattiin 5 pl SYBR safe DNA gel stain 20000x
concentrate in DMSO, Invitrogen —geelivaria. Geelivari lisattiin vetokaapissa. Liuos kaa-
dettiin ajolaitteen kelkkaan, asetettiin kammat ja annettiin jahmettyd 20 minuuttia. Geelin
jahmetyttyé poistettiin kammat.

Néytteet laimennettiin kuoppalevylla: 1 ul latauspuskuria ja 5 pl ndytetta. Kaadettiin 1 X
TAE-puskuria ajolaitteeseen niin, ettd geeli peittyi. Pipetoitiin 3 pl kokostandardia en-
simmaéiseen kaivoon. Kokostandardina kaytettiin Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp
DNA Ladder -kokostandardia. Jokaiselle riville kéytettiin omaa kokostandardia. Naytetta
pipetoitiin 6 ul kuoppalevylta geelille. Ajolaitteen suojakansi asetettiin paalle. Virraksi
valittiin 125 V ja ajoaika oli 15-20 minuuttia. Geeli kuvattiin UV-kameralla ja tallennet-
tiin laboratorion tietokoneelle. Geelikuva tulostettiin ja liitettiin laboratoriopéivékirjaan,
seka liséksi kuvaan identifioitiin naytetiedot.

Exosap PCR:n puhdistus. Tédssa opinnéytetyossa kaytettiin Illustra™:n ExoProStarTM
1-Step Enzymatic PCR and Sequence Reaction Clean-Up —kittia (GE Healthcare). PCR-
strippeihin pipetoitiin ExoProStarTM 1-Step Enzymatic PCR and Sequence Reaction
Clean-Up Kit -entsyymia 2 ul ja PCR-reaktiotuotetta 5 pl. Seos valmistettiin ja séilytet-
tiin jadhauteessa, koska entsyymien lampimassa pitdmisté tulee vélttdd. Ajettiin EXO-
SAP-ohjelma: 15 minuuttia +37 °C, jolloin entsyymit poistavat ylimééaraiset alukkeet ja
nukleotidit ja 15 minuuttia +80 °C, jolloin entsyymit inaktivoituvat. PCR-laitteena kay-
tettiin Biometra® T PersonalCombi-Block -laitetta. Koska reaktio ei sdily, jatkettiin vé-

littdmasti sekvensointireaktioon.
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Sekvensointi-PCR. PCR-strippeihin pipetoitiin jéilla 15 pl BIG DYE mixié (7 pl vetta,
0.67 pl BIG DYE ja 7.33 pl BIG DYE 5x sekvensointipuskiruliuosta), 2 pl F- ja R —
alukkeita (3.2 uM), seka 3 pl PCR-templaattia. Stripit laitettiin PCR-laitteeseen ja kay-
tettiin SEKV-ohjelmaa (taulukko 4) Valmiit sekvensointireaktiot sailytettiin +4 °C:n l[am-

potilassa.
1) 96 °C 5 min.
2) 96 °C 10 sek.
3) 50°C 5 sek. X 25
4) 60 °C 4 min.
5) 4°C o

TAULUKKO 4. SEKV-ohjelma. Syklit 2-4 toistetaan perakkéin 25 kertaa.

Sekvensointireaktion puhdistus. Geelisuodattimena kaytettiin Performa® DTR Ultra
96-Well Plate —kitti& (Edge Bio). 96-suodatinlevy sentrifugoitiin 5 minuuttia 850 x G 96-
kuoppalevyn kanssa. Sekvensointireaktion ndytteet pipetoitiin geelisuodattimiin. Asetet-
tiin kansi paalle ja sentrifugoitiin uuden, puhtaan 96-kuoppalevyn kanssa 5 minuuttia 850
x G. Kuoppalevyn paélle asetettiin tarrakansi. Denaturoitiin +98 °C:ssa 2 minuuttia ja

siirrettiin ndytteet nopeasti jaille 2 minuutiksi. N&ytteet sekoitettiin ja sentrifugoitiin.

Puhdistetut tuotteet toimitettiin Tampereen yliopiston COFA:n (Core facilities and re-
search services) sekvensointipalveluun, jossa analysaattorina ABI PRISM 3130xI Gene-
tic Analyzer. Lihastautien tutkimusryhman geneetikko analysoi COFA:Ita saadut sekven-

sointitulokset.
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7 TULOKSET

Tulokset kirjattiin laboratoriopéivékirjaan, johon merkattiin jokainen néayte, kéytetyt ma-
teriaalit seka tydvaiheet yksityiskohtaisesti. Kaikki tulokset raportoitiin ja naytteet, jotka
eivét olleet monistuneet, valmistettiin ja ajettiin uudelleen, eikd monistumattomia néyt-

teitd kaytetty analyysiin.

7.1 AGE

Negatiivisena kontrollina kéytettiin steriilig vettd. Jokaisessa ajossa kontrollit olivat ne-
gatiiviset, joten ndytteet eivat olleet kontaminoituneet. Positiivista kontrollia ajoissa ei
tarvittu, silla menetelméa on testattu tutkimusryhmassa aiemmin ja menetelmé oli rutii-
nikdytossa. PCR-tuote oli puhdasta, silld ndkyvissé ei ole ylim&aréisa fragmentteja ja
PCR-tuote oli oikeankokoista: eksonille 1 390 bp ja eksonille 3-4 677 bp.

Kuvassa 3 a) nahdaéan, etta naytteiden numero 1355 ja 1555, eksoni 1 (alleviivatut), PCR-
tuotteet eivat monistuneet. Koska ajon muut naytteet toimivat, kyseessa olevien kahden
naytteen ndytelaimennoksissa on ollut hairi6ta tai alkuperéinen néyte ei ole ollut ho-
mogeeninen, jolloin PCR-reaktioon saatiin vain vetta naytteeksi. Kyseiset naytteet val-
mistettiin 18.12.2014 uudestaan, kuvassa 3 b) nahdaan uudelleen valmistetut néytteet,
jossa kummankin nédytteen PCR-tuotteet ovat monistuneet hyvin ja puhtaasti. Kuvissa
eksoni 1 on merkitty punaisella ja eksoni 3-4 vihreélla.

a) b)
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KUVA 3 a). AGE-ajo 10.12.2014. b) AGE-ajo 18.12.2014.
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Kuvassa 4 on esitetty kaikki AGE-ajot ajalta 9.-18.12.2014. PCR-tuotteet olivat kaikki
oikean kokoisia. Koska H20-ndaytteissa ei ole tuotetta voidaan todeta, ettd k&ytetyissa
reagensseissa ei ole kontaminaatioita. Ajoissa ei ole ndkyvissa ylimééaraisia fragmentteja,
joten reaktio on toiminut oikein. Kuvissa eksoni 1 on merkitty punaisella ja eksoni 3-4

vihrealla.

a) b)

677bp-
390bp-
390bp-

677 bp-
390 bp-

D) g gRiebadnasE ool )

677bp -

390bp -

O 3
0 N
s I ¢

KUVA 4. AGE-ajot ajalta 9.-18.12.2014. a) 9.12.2014 b) 9.12.2014 c) 10.12.2014 d)
16.12.2014

7.2 Sekvensointi

Sekvensointidata oli puhdasta ja hyvin tulkittavissa. Kuvassa 7 nékyy, ettd jokainen
elektroferogrammin huippu esiintyy tasaisin valein ja yksivarisend. Muutamia peruslinjan
huippuja voi olla 1dsnd, mutta hyva templaatti ja alukkeet ovat minimoineet ndmé héiriot.
Sekvensissd #2849 on nahtévissd normaalivaestdssé yleinen SNP (single nucleotide po-
lymorphism) ¢.41+26T>G. Tassa SNP:ssd pyrimidiiniemas tymiini (T) on vaihtunut pu-
riiniin, guaniini (G). Kyseessé oleva SNP on homotsygoottinen, silla guaniinin huippu on

yksivérinen ja yhta korkea kuin muut guaniinin (G) huiput.
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Eri ihmisten genomit eroavat toisistaan noin 0,1 prosenttia. Yli 90 prosenttia ihmisten
valisisté eroista on yhden nukleotidin muutoksia, jotka sijaitsevat keskimaarin 100-300
emaksen valein keskittyen variaatiokohtiin. Nait4 yhden nukleotidin muutoksia kutsutaan

snipeiksi (single nucleotide polymorphism). (Heino & Vuento 2010, 177.)

GGGAGGGGGTTAGGG

W\A/\/\/mww “ m«/wx[\m \/\
WA mwvvx/v\

c.41+26T>G

~G)

KUVA 5. Ylhaalla #2810, tulos normaali. Alhaalla #2849, tulos normaali, mutta sekvens-

sissé nahtdvissa SNP ¢.41+26T>G homotsygoottisena.
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8 POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

Etiikka ja luotettavuus

”Terveydenhuollon pdamairand on terveyden edistdminen, sairauksien ehkaisy ja hoito
sekd kiarsimyksen lievittdminen.” Keskeisind terveydenhuollon ammattiryhmien eetti-
sissa ohjeistoissa on ihmisarvon ja itsemaaraamisoikeuden kunnioittaminen, ihmiseldamén
suojelu ja terveyden edistaminen. (ETENE 2001, 1-2.) Opinnéytetyon kaikissa vaiheissa
toimittiin eettisten periaatteiden mukaisesti. Tutkimuksessa kaytettiin potilasnaytteit,
joita késiteltiin luottamuksellisesti ja siten, ettei opinnédytetyon yhteydessé potilaita voi

naytetietojen perusteella tunnistaa. Potilaat olivat tutkimuksessa mukana vapaaehtoisesti.

Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (2012, 6) mukaan olennainen osa tutkimusetiikkaa
on hyvan tieteellisen tavan noudattaminen eli rehellisyys, tarkkuus ja huolellisuus. My6s
mittaustulokset tulee raportoida tarkasti ja tiedot tulee arkistoida. “Tieteellinen tutkimus
voi olla eettisesti hyvéksyttavaa ja luotettavaa ja sen tulokset uskottavia vain, jos tutkimus
on suoritettu hyvéan tieteellisen k&ytdnnon edellyttamalla tavalla.” Eettisyyden lisdksi tut-
kimuksen suorittajaan kohdistuvat lainsdddédnnon asettamat velvoitteet, muun muassa te-
kijanoikeuksien kunnioittaminen, yksityisyyden suojaaminen seka vaitiolo- ja salassapi-
tovelvollisuus. Opinndytetyon teoriataustaa Kirjoitettaessa on pyritty kayttamaan mahdol-
lisimman alkuperdisia ja uusia l&hteitd. Viittauksilla kunnia on osoitettu alkuperaiselle
tekijalle tai alkuperéisille tekijoille.

Tuloksia voidaan pitaa luotettavina, koska ty6t on tehty tyoyksikon tydohjeita noudattaen
ja tarkoituksenmukaisilla, geneetikon valitsemilla ndytteill4. Tyota tehtéessa tyoskennel-
tiin huolellisesti, tarkasti ja vastuullisesti. Tyon aikana tehdyt tyovaiheet, toiminnat ja
tulokset kirjattiin yksityiskohtaisesti tutkimuspaivékirjaan. Saadut tulokset on esitetty sel-
laisenaan, mitédén lisddmatta tai poistamatta. Kéytetyt materiaalit identifioitiin siten, ettd
niista kay selkedsti ilmi, mistd ndytteesta ja testista on kyse. Jos ndyte ei ollut monistunut,

tehtiin se uudelleen eiké virheellistd tulosta huomioitu analyysissa.

PCR-reaktio on hyvin altis kontaminaatiolle, joten tydskenneltiessa kaytettiin suojakéasi-
neitd ja suodattimella varustettuja pipetinkarkid. Tyodskentelytapoihin Kiinnitettiin huo-

miota ja reagenssit oli jaettu pieniin eriin ja putkien sisalté sentrifugoitiin pohjalle ennen
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avaamista. Reaktiossa tarvittavat aineet yhdistettiin, seka néytteet ettd reaktioseos pipe-
toitiin vetokaapissa. Reagenssien ja materiaalien sailytyslampdtiloihin kiinnitettiin eri-
tyista huomiota. Koska entsyymit tulee aina késittelyn aikana pitad kylmana jaadhauteessa
tai kylmablokissa ja entsyymien lampiméssa pitdmisté tulee valttaa, ne tuotiin tyokohtee-
seen kylméblokissa pakastimesta juuri ennen reaktioseokseen pipetoimista ja vietiin kdy-
ton jalkeen valittomasti takaisin pakastimeen. AGE-ajossa kaytettiin steriilid vetta nega-
titvisena kontrollina, positiivista kontrollia ei tarvittu, koska menetelma oli aikaisemmin

optimoitu ja toimii rutiinikdytossa.

Tulosten tarkastelu ja johtopaatokset

Opinnaytetyossa selvitettiin, esiintyykd aineistossa muita CHCHDZ10-geenin mutaatioita
jo 16ydetyn G66V-mutaation lisaksi. Aineistosta ei I0ytynyt uusia mutaatioita luultavasti
siksi, etta kaikki tunnetut CHCHD10-geenin mutaatiot sijaitsevat eksonissa 2. Tassa ai-
neistossa oli tutkittavana geenin eksonit 1 ja 3-4. Tutkimustulos tukee oletusta, ettd ekso-

neissa 1 ja 3-4 ei ole tautia aiheuttavia mutaatioita.

SMAJ/LOSMoN on toistaiseksi I0ydetty vain Suomesta ja keskittynyt 1td&-Suomeen. To-
dennékoisesti mutaatio on lahtdisin itd-suomalaiselta ja G66V-mutaatio on asutushistori-
asta johtuen rikastunut juuri Itd-Suomen alueelle. Geneettisella menetelmalla on tois-
taiseksi SMAJ/LOSMoN-potilaita varmistettu 55 ja arvioitu ettd SMAJ/LOSMoN-taudin
esiintyvyys ylittdd ALS-taudin esiintyvyyden It4&-Suomessa, ollen Pohjois-Karjalassa
jopa 12/100 000. Todennékoisesti ennen SMAJ/LOSMoN-taudin diagnosointia osa
SMAJ/LOSMoN-potilaista on saanut ALS-diagnoosin. Taméa voi selittdd, miksi aikai-
sempina vuosina Itd-Suomessa on raportoitu enemman ALS-tautia kuin muualla Suo-

messa.

Mielenkiintoista on, ett4 toistaiseksi 16ydetyt sairauksia aiheuttavat tunnetut mutaatiot si-
jaitsevat ldhekkain CHCHD10-geenissd, mutta aiheuttavat hyvin erilaisia tauteja. Etenkin
mutaatiot G66V, G58R ja S59L sijaitsevat hyvin lahekkain ja hydrofobisen heliksin alu-
eella. Kuitenkin tautien vakavuusasteissa on huomattava ero, G66V-mutaatio aiheuttaa
oirekuvaltaan huomattavasti lievempéa tautia kuin S59L-mutaatio, joka aiheuttaa vaka-

van ALS-taudin. G66V-mutaatio CHCHD10-geenissé ei aiheuta muita sairauksia kuin
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SMAJ/LOSMoN-taudin. Yllattdvaa on, ettd G66V-mutaatio ei aiheuta mitokondriovau-
riota, vaikka CHCHD10-geeni on ensimmaéinen identifioitu SMA-tautia aiheuttava geeni,

joka koodaa mitokondraalista proteiinia.

Teoriatiedon kokoamisen myo6ta opinndytetyon tekijan tietdmys geenin sekvensoinnista
jasiihen liittyvisté analyysimenetelmisté seka periaatteista lisaantyi. Kaytannon tyo opet-
ti paljon teoriapohjan liséksi myos laboratoriossa tarvittavista taidoista. Opinnéytetyo-
prosessin aikana yhteistyd seké& opinnédytetydtekijan ettd ohjaajien ja tydeldman edusta-
jien kanssa oli sujuvaa. Vaativinta teoriatiedon tuottamisessa oli englanninkielestd k&an-
tdminen sujuvasti suomenkielelle, silla l&hes kaikki teoriatieto aiheesta oli englanninkie-
listd. My0s oikeiden sanojen seka termien k&antaminen suomeksi toivat omat haasteensa.
Teoriatietoa oli tarjolla paljon, joten materiaalin lapikdyminen oli aikaa vievaa ja rajaa-
minen haastavaa. Mielekasta oli, ettd aiheesta 16ytyi runsaasti ajanmukaista ja ajankoh-

taista tietoa.

Jatkotutkimusaiheena esitetddn CHCHD10-proteiinin tertidarirakenteen ja proteiinin toi-
minnan tutkimista, jotta saataisiin selville SMAJ/LOSMoN-taudin sekd muiden

CHCHD10-geenin mutaatioiden aiheuttamien tautien patogeeninen mekanismi.
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