—

SIKIODIAGNOSTIIKKA SUOMESSA

Geneettisten tutkimusmenetelmien kehitys

Enni Loven

Paivi Suorsa

Opinnaytetyo

Lokakuu 2011

Bioanalytiikan koulutusohjelma
Tampereen ammattikorkeakoulu

TAMPEREEN AMMATTIKORKEAKOULU

Tampere University of Applied Sciences



TIIVISTELMA

Tampereen ammattikorkeakoulu
Bioanalytiikan koulutusohjelma
KO8MBIOAN

LOVEN, ENNI & SUORSA, PAIVI: Sikiodiagnostiikka Suomessa — Geneettisten
tutkimusmenetelmien kehitys

Opinnaytetyo 60 s., liitteet 6 s.
Lokakuu 2011

Diagnostisia sikiotutkimuksia voidaan kayttda seulontatutkimusten lis&tutkimuk-
sina tai perheille, joilla aikaisempien tietojen perusteella on lisdantynyt todennéa-
koisyys saada sairas lapsi. Taméa tyo kasittelee sikiddiagnostisia genetiikan tut-
kimusmenetelmia ja niiden kehitysta. Lisaksi tyossa kartoitetaan tarvetta mole-
kyylikaryotyypityksen kaytolle kehityshairididen diagnostiikassa. Opinnaytetyon
aihe saatiin Pirkanmaan sairaanhoitopiirin Laboratoriokeskuksen genetiikan
laboratoriosta, ja tyon tavoite oli tuottaa oppimateriaaliksi soveltuvaa tietoa si-
kiodiagnostiikan kehityksesta. Menetelmina kaytettiin kirjallisuuskatsausta, asi-
antuntijahaastattelua ja tilastoanalyysia.

Ensimmaiset sikiodiagnostiset kokeilut aloitettiin Yhdysvalloissa 1960-luvun
puolivalin jalkeen ja Suomessa 1970-luvun puolivalissa. Sittemmin on kehitetty
lukuisia geneettisida tutkimusmenetelmia kuten kromosomien G-raitavérjays,
Fluoresenssi In Situ Hybridisaatio (FISH) sek& molekyylikaryotyypitys, joka on
nykydan yleistymassa rutiinidiagnostiikassa. Molekyylikaryotyypitys on viela
melko kallis tutkimus, mutta sill& voidaan korvata useita muita tutkimuksia.

Tilastoanalyysia varten kerattiin tiedot 145 potilaasta ja heille tilatuista tutkimuk-
sista noin vuoden ajalta, joten otoskokoa voidaan pitaa riittdvana. Jokaisesta
potilaasta kirjattiin ylés 14 erilaista muuttujaa. Mikali molekyylikaryotyypitys otet-
taisiin kayttdon ensimmaisena tutkimuksena kehityshairididen diagnostiikassa,
jatkotutkimuksena voitaisiin selvittda positiivisten tulosten maara ja se, olisiko
samoihin tuloksiin paasty muilla menetelmilla.

Asiasanat: Sikiodiagnostiikka, kehityshairio, kromosomipoikkeavuus, mutaatio,
molekyylikaryotyypitys
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Prenatal diagnostics can be offered to the prenatal screening positive mothers
and families with elevated risk to have children with a diease. This study con-
centrates on genetic testing in prenatal diagnostics and on the development of
these methods. In addition this study attempts to chart the need to use molecu-
lar karyotyping in diagnostics of developmental disorders. The topic for this ba-
chelor’s thesis was provided by the genetic department of Laboratoriokeskus in
the Pirkanmaa Hospital District. The objective of this study was to produce in-
formation that could be used in the education on prenatal diagnostics develop-
ment. The data were collected from literature and from a specialist interview.

The first experiments in prenatal diagnostics begun in the USA after the middle
of 1960s and in Finland in the middle of 1970s. Afterwards numerous genetic
testing methods have been developed, such as G-banding of chromosomes
and Fluoresence In Situ Hybridization. One of the newest methods is molecular
karyotyping, which is currently becoming general in routine diagnostics. Molecu-
lar karyotyping is still rather expensive method but it can be used to replace
several other methods.

Patient data from 145 cases were collected and processed as statistics during
the period of one year, so the sample size should be adequate. In each case
there were 14 different variables that were accumulated. If molecular karyotyp-
ing became the first method to diagnose developmental disorders, further stu-
dies could be conducted on the efficiency of molecular karyotyping. Results
could be compared to the traditional methods. The account of unclear results
could be studied as well.

Keywords: Prenatal diagnostics, developmental disorder, chromosomal disord-
er, mutation, molecular karyotyping
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1 JOHDANTO

Sikiédiagnostiikalla tarkoitetaan tutkimuksia, joilla pyritdédn selvittamaan raskau-
teen ja sikionkehitykseen liittyvia riskeja. Suomessa raskaana oleville naisille on
jo vuosikymmenten ajan tarjottu mahdollisuutta seulontoihin. Seulontojen tavoit-
teena on loytaa raskaudet, joissa on keskimaaraistd suurempi riski sikion sai-
rauteen tai kehityshairioon. Diagnostisia sikiotutkimuksia voidaan kayttaa joko
seulontatutkimusten lisatutkimuksina tai perheille, joilla aikaisempien tietojen
perusteella on lisdéntynyt todennakoisyys saada sairas lapsi. (Salonen 2006,
294.)

Kliinisesti merkittdvimmat 10ydokset ovat trisomiat, monosomiat, translokaatio,
inversio, duplikaatio, deleetio sek& fragiili X-oireyhtymé. Kooltaan suuret kro-
mosomimutaatiot voidaan nahda valomikroskoopilla G-raitavarjayksessa. Pie-
nempien mutaatioiden tutkimiseen on kehitetty useita muita tutkimusmenetelmia

kuten fluoresenssi in situ hybridisaatio sek& molekyylikaryotyypitys.

Opinnaytetydmme kasittelee sikiddiagnostisia genetiikan tutkimusmenetelmia ja
niiden kehitysta. Lisaksi tehtavanamme on kartoittaa tarvetta molekyylikaryo-
tyypityksen kaytélle kehityshairididen diagnostiikassa. Aihe saatiin Pirkanmaan
sairaanhoitopiirin Laboratoriokeskuksen genetiikan laboratoriosta, vastaavalta
sairaalageneetikko Marketta Kahkoseltd syksylla 2010. Aihe sisédltaa vaikeaa

termistoa, joka on koottu sanastoksi (liite 1).

Opinnaytetydbmme on kvalitatiivinen tutkimus, jossa on kaytetty menetelmina
teemahaastattelua seka arkistomateriaalista tehtya tilastoanalyysia. Kavimme
haastattelemassa perinndllisyysladketieteen erikoisladkaria, ylilaakari Riitta Sa-
lonen-Kajanderia Helsingissd, Vaestdliiton perinnollisyysklinikalla 26.4.2011.
Tietoja Laboratoriokeskuksen genetiikan laboratorion arkistomateriaalista ke-
rasimme 12.4.2011 ja rajasimme mukaan maaréllisesti eniten genetiikan tutki-
muksia lapsille pyytavat yksikot Tampereen yliopistollisessa sairaalassa. Saim-
me kerattya tiedot 145 potilaasta ja heille tilatuista tutkimuksista noin vuoden

ajalta. Tuloksista ei tehda kvantitatiivista analyysia.



2 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVAT

Opinnaytetyon tavoite on tuottaa Tampereen ammattikorkeakoulun opiskelijoille
oppimateriaaliksi soveltuvaa tietoa sikiddiagnostiikan kehityksesta seka havain-
nollistaa Laboratoriokeskuksen genetiikan laboratorion tulevaisuuden nakymia
molekyylikaryotyypityksen osalta. Henkilokohtaisena tavoitteenamme on syven-

tya sikiodiagnostiikassa kaytettaviin geneettisiin tutkimusmenetelmiin.

Opinnaytetyon tarkoitus on selvittdd geneettisten menetelmien kehityskulkua
sikibdiagnostiikassa Suomen mittakaavassa seka kartoittaa potilasasiakirjojen
avulla tarvetta molekyylikaryotyypityksen kayttoonotolle Laboratoriokeskuksen

genetiikan laboratoriossa.

Opinnaytetyon tehtavat:
1. Miten, koska ja mitkda geneettiset tutkimusmenetelmat ovat tulleet
osaksi sikiddiagnostiikkaa Suomessa?
2. Miten kyseiset tutkimusmenetelmat ovat kehittyneet ajan kuluessa?
3. Olisiko maarallisesti eniten genetiikan tutkimuksia lapsille tilaavien
Tampereen yliopistollisen sairaalan yksikoéiden hyddyllista korvata

pyytamansa tutkimukset molekyylikaryotyypityksella?



3 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

3.1 Kvalitatiivinen tutkimus

Kvalitatiivisessa eli laadullisessa tutkimuksessa pyritdan tutkimaan kohdetta
mahdollisimman kokonaisvaltaisesti. Lahtokohtana on todellisen eldamén ku-
vaaminen, ja ajatuksena on, ettd todellisuus on moninainen. Kvalitatiivisessa
tutkimuksessa pyritdan loytamaan tai paljastamaan tosiasioita olemassa olevien
vaittdmien todentamisen sijaan. Tutkijan tulee ottaa huomioon arvolahtokohdat,
silla ne muovaavat sita, miten tutkittava ilmié ymmarretaan. (Hirsjarvi, Remes &
Sajavaara 2007, 157.)

Kvalitatiiviselle tutkimukselle tyypillista on aineiston keruu luonnollisista tilanteis-
ta. TAman vuoksi suositaan myds ihmista tiedon keruun lahteena. Aineistonke-
ruun kohdejoukko valitaan usein tarkoituksenmukaisesti tiettya aihetta ajatellen.
Tapaukset kasitellaén ainutlaatuisina, eika tarkoituksena ole, etta tutkimus olisi

toistettavissa taysin samoin tuloksin. (Hirsjarvi ym. 2007, 160.)

Laadullisessa tutkimuksessa kaytettavat menetelméat vievét tutkijan lahelle tut-
kittavaa kohdetta. Tyypillisia aineistonkeruun muotoja ovatkin haastattelu ja
havainnointi. On my6s tavallista soveltaa muuttuja-ajattelua ja tilastollista todis-
telua. Aineiston analyysi on laadullisessa tutkimuksessa aineistolahtoista. Ana-
lysoinnissa jasennetddn aineistosta kasin ne teemat, jotka ovat tutkittavan ilmi-
on kannalta merkityksellisida. Laadullinen tutkimus on luonteeltaan proses-
siorientoitunutta. Esimerkiksi tutkimustehtava, teorianmuodostus, aineiston ke-
ruu ja aineiston analyysi saattavat kehittyd tutkimuksen edetessa. (Aaltola &
Valli. 2001, 68; Alasuutari 2001, 33.)

Laadullisella aineistolla on aina oma rakenteensa. Aineistoa voi tutkia sellaise-
naan, omana todellisuutenaan tai naytteend, jota sen oletetaan kuvaavan.
Yleensa siihen sovelletaan joiltakin osin faktandkokulmaa eli oletetut faktatiedot
ovat l&htdisin analysoitavasta aineistosta, vaikka niiden totuudellisuus on var-

mistettu myods muista lahteista. Silloin, kun halutaan erilaisia teksteja tutkimalla



selvittdd mitéa on todella tapahtunut, on syyta kayttaa myos muita tekstien tutki-

misen menetelmia kuin vain faktandkokulmaa. (Alasuutari 2001, 112.)

3.2 Teemahaastattelu

Haastattelu on hyvin joustava menetelmd, joten se sopii moniin erilaisiin tutki-
mustarkoituksiin. Haastattelu valitaan menetelméksi silloin, kun halutaan esi-
merkiksi sijoittaa haastateltavan puhe laajempaan kontekstiin tai kun halutaan
syventaa saatavia tietoja. Haastattelu antaa myds mahdollisuuden esittda jatko-
kysymyksia. (Hirsjarvi & Hurme 2001, 34-35.)

Teemahaastattelu on puolistrukturoitu haastattelumenetelma. Haastattelu ete-
nee yksityiskohtaisten kysymysten sijaan tiettyjen keskeisten teemojen varassa.
Haastattelurunkona toimii teema-alueiden luettelo, jotka ovat alueita, joihin var-
sinaiset haastattelukysymykset kohdistuvat. Luettelo toimii haastattelutilantees-
sa myos haastattelijan muistilistana ja keskustelua ohjaavana kiintopisteena.
Koska haastattelu on vuorovaikutustilanne, myds tutkittava toimii teema-
alueiden tarkentajana tutkijan liséksi. (Hirsjarvi & Hurme 2001, 48, 66.)

Teemahaastattelun luonteeseen kuuluu haastattelun tallentaminen. Kun haas-
tattelija vapautuu muistiinpanojen tekemisestad, on keskustelu luontevampaa ja
vapautuneempaa. Haastattelun nauhoittaminen myds mahdollistaa olennaisten
seikkojen seka haastatteluun siséltyvien vivahteiden sailymisen. Haastatteluai-
neiston litteroinnin tarkkuudesta ei ole yksiselitteisia ohjeita. (Hirsjarvi & Hurme
2001, 92, 139.)

3.3 Tilastoanalyysi

Laadullisen analyysin perusperiaate on havaintojen absoluuttisuus. Tama voi
johtaa esitystavallisiin ongelmiin, jos koko aineistoon poikkeuksetta pateva ha-
vainto perustuu raakahavaintojen yhdistdmiseen. Jos havaintoja on vahan, on

suositeltavaa kayttaa kvalitatiivista analyysia. Jos havaintoja on riittdvan paljon,



ei ole mahdollista esittéaa niité suorina lainauksina aineistosta. Kaikki tapaukset
on mahdollista esittaa taulukkomuodossa eri tyyppeihin ryhmiteltyna. Tallaises-
sa tyypittelyssa ja tapausten laskemisessa ei ole viela varsinaisesti kyse kvanti-
tatiivisesta analyysista eli maaréllisilla suhteilla argumentoinnista, vaan taulu-
kointi toimii katevana tapana esitella laadulliseen analyysiin perustuvaa aineis-
toa. Tapausten taulukoinnilla voidaan kuitenkin todistaa jokin kaikkiin tapauksiin
pateva saanto, joten siina mielessa tapausten laskeminen ja taulukointi on maa-
rallisilla suhteilla todistelua. (Alasuutari 2001, 191-193, 214.)
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4 SIKION KEHITYS JA SEN HAIRIOT

Hedelmditys tapahtuu munanjohtimen alkupaassa, jonne siittiét uivat kohdun ja
munanjohtimen kautta. Siittid tunkeutuu munasolun sisalle ja tarttuu munasolun
glykoproteiinivaipan eli zona pellucidan reseptoriin. Siittion ja munasolun solu-
kalvot yhtyvét, ja siittion sisaltama kromosomisto siirtyy munasolun sisdén
muodostaen esituman. Munasolun tuma kay lapi meioosin toisen jakautumisen,
ja syntyy haploidi esituma. Esitumien kromosomit kahdentuvat ja tiivistyvat ja
lopulta ne sulautuvat yhteen muodostaen hedelmdittyneen munasolun eli tsy-
gootin. (Partanen & Salminen 2003, 23-24; Harkdonen & Vaanénen 2011, 17—
18.) Hedelmoittynyt munasolu sisaltééa 46 kromosomia, joista puolet on peraisin
aidilté ja puolet isaltd. Kromosomeista kaksi on sukukromosomeja, tytdilla on
kaksi X-kromosomia ja pojilla X- ja Y-kromosomit. (Thesleff, Sainio & Sariola
2003, 19.)

Hedelmdoityksen jalkeen alkaa solujen jakautumisvaihe. Solunjakautumiset ta-
pahtuvat aluksi hyvin nopeasti ilman, etta tsygootin koko kasvaa. Kun alkio on
jakautunut 16 soluksi, rykelmaa kutsutaan muurainasteeksi eli morulaksi. Moru-
lan sisélle alkaa kertyd nestetta, ja talldin alkiota kutsutaan alkiorakkulaksi el
blastokystiksi. Kehitys alkiorakkulavaiheeseen kestaa noin nelja paivaa. Tana
aikana alkio siirtyy munanjohdinta pitkin kohtuun ja kuoriutuu ulos zona pelluci-
dan sisalta. Alkio tunkeutuu kohdun seindmaan erityisen trofoblastisolukon avul-
la, josta muodostuu mydhemmin istukka. (Partanen & Salminen 2003, 27-28;
Harkdonen & Vaananen 2011, 19.) Alkiokerrokset muodostuvat gastrulaatiossa,
kun yksikerroksisesta erilaistumattomasta epiblastisolukosta muodostuu kolmi-
kerroksinen rakenne: ektodermi, mesodermi ja endodermi. Ektodermistd muo-
dostuvat iho ja hermosto, mesodermistd muodostuvat tuki- ja likuntaelimet seka
verenkiertoelimet, ja endodermistd muodostuvat sisédelimet. (Partanen & Salmi-
nen 2003, 34-40.) Yhdeks&nnen viikon loppuun mennessé valtaosa elimista on
erilaistunut, ja alkiota aletaan kutsua sikioksi (Sariola 2003, 154; Arneson &
Brickell 2007, 429).
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Suurin osa spontaaneista aborteista tapahtuu ennen kuin aiti huomaa olevansa
raskaana. On arvioitu, etta noin 60 % implantoituneista sikidista abortoituu en-
nen 10. viikkoa. Jos siki0 ei kasva normaalisti, on kyse kasvuhairiosta, jonka
taustalla voi olla infektio, sikibn geneettinen tauti, istukan vajaatoiminta tai aidin
sairaus. Sikibn epamuodostumat aiheutuvat periméan muutoksista, ulkoisista
tekijoista tai aidin sairauksista. Vastasyntyneista 2—3 %:lla todetaan merkittava
epamuodostuma, joista tavallisimpia ovat keskushermoston, sydamen ja virtsa-
teiden epamuodostumat. Kromosomipoikkeavuudet aiheuttavat alkion kuole-
man tai kyvyttomyyden implantoitua kohdun seindmaan. On arvioitu, etta jopa
80 %:lla kaksiviikkoisista alkioista on kromosomipoikkeavuus. Kromosomivikai-
sista alkioista 99 % abortoituu raskauden kuluessa. (Sariola 2003, 155-157.)
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5 MITOOSI JA MEIOOSI

Solun jakautuessa kromatiini tiivistyy monien vaiheiden kautta kromosomimuo-
toon. Jakautumiskierrossa olevan solun DNA kahdentuu DNA-polymeraasin
avulla. Nain varmistetaan, ettd mitoosissa syntyvat tytarsolut sisaltavat saman
geneettisen tiedon. Mitoosi jaetaan neljddn vaiheeseen: profaasi (alkuvaihe),
metafaasi (keskivaihe), anafaasi (myohaisvaihe) ja telofaasi (loppuvaihe). Suk-
kularihmat eli mikrotubulukset, joiden tehtdava on vetaa kahdentuneen kro-
mosomin toinen puoli syntyvan tytarsolun puolelle, pitavéat huolen liikkeesta ja
ohjauksesta jakautumisen aikana. Liséksi mitoosin alkupuolella vastakkaisiin
napoihin muodostuvat sentrosomit toimivat mikrotubuluksien suunnannayttajina.
(Knuutila 2006, 33-35.)

Koska suvullisen lisaantymisen tarkoituksena on tuottaa jalkel&isia, joiden peri-
massa on tiettyd variaatiota seka sailyttaa lajille ominainen kromosomien luku-
maara, on sukusolujen synty hieman poikkeavaa mitoosiin verrattuna. Meioosin
alkuvaiheessa kromosomit kahdentuvat mitoosin tavoin, jonka jalkeen tapahtuu
kaksi perakkaistd solunjakautumista. Niiden valilla on epatyypillinen interfaasi-
vaihe, jossa DNA ei kahdennu. Talloin tuloksena syntyy nelja haploidista su-
kusolua, joissa on 23 kromosomia. Koska hedelmdityksessa lapsi saa yhden
haploidisen sukusolun geenit kummaltakin vanhemmaltaan, sailyy lajille omi-
nainen kromosomimé&éra sukupolvesta toiseen. Samalla homologisten kro-
mosomien sattumanvarainen jakautuminen ja kromosomien osien valinen teki-
janvaihto (crossing over) takaavat sen, ettd kahden samanlaisen jalkelaisen
(samanmunaisia kaksosia lukuun ottamatta) syntyminen on kaytannossa lahes
mahdotonta. (Knuutila 2006, 35.)



13

6 KROMOSOMIEN RAKENNE

Solunjakautumisen interfaasivaiheessa tuman kromatiini lepaa tumassa loyha-
na nauhana. Nauhan tiheydessa on kuitenkin eroja: tiheampaa ja tiivimmaksi
pakkautunutta kromatiinia kutsutaan heterokromatiiniksi ja l6yhempaa ainesta
eukromatiiniksi. Toiminnallisesti heterokromatiini on passiivista. Toisin sanoen
solu ei kayta sita transkriptiossa eli DNA-ketjun mallin mukaan tapahtuvassa
RNA-molekyylin rakentumisessa. Solunjakautumisen yhteydessa heterokroma-
tiini myos replikoituu (DNA:n kaksoiskierteen kahdentuminen) myodhaisessa vai-
heessa. Eukromatiinissa sijaitsevat suurimmaksi osaksi aktiiviset geenit, mutta
myo6s eukromatiinissa on passiivisia alueita. Oletetaan myos, etta aktiivisten
geenien joutuessa lahelle heterokromatiinia ne inaktivoituvat. (Lewin 2000,
554-555; Passarge 2001, 178.)

Kromosomit muodostuvat kromatiinista, joka on yksi hyvin pitkd DNA-juoste
kietoutuneena histoneiksi kutsuttujen rakenneproteiinien ymparille. Histonit ovat
emaksisia proteiineja ja nain ollen niilla on positiivinen varaus. Taman vuoksi ne
muodostavat DNA:n negatiivisesti varautuneiden fosfaattiryhmien kanssa io-
nisidoksia. Histonien ja DNA:n muodostamaa rakennetta kutsutaan nuk-
leosomiksi. Nukleosomissa kahdeksan histoniproteiinin ymparille on kiertynyt
DNA-rihmaa 1,75 kierrosta. Viereiset nukleosomit ovat kiinnittyneet toisiinsa
lyhyelld, noin 20—60 bp (base pair eli eméspari) pituisella valikappaleella, joka

saa rakenteen muistuttamaan helminauhaa. (Young 2005, 25-26.)

Seuraavassa pakkaustasossa nukleosomit kiertyvat kierreportaiden omaiseksi
superhelix-rakenteeksi, joka on halkaisijaltaan noin 30 nm. Jokainen tallainen
kierros sisédltdéa kuusi nukleosomia. Nama kierteet kiinnittyvat ja pakkautuvat
keskusrakenteen ymparille, joka koostuu muista proteiineista kuin histoneista.
Jokaisessa kiinnittymiskohdassa on topoisomeraasi Il -entsyymi, joka pystyy
tekemé&an ja korjaamaan katkoksia DNA:n kaksoisjuosteessa. Entsyymin ansi-
osta DNA voi pakkautua edelleen keskusrakenteen ymparille. Monimutkaisen
kiertymisen tuloksena DNA pakkautuu noin 10 000-kertaisesti ja muodostaa

kromosomirakenteen, joka on nahtavissa valomikroskoopilla. (Young 2005, 26.)
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Kromosomissa on kromatidin liséaksi kolme térkeaa rakenneosaa: sentromeeri ja
kaksi telomeerid. Sentromeeri jakaa kromosomin k&sivarret p- ja g-kasivarsiin.
Sentromeeri myds liittaa sisarkromatidit toisiinsa ja toimii mikrotubuluksen kiin-
nittymiskohtana solun jakautuessa. Telomeerit ovat DNA-rakenteita, joiden tar-
koitus on sailyttaa jokaisen kromosomin eheys ja estdaa sattumanvaraisten kro-
mosomien yhdistyminen keskendan. Telomeeri koostuu pitkista TTAGGG-
toistojaksoista, joiden yllapitdja on telomeraasientsyymi. Normaalisti telomeraa-
si toimii vain alkiosoluissa, ja syntyman jalkeen somaattiset solut menettavat
hiljalleen telomeerisid sekvensseja jokaisen solunjakautumisen yhteydessa.
Telomeerin loppuminen johtaa solun kuolemaan. Telomeraasin aktivaatio kyp-
sissa soluissa johtaa solun immortalisoitumiseen, ja on yksi vakavista geneetti-

sista vioista pahanlaatuisissa kasvaimissa. (Young 2005, 26-27.)

Normaali ihmisen karyotyyppi koostuu 46 kromosomista: 44 autosomista ja
kahdesta sukupuolikromosomista, jotka naisella ovat XX ja miehella XY. Morfo-
logisesti kromosomit jaetaan kolmeen luokkaan: metasentriset, submetasentri-
set ja akrosentriset. Metasentrisilla kromosomeilla sentromeeri on keskella kro-
mosomia, kun taas submetasentrisilla kromosomien varret ovat selvasti eripitui-
set. Akrosentrisilla kromosomeilla sentromeeri on erittain |ahella jompaa kum-
paa paata ja niissd on usein niin sanottu sekundaarinen kurouma. Kuroumat
pitavat sisallaan useita satoja kopioita geeneistd, jotka koodaavat ribosomaalis-
ta RNA:ta. (Young 2005, 27.)

Kromosomisto esitetddn tyypillisesti kromosomipareina, joissa rinnakkaisista
kromosomeista toinen on peritty aidilta ja toinen iséalta (diploidinen kromosomis-
to/2n). Nama kromosomiparit jaetaan seitsemaan ryhmaan: A (kromosomit 1—
3), B (kromosomit 4-5), C (kromosomit 6-12 ja X), D (kromosomit 13-15), E
(kromosomit 16-18), F (kromosomit 19-20) ja G (kromosomit 21-22 ja Y).
(Young 2005, 27-28.) Jotta kromosomit voisi erottaa toisistaan muutenkin kuin
pelk&n koon ja sentromeerin sijainnin puolesta, voidaan metafaasiin tiivistyneita
kromosomeja varjatd Giemsa-varjayksella. Nain saadaan esiin jokaiselle kro-

mosomille tyypillinen G-raitakuvio. (Lewin 2000, 555; Young 2005,186.)
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7 KLIINISESTI MERKITTAVIMMAT MUTAATIOTYYPIT

7.1 Kromosomipoikkeavuuksien syntymekanismit

Kromosomien lukumaéarapoikkeavuuksien aiheuttamat kromosomisairaudet joh-
tuvat tyypillisesti satunnaisista lisaantymismekanismin virheista ja niiden uusiu-
tuminen samassa perheessa on harvinaista. Rakenteelliset kromosomipoik-
keavuudet taas syntyvat eri mekanismilla ja voivat periytya usealle saman su-
vun yksilolle. DNA-molekyylissa tapahtuu jatkuvasti rikkoutumisia, mutta tehok-
kaat korjausmekanismit parantavat vauriot. Solun jakautumisvaiheessa vauriot
voivat kuitenkin jaada huomaamatta tai korjautua vaarin. Kromosomipoik-
keavuus voi olla balansoitunut eli tasapainoittunut tai ei-balansoitunut eli tasa-
painoittumaton. Balansoituneessa kromosomipoikkeavuudessa geeniainesta ei
tule lisda eika sitd havia. Geenin paikka ei vaikuta suuresti geenin toimintaan,
joten yksilon fenotyyppi ei muutu. Rakenteen poikkeavuus voi johtaa kuitenkin
epatasapainoisen sukusolun syntyyn, jolloin kromosomisairaus voi ilmeté jalke-
laiselld. Ei-balansoituneessa kromosomimuutoksessa on kyseessa kro-
mosomimateriaalin puutos tai liiallinen maara. Kliinisessa tydssa kromosomihéi-

riét merkitaan tietyn kaavan mukaan (taulukko 1). (Simola 2006, 139-140.)

TAULUKKO 1. Kromosomihairididen merkinté kliinisessa tyossa

Lyhenne | Merkitys Esimerkki
p p-varsi/lyhyt varsi
q g-varsi/pitka varsi

dir dup suora duplikaatio
invdup |inversioduplikaatio

dup duplikaatio dirdup(X)(p22.1p22.3)
del deleetio del(3)(p25)

r rengaskromosomi r(X)(pl1qll)

[ isokromosomi i(X)(q10)

chi kimeera 46,XX/46,XY

mos mosaikismi mos 46/47, +21

inv inversio inv(9)(p11g13)

fra hauras kohta/fragile site fra(X)(g27.3)

resiprokaalinen/vastavuoroinen translokaa-
rcp tio rcp(4;11)(q21p13)




16

7.2 Polyploidia ja aneuploidia

Kaikkia numeerisia muutoksia ihmiskromosomiston 46 kromosomissa kutsutaan
heteroploidiaksi. Heteroploidiaa on kahdenlaista: polyploidiaa ja aneuploidiaa.
Polyploidia tarkoittaa solussa olevaa haploidisen kromosomiston kertautumaa.
Pieni osa ihmisen somaattisista soluista on polyploidisia, kuten megakaryosyytit
(tetra- ja heksaploidiaa). Inmisten ja eldinten alkiokehitykselle polyploidiasta on
suurta haittaa. Vaikka polyploidia on ihmisella harvinainen, triploidiaa (joissain
tapauksissa myos tetraploidiaa) voi esiintya, jos siittio hedelmoittdd diploidin
munasolun esiasteen tai useampi siittic hedelmdittdd munasolun samanaikai-
sesti. Tallainen johtaa yleensa raskauden varhaiseen keskeytymiseen. Noin 10
% spontaanisti abortoituvista sikidista on polyploidisia. (Young 2005, 37; Simola
2006, 132.)

Aneuploidialla tarkoitetaan yhden tai useamman kromosomin lisdysta tai puu-
tosta, esimerkiksi trisomiaa tai monosomiaa. Monosomia on ihmisella erittain
harvinainen. Poikkeuksena on kuitenkin Turnerin oireyhtymdassa tavattava su-
kupuolikromosomin monosomia (45, X). Trisomiaa esiintyy kaikissa ihmisen 23
kromosomiparista, mutta vain kromosomien 8, 9, 13, 18 ja 21 sek& sukupuoli-
kromosomien ylimaaraisyytta on tavattu elavana syntyneissa lapsissa. (Simola
2006, 132.)

7.3 Trisomiat

Trisomia eli yhden kromosomin ylimaaraisyys sikiéssa johtaa hyvin usein kes-
kenmenoon raskauden ensimmaisen kolmanneksen aikana. Geenisisélloltd&an
vahaisempien, kromosomien 13, 18 ja 21 trisomioita esiintyy kuitenkin my6s
syntyneissa lapsissa, kuten toisinaan myos harvinaisia kromosomien 8 ja 9 mo-
saiikkimuotoja. (Young 2005, 37-38; Simola 2006, 134.) Mosaikismissa trisomia
on havaittavissa vain osassa solulinjoja eli yksilolla on geneettisesti kahta eri
solulinjaa (Simola 2006, 136).
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Elavind syntyneilla todetuista kehityshairion aiheuttavista kromosomisairauksis-
ta 21-trisomia eli Downin oireyhtyma on yleisin (kuvio 1). Noin 80 %:ssa tapa-
uksista ylimaarainen kromosomi 21 on peréisin munasolusta, ja aidin ika onkin
suorassa suhteessa lapsen 21-trisomian riskiin. Mosaiikkimuotoisessa 21-
trisomiassa oireet ovat usein lievempid. Kromosomin 13 trisomia eli Pataun oi-
reyhtyma aiheuttaa lapselle vaikean kehityshairion ja useita erilaisia epamuo-
dostumia kuten huuli- ja suulakihalkio. Oireyhtymé johtaa usein kuolemaan ja
harvat elinkykyiset yksilot ovat vaikeasti vammaisia. 18-trisomia eli Edwardsin
oireyhtyma on hieman 13-trisomiaa yleisempi ja aiheuttaa muun muassa aivo-
anomalioita ja sydanvian. Edwardsin oireyhtymassa ennuste on samaa luokkaa
Pataun oireyhtyman kanssa, ja lapset elavat harvoin muutamaa kuukautta pi-
dempéaén. Kaikki trisomiat aiheuttavat oireyhtyméakohtaisia tunnusomaisia ulko-
nakopiirteita. (Simola 2006, 134-136.)
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KUVIO 1. Downin oireyhtyman aiheuttava 21-trisomia (kuva Laboratoriokeskuk-

sen genetiikan laboratorion arkistosta)
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Trisomian aiheuttaa meioottisessa solunjakautumisessa tapahtuva nondisjunk-
tio, jossa pariutuneet kromosomit eivat eriydy normaalisti. Nondisjunktio voi ta-
pahtua meioosin | jakautumisen anafaasivaiheessa, jolloin kummatkin 21-
kromosomit paatyvat samaan linjaan ja toinen jaa nailta osin tyhjaksi. Hairié voi
tapahtua myds meioosin Il jakautumisessa, jolloin sitéd voidaan kutsua myo6s
termilla "anaphase lag”. Talloin Il jaossa syntyy kaksi normaalia sukusolua: yksi
jossa kromosomi 21 puuttuu ja yksi, jossa kromosomia 21 on ylimaara. Silla
kummassa vaiheessa héairio on tapahtunut, ei ole merkitysta oireyhtyman Kliini-
seen kuvaan. (Young 2005, 38; Simola 2006, 133.)

7.4 Translokaatio

Translokaatiossa eli siirtyméssa kromosomi katkeaa, ja kromatiinisegmentti siir-
tyy toiseen kromosomiin. Translokaatio on yleensa resiprokaalinen eli vastavuo-
roinen, mika tarkoittaa, ettd yhden tai useamman kromosomin segmentit vaihta-
vat keskendan paikkaa. Balansoitunut translokaatio ei yleensa vaikuta kantajan
terveydentilaan, mutta ongelmat ilmenevat meioosissa. (Passarge 2001, 198;
Young 2005, 39-40; Simola 2006, 141-142.) Koska translokaatiokromosomit
pariutuvat meioosin ensimmaisessa vaiheessa vastinkromosomiensa kanssa,
muodostuu normaalin bivalentin sijasta neljan kromosomin muodostama tetra-
valentti (kuvio 2). Tetravalentti jakautuminen meioosin ensimmaisessa vaihees-
sa voi tuottaa tilanteen, jossa puolet sukusoluista on normaaleja ja puolessa on
translokaatio, joka periytyy haitatta jalkelaiselle. Vaihtoehtoisesti syntyy tilanne,
jossa puolessa syntyvid soluja on toisen kromosomin aliméara ja puolessa toi-
sen ylimaara. Talléin sukusolu voi olla joko hedelmdittymétén, aiheuttaa kes-
kenmenon tai kromosomisairauden. (Passarge 2001, 198; Simola 2006, 141—
142.)
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b
Erad

b

KUVIO 2. Tetravalentti jakautuminen (Simola 2006, 142, muokattu)

7.5 Inversio

Inversio eli kdantyma syntyy, kun kromosomi katkeaa kahdesta kohtaa ja kiin-
nittyy ylosalaisin samalle kohdalle. Inversiot jaetaan parasentrisiksi ja perisent-
risiksi. Perisentrisessd k&antymassa sentromeeri sijaitsee inversioalueella, ja
parasentrisessa kaantymassa inversio sijoittuu jompaankumpaan kromosomin
kasivarsista. Meioosissa inversiokromosomi pariutuu normaalin homologinsa eli
vastinkromosominsa kanssa, mutta talléin syntyy niin sanottu inversiosiimukka.
Jos silmukassa tapahtuu tekijanvaihtoa eli rekombinaatiota, voi syntyvisséa su-
kusoluissa olla yli- tai alimaara kyseista kromosomia. (Passarge 2001, 200;
Young 2005, 41-42; Simola 2006, 141.) Yleisin kromosomipoikkeavuus on
kromosomin 9 heterokromaattisen osan inversio, joka todetaan noin yhdella
prosentilla vaestosta. Koska télla alueella ei tapahdu rekombinaatiota, se periy-
tyy aina balansoituneena. Kliinisesti merkittdvat inversiot aiheuttavat yleensa

hedelméattomyytta tai jalkelaisen kromosomisairauden. (Simola 2006, 141.)
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7.6 Duplikaatio

Duplikaatiossa kromosomin osa on monistunut joko inversiona tai niin, etta dup-
likaatio on suoraan kromosomissa (Simola 2006, 143). Genomeja tutkittaessa
on havaittu, ettd evoluution aikana on tapahtunut erilaisia duplikaatioita. Selek-
tiivisen paineen alla duplikoitunut geeni voi mutatoitua vaarantamatta geenin
alkuperaista tarkoitusta, olettaen etta geeneilla on erilliset saatelyjarjestelmat.
Duplikoitunut geeni aiheuttaa kuitenkin kaytanndssa osittaisen trisomian ja taten

geenin toiminnallisen epatasapainon. (Passarge 2001, 254.)

7.7 Deleetio

Deleetio tarkoittaa kromosomialueen h&viamaa. Toisinaan voi kromosomin
kummassakin paassa tapahtua deleetio, jolloin kromosomi liittyy itsensé kanssa
yhteen muodostaen rengaskromosomin. Kliinisesti tunnetuimpia deleetioita ovat
kromosomin 4 lyhyen varren deleetio, joka aiheuttaa Wolf-Hirschhornin oireyh-
tyméan, ja kromosomin 5 lyhyen varren deleetio, joka aiheuttaa Cri du chat -
oireyhtyman. Pienempid kuin 5-10 miljoonan emé&sparin mutaatioita ei enaa
havaita valomikroskoopilla, mutta niitd voidaan tutkia fluoresenssi in situ hybri-
disaatiolla (FISH). Naita kutsutaan mikrodeleetioiksi. (Young 2005, 41; Simola
2006, 143-146.)

Mikrodeleetiot eivat kuulu varsinaisiin kromosmisairauksiin eivatka yhden gee-
nin mutaatioihin, silla ne ovat kooltaan pienia, mutta aiheuttavat kuitenkin sa-
manaikaisesti useamman kuin yhden geenin hairioitd. Myoés Wolf-Hirschhornin
oireyhtyma luokitellaan mikrodeleetioksi, koska se ei aina nay valomikroskoo-
pissa. (Young 2005, 41; Simola 2006, 143-146.)

7.8 Isokromosomit

Isokromosomi syntyy, jos meioosissa solun metafaasivaiheessa kromosomi ei

jakaudukaan pitkittaissuuntaisesti vaan poikittaissuuntaisesti. Talléin toiseen
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tytarsolulinjaan paatyy kolme p-vartta ja yksi g-varsi, ja toiseen kolme g-vartta ja
yksi p-varsi. Talloin solussa on siis toisen varren suhteen monosomia ja toisen
varren suhteen trisomia. (Young 2005, 43; Simola 2006, 143.)

7.9 Fragiili X-oireyhtyma

Fragiili X-oireyhtyma on yleisin perinnéllinen henkisen kehitysvammaisuuden
syy. Vauvana potilaat ovat usein velttoja ja artyisia tai apaattisia. Seka liikkunnal-
linen etté kielellinen kehitys on hidasta. Lapsina useat potilaat ovat kookkaita ja
suuripdisid. Otsa on korkea, levea ja eteenpéin tyontyva, ja korvalehdet ovat
suuret. lan myota kasvot pitenevat, ja leuka tyontyy eteenpain. (Juvonen &
Penttinen 2006, 107.)

Fragiili X-oireyhtyma oli ensimmainen tauti, jossa todettin dynaaminen CGG-
trinukleotiditoistojakson mutaatio, joka sittemmin on todettu monen neuroge-
neettisen taudin aiheuttajaksi. Taudin on todettu johtuvan X-kromosomissa ta-
pahtuneesta FMR1-geenin (fragile X mental retardation 1) mutaatiosta. (Juvo-
nen & Penttinen 2006, 107; Huslab 2009b; Laboratoriokeskus 2009b.) Fragiili
X-oireyhtymé johtuu FMRP-proteiinin (fragile X mental retardation protein) puut-
teesta, joka aiheutuu virheestd FMR1-geenissa (The National Fragile X Foun-
dation, 2011). Fragiili X-oireyhtymdaa tutkitaan yleensa PCR-menetelmalla (po-
lymeraasiketjureaktio) (Huslab 2009b; Laboratoriokeskus 2009b).

Normaalin alleelin CGG-toistojaksojen lukuméara on alle 55. Kun toistojaksoja
on 55-200, puhutaan esimutaatiosta. Meioosissa alue on epastabiili, mika joh-
taa toistojen lisaantymiseen. Esimutaatio ei aiheuta kehitysvammaa, mutta osal-
le kantajista muodostuu vanhuudessa Parkinsonin tautia muistuttava neurologi-
nen sairaus. Taysmutaatiossa toistojaksoja on yli 200. Tuloksena on isokokoi-
nen CGG-toistojakso, joka on epastabiili sek& mitoosissa ettd meioosissa. Pojil-
le tdysmutaatio aiheuttaa aina sairauden. Tytoista puolet on oireettomia, neljan-
nes lievasti ja neljannes vaikeammin kehitysvammaisia. (Juvonen & Penttinen
2006, 107; Huslab 2009b; Laboratoriokeskus 2009b; The National Fragile X
Foundation, 2011.)
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8 SIKIODIAGNOSTISET TUTKIMUKSET

8.1 Sikion kehityshairididen seulonta

Diagnostisia sikiotutkimuksia ovat kromosomi- ja DNA-tutkimukset, eraat bio-
kemialliset maaritykset seka kuvantamismenetelmat. Tutkimukset pyritaan te-
kemaan raskauden alkuvaiheessa, jotta raskauden keskeytys olisi viela mahdol-
linen vanhempien niin halutessa. (Salonen 2006, 294.) Poikkeavissa raskauk-
sissa siki6 tai istukka tuottaa epéanormaaleja méaaria proteiineja tai kasvutekijoi-
ta, joita naytteistd tutkitaan. Seulontatutkimuksia tehdaan rakenne- ja kro-

mosomipoikkeavuuksien l6ytamiseksi. (Sariola 2003, 160—-161.)

Sikion kehityshairididen seulontatutkimuksella maaritetddn sikion 21-trisomian
(Downin oireyhtymd) todennadkoisyys. Seulontalaboratoriossa lasketaan sikion
kromosomipoikkeavuudelle riskiluku. Luku perustuu aidin seerumin PAPP-A:n
(pregnancy associated plasma protein A) eli raskauteen liittyvan proteiini A:n ja
vapaan hCG:n eli istukkahormonin pitoisuuksiin seka sikion niskaturvotuksen
mittaamiseen (NT). (Laboratoriokeskus 2010; Huslab 2011.) Merkkiaineiden
pitoisuudet muuttuvat aidin seerumissa raskauden kuluessa. Taman vuoksi eri
raskausviikoilla mitattuja pitoisuuksia ei voi verrata keskendan. (Salonen 2006,
298.)

On osoitettu, ettéd 21-trisomiaa sairastavilla sikidilla on alkuraskaudessa pak-
suuntunut niskapoimu, joka voidaan arvioida ultradanitutkimuksessa. Liséksi
otetaan huomioon aidin ik ja paino seka raskauden kesto. TAméan avulla 16ytyy
kaytdnnossa noin 85-87 % kaikista 21-trisomiaraskauksista. Seulontatulos on
positiivinen, kun riski on suurempi tai yhta suuri kuin 1:250 ja negatiivinen sil-
loin, kun riski on alle 1:250. Seulontapositiivisuus ei tarkoita sikion sairautta
vaan on aihe jatkoselvittelyyn. (Sikion poikkeavuuksien seulonta 2009; Labora-
toriokeskus 2010; Huslab 2011.)
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8.2 Alfafetoproteiinin (AFP) maaritys

Alfa-1-fetoproteiini on glykoproteiini, jota muodostuu sikibkaudella ensin rusku-
aispussissa ja myohemmin embryonaalisissa maksasoluissa. AFP-maaritys
tehdaan tavallisesti sikion kehityshairididen seulontatutkimuksena &idin veresta
raskauden toisen kolmanneksen aikana. Maaritys lapsivedesta on aiheellinen,
jos AFP-pitoisuus on koholla kaikututkimuksessa varmistettuun raskauden kes-
toon nahden, ja monisikidinen raskaus on poissuljettu. Pitoisuudet aidin veren-
kierrossa kohoavat istukan vaurioituessa, sikion kuollessa tai erdissa kehitys-
hairibissa. Sikion kromosomisairaus voi madaltaa aidin seerumin AFP-
pitoisuutta. (Arneson & Brickell 2007, 448; Huslab 2009a; Laboratoriokeskus
2011.) Alfafetoproteiiniseulonnan avulla voidaan todeta lahes kaikki suomalais-
tyyppista kongenitaalinefroosia sairastavista sikidista ja noin kaksi kolmasosaa

avoimista keskushermostoputken sulkeutumishairidista (Salonen 2006, 298).

8.3 Kromosomitutkimus istukasta

Istukka kehittyy samasta hedelmdittyneesta munasolusta kuin sikio, joten istu-
kan solujen tumissa on sama kromosomisto kuin itse sikionkin soluissa (Huslab
2010a). Nayte voidaan erottaa aidin kudoksesta mikroskoopilla (Salonen 2006,
300). Istukka rakentuu korion villuksista, joiden uloin epiteliaalinen kerros muo-
dostuu trofoblasteista (Huslab 2010a). Trofoblastit ovat vilkkaasti jakautuvia
soluja, minkad johdosta soluviljelya ei yleensa tarvita, ja sikion karyotyyppi val-
mistuu jo muutamassa paivassa. Istukkatutkimuksen haittapuolena kuitenkin on
istukkamosaikismi, jolloin tutkimuksessa todetaan kromosomistoltaan erilaisia
solulinjoja. Lisatutkimuksena voidaan ottaa lapsivesindyte, jonka solut ovat |&-

hes poikkeuksetta peraisin sikiosta. (Salonen 2006, 301.)

Istukkanayte voidaan turvallisimmin ottaa 10. raskausviikon jalkeen. Sita aikai-
semmin otettu nayte voi lisata sikion harvinaisten raajaepamuodostumien riskia.
(Salonen 2006, 300.) Tutkimusindikaatioita ovat sikion lisaantynyt kromosomi-
sairauden riski (aidin ik&d 37 v tai enemman), positiivinen tulos sikion kehitys-

hairibiden seulonnassa, edellisen lapsen tai jommankumman vanhemman kro-
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mosomipoikkeavuus, sikion sukupuolen maaritys X-kromosomisesti periytyvissa
sairauksissa, ultraganitutkimuksella todettu sikion kehityshairio tai raken-
neanomalia seka DNA-tutkimuksella tai istukan solujen aineenvaihdunnasta

todettavissa oleva perinndéllinen sairaus. (Laboratoriokeskus 2009c.)

Istukkavilluskudos on erinomainen DNA-lahde niihin sikidtutkimuksiin, joissa
selviteta&n geenitutkimusten avulla sikion epailtya periytyvaéa tautia. Istukkaku-
doksesta voi tarvittaessa tutkia myds sikion aineenvaihdunnan sairauksia ent-

syymimaaritysten avulla. (Salonen 2006, 301.)

8.4 Kromosomitutkimus lapsivedesta

Lapsiveden solut ovat peraisin sikiokudoksista ja niiden kromosomit vastaavat
sikion kromosomeja. Lapsivesi sisdltaa erityyppisia soluja, jotka sek& morfologi-
sesti etta biokemiallisesti selvasti eroavat toisistaan. Raskauden toisessa kol-
manneksessa normaalin lapsiveden tumallisten solujen maéara vaihtelee
1000:sta 100 000:een soluun millilitrassa lapsivetta. Suuret erot solutineydessa
johtuvat siitéd, missa erilaistumisen vaiheessa sikid on. Isot muutokset epiteeli-
kudoksessa johtavat suureen solujen irtaantumiseen lapsiveteen. Eri kudokset
saattavat tdssd suhteessa olla eri vaiheessa tuottaen eri maaria vapaita soluja.

Normaalissa lapsivedessa kaikki solut ovat epiteliaalisia. (Huslab 2010b.)

Lapsivesindyte otetaan 15.—16. raskausviikolla. Koska naytteenottoon liittyy
pieni keskenmenon riski, kromosomitutkimus tehd&én vain tilanteissa, joissa
kromosomisairauden riski ylittdd yhden prosentin. Lapsivesindytteesta tutkitaan
lisdksi AFP (alfafetoproteiini), ja lapsiveden solujen aineenvaihdunnasta voi-
daan tarvittaessa selvittdd eréisiin harvinaisiin perinnéllisiin sairauksiin liittyvia
entsyymivirheita tai -puutoksia. Lapsiveden AFP-pitoisuus kohoaa silloin, kun
sikiolla on selkaydinkohju, vatsanpeitteiden sulkeutumishairio tai kongenitaali-
nen nefroosi. Lapsivesitutkimuksen yhteydessa tehdaan myos sikion morfologi-
nen ultradénitutkimus, joka sekin voi osoittaa eraitd sikion kehityshairioita. (Ar-
neson & Brickell 2007, 448; Laboratoriokeskus 2009d.) Lapsiveden soluja kay-

tetdéan DNA-tutkimuksiin vain poikkeuksellisesti, silla riittdvan DNA-maaran
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saaminen vaatisi ensin melko pitkdn soluviljelyn. Kuitenkin se riittda joidenkin

mutaatioiden osoittamiseen. (Salonen 2006, 302.)
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9 GENEETTISET TUTKIMUSMENETELMAT

9.1 Kromosomien G-raitavarjays

G-raitavarjaysta varten naytemateriaalin solut pitda ensin viljella. Viljellyt solut
pysaytetddn metafaasivaiheeseen kolkisiinilla, joka estaa tumasukkulan toimin-
nan. Hypotonisella kaliumkloridiliuoksella solut saadaan turpoamaan, jolloin
kromosomit erkanevat toisistaan. Solut fiksoidaan ja ennen varjaysta ne trypsii-
nikasitellaan. Trypsiini muuttaa kromosomien pintarakennetta niin, etté eri kro-
mosomialueet voivat sitoa Giemsa-varid eri tavoin. (Haapala & Simola 1998,
187-188.) Tasta seuraa varjaystulos, jossa G-raidat ovat erotettavissa tummina
alueina kromosomissa. Erilaisilla esikasittelyilla saadaan Giemsa-varilla aikaan
myoOs R-raitoja (reverse). R-raidassa G-raidan positiivinen alue on negatiivinen

ja painvastoin. (Knuutila 2006, 39.)

Jokaisella kromosomilla on uniikki raitakuvio, ja raitoja on erotettavissa yli 400
ihmisen haploidisessa kromosomistossa. Jokaisessa kromosomin varressa on
maaritelty 1-4 helposti tunnistettavaa tummaa tai vaaleaa merkkiraitaa, ja varret
on jaettu alueisiin sentromeerista alkaen. (Haapala & Simola 1998, 191; Pas-
sarge 2001, 186.) Alueet jaotellaan niin, ettd sentromeerista lukien ensimmai-
nen alue ulottuu ensimmaiseen raitaan, ja toinen alue ensimmaisesta raidasta
seuraavaan merkkiraitaan. Raidat identifioidaan kansainvalisessa jarjestelméas-
sa kaytettavalla kirjain-numerosarjalla. Esimerkiksi merkinta 1q34 tarkoittaa
kromosomin yksi pitkan- eli g-varren kolmannen alueen neljatta raitaa, ja mer-
kintd Xp21 tarkoittaa X-kromosomin lyhyen- eli p-varren toisen alueen ensim-
maista raitaa. (Haapala & Simola 1998, 190-191.)

Kromosomitutkimusta mikroskoopilla tehtdessa tarkistetaan ensin kromosomien
maard (normaalisti 46), G-raitavarjayksen laatu, ja etsitdan kohta jossa kro-
mosomit olisivat mahdollisimman vahan paallekain tai ristikkain (Haapala & Si-
mola 1998, 188). Taman jalkeen kromosomit jaetaan ryhmiinsa (A—G) koon se-
k& sentromeeri-indeksin perusteella. Ryhméan sisalla kromosomiparit tunniste-

taan helpoimmin erottuvien raitojensa avulla. Varsinaista analyysia suoritetaan
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samalla vertaamalla homologisten kromosomiparien raitoja keskenaan, ja jotta
tulos olisi luotettava, tulee metafaaseja tarkastella useampia. Yksittédinen poik-
keus metafaasissa on harvoin diagnostisesti merkittdva. (Haapala & Simola
1998, 191-192.)

9.2 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on tehokas tapa monistaa haluttua DNA-
jaksoa eksponentiaalisesti kohtuullisessa ajassa. Menetelmalla saadaan pie-
nestéakin naytemaarasta monistettua halutun pituista DNA-jaksoa suuria maaria.
Polymeraasiketjureaktio vaatii lammonkestavan DNA-polymeraasientsyymin,
jonka tehtava on rakentaa templaatin eli kaksijuosteisen DNA-molekyylin tai
yksijuosteisen RNA-molekyylin avulla komplementaarisen vastinjuosteen
emasparilogilkan mukaan (adeniinin-tymiini ja guaniini-sytosiini). Entsyymin tu-
lee olla lammonkestava, koska DNA-juoste denaturoidaan eli kaksijuosteinen
rakenne puretaan lampokasittelylla alukkeiden kiinnittymista varten. Alukkeet
ovat noin 15-40 nukleotidin pituisia yksijuosteisia DNA-molekyyleja, jotka on
suunniteltu varta vasten kiinnittymaan tiettyyn kohtaan monistettavaksi halutta-
van alueen kumpaankin 3’-padhan. Reaktioliuos sisaltaa myos vapaita nukleoti-
deja, joita polymeraasi-entsyymi kayttaa rakentaessaan vastinjuostetta. (Karp
2005, 775; Suominen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen 2010, 154-155.)

Polymeraasiketjureaktiossa reaktioseos on ensin kuumennettava niin, ettd DNA
denaturoituu. Taman jalkeen reaktioseoksen lampdétilaa lasketaan juuri sen ver-
ran, ettd kooltaan pienemmat ja vikkelammat alukkeet pystyvat kiinnittyma&a&n
komplementaariseen kohtaansa templaatissa, mutta DNA ei ainakaan kokonai-
suudessaan ehdi renaturoitumaan eli palautumaan takaisin kaksijuosteiseksi.
Tata vaihetta kutsutaan annealing-reaktioksi. Alukkeiden kiinnittymisen jalkeen
lampdtilaa nostetaan kaytetyn polymeraasientsyymin vaatimaan lampdétilaan,
joka on yleensa noin 72 °C. Talléin polymeraasientsyymi lisaa reaktioseoksessa
olevia nukleotideja templaatin mukaan alukkeen 3’-paahan. Tata vaihetta kutsu-
taan pidennysreaktioksi eli ekstensioksi. Kun jatketaan naitd denaturaation, an-

nealingin ja ekstension siséaltavia PCR-sykleja, halutun DNA-jakson maara reak-
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tioseoksessa kasvaa eksponentiaalisesti. (Karp 2005, 775—-776; Suominen ym.
2010, 154.) Reaktiolampdétilat saadaan aikaan termosyklerilla, johon on etuka-
teen ohjelmoitu halutut lampdtilat ja reaktiovaiheiden kesto (Karp 2005, 776).

Jotta PCR-tuotteesta voitaisiin tehda johtopaattksia, on reaktiotuote tutkittava
jollakin menetelmalla. Tallainen voi olla esimerkiksi restriktioentsyymianalyysi,
joka soveltuu erityisesti pienten mutaatioiden tutkimiseen. Restriktioentsyy-
minalyysissd monistettu DNA-tuote yritetdén katkaista spesifilla restriktioentyy-
milld, ja mahdollisesti syntyneet DNA-fragmentit tutkitaan agaroosigeelielektro-
foreesilla. Agaroosigeelielektroforeesi perustuu pienempien DNA-fragmenttien
parempaan liikkuvuuteen huokoisessa geelissd, kun geelisséd on kaksinapainen
sahkokentta. Negatiivisesti varautuneet DNA-molekyylit kulkeutuvat kohti posi-
tiivista napaa eli anodia. Kun DNA varjataan etidiumbromidilla, voidaan geelilta
tarkastella UV-valon avulla DNA-fragmenttien eroamista. (Hames & Hooper
2005, 271, 273; Suominen ym. 2010, 123.)

Kvantitatiivinen PCR-analyysi on kliinisessa kaytéssa hyvin yleinen. Esimerkiksi
trisomioiden toteamiseen kaytetaan suhteellista kvantitointia, jossa monistetaan
sekd kohdegeenista etta referenssigeenistd jaksot. Jaksot leimataan fluoresoi-
valla leimalla, ja leiman aikaansaamaa signaalin maaraa kohdegeenissa verra-
taan referenssigeenin signaaliin. (Eggeling ym. 1993, 567; Suominen ym. 2010,
170.) Nykyaan hyvin suosittu sovellus on myds reaaliaikainen PCR, jossa fluo-
resenssia voidaan mitata suoraan PCR-reaktioseoksesta ja jossa leimoja voi
olla useampia. Reaaliaikainen PCR vaatii omanlaisensa termosyklerin, joka
mahdollistaa valon kulun reaktioseokseen ja detektiosingnaalin havaitsemisen.
(Saunders 2009, 1.)

9.3 Fluoresenssi in situ hybridisaatio (FISH) -tutkimus

Fluoresenssi in situ hybridisaatio (FISH) -tutkimuksella analysoidaan muun mu-
assa kromosomipoikkeavuuksia synnynnéaisten kehityshéairididen diagnostiikas-
sa ja sikiddiagnostiikassa. FISH:n avulla voidaan tunnistaa kokonaisia kro-

mosomeja, kromosomin osia tai yksittaisid geeneja kayttamalla tutkimustilan-
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teeseen sopivia DNA-koettimia. (Walker & Rapley 2008, 247, 249; Laboratorio-
keskus 2009a.)

FISH-tutkimus tehdaan kromosomien G-raitatutkimuksessa |6ytyneen poik-
keavuuden jatkoselvittelyksi tai sikiodiagnostiikassa 13, 18 ja 21 -trisomioiden ja
sukukromosomien lukumaarapoikkeavuuksien tunnistamiseksi silloin, kun kro-
mosomitutkimus on epaonnistunut tai ei ole mahdollista esimerkiksi raskauden
keskeytymisen tai lapsen kuolleena syntymisen takia. Menetelmassa kaytetaan
fluoresoivalla varilla leimattua DNA-koetinta, jolla tutkittavasta naytteesta tehty
preparaatti hybridisoidaan. Analysointi tehd&an fluoresenssimikroskoopilla kéayt-
téaen tietokonepohjaista kuva-analyysia. (Walker & Rapley 2008, 241; Laborato-
riokeskus 2009a.)

Mikrodeleetioissa eli geenijonosairauksissa havidman seurauksena syntyy use-
amman kuin yhden geenin hemitsygotia, jolloin potilaassa ilmenevéat néiden
geenien hairiét samanaikaisesti. Eraat mikrodeleetiot kuitenkin aiheuttavat niin
lievan taudinkuvan, ettd ne voivat periytyd dominantisti sukupolvesta toiseen.
(Simola 2006, 145.) Mikrodeleetio-oireyhtymia tutkitaan kromosomien mikrode-
leetioiden FISH-tutkimuksella (B-FISHDel). Mikrodeleetiot ovat submikroskoop-
pisen pienia kromosomiaineksen haviamia, joita ei voida erottaa tavallisella G-
raitatutkimuksella. Tunnettujen mikrodeleetio-oireyhtymien kromosomialueille
on olemassa spesifiset DNA-koettimet, joilla deleetio voidaan osoittaa. (Labora-
toriokeskus 2009a.) Laboratoriokeskuksen (2009a) ohjekirjassa mainitaan indi-
kaatioina kymmenen eri tunnettua mikrodeleetiota, jotka voivat aiheuttaa muun
muassa Williamsin oireyhtymaa, Miller-Diekerin oireyhtymaa tai DiGeorgen oi-

reyhtymaa.

9.4 Molekyylikaryotyypitys

Molekyylikaryotyypitys tarkoittaa koko genomin laajuista DNA:n kopiolukumuu-
tosten tutkimista mikrosirutekniikalla. Mikrosirumenetelmélla voidaan periaat-
teessa selvittaa jokaisen geenin kaikkien eksonien kopiomé&ara. Menetelméssa

merkitaan erivarisilla fluoresoivilla leimoilla testi-DNA seka normaalista kudok-
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sesta peréisin oleva referenssi-DNA, jotka hybridisoidaan mikrosirulle. Nayte- ja
referenssi-DNA sitoutuvat kilpailuperiaatteella spesifisesti mikrosirulle kiinnitet-
tyihin DNA-koettimiin. Lasit luetaan laserskannerilla, joka rekisterdi koetintaplien
suhteelliset fluoresenssit ja muodostaa varillisen kuvan, jonka sisaltdman tiedon
kuva-analyysiohjelma muuntaa numeeriseen muotoon. Haviama nakyy normaa-
litilannetta pienempéana ja monistuma suurempana suhdelukuna. (Tyyb&kinoja
& Knuutila 2006, 2018-2019.)

Molekyylikaryotyypityksella voidaan maarittdda kromosomimuutosalueiden rajat
tai epatasapainoisten translokaatioiden katkoskohdat seka selvittdd muuntuneet
geenit. Nain ollen sita on voitu kayttdad uusien sybpa- ja syovanestajageenien
seulontaan. Molekyylikaryotyypityksella voidaan my6s saada vastaus tarkedan
kysymykseen fuusiogeenien osuudesta synnynnaisten kehityshairididen aiheut-
tajina. (Tyybakinoja & Knuutila 2006, 2019-2021.)

Yksi molekyylikaryotyypityksen eduista on, ettei tarvita soluviljelya vaan analyy-
si tehdaan suoraan kudoksen DNA:sta (Tyybakinoja & Knuutila 2006, 2021).
Molekyylikaryotyypityksella ei ole mahdollista todeta tasapainossa olevaa kro-
mosomien rakennepoikkeavuutta kuten siirtym&a tai k&&ntyméaéa (Knuutila ym.
2008, 1038). Menetelma ei tunnista tasapainoisia translokaatioita tai ploidiaa.
Nama todetaan tavanomaisella karyotyypityksella, silla suhteellinen kopioluku ei
muutu. Molekyylikaryotyypitys ei myoskaan osoita mutaatioita, eiké tavallisessa
molekyylikaryotyypityksessa havaita alleelista epéatasapainoa. Molekyylikaryo-
tyypityksen suurin etu on submikroskooppisten muutosten havaitseminen seka
kopiolukumuutosten havaitseminen geeni- ja sekvenssitasolla. (Tyybéakinoja &
Knuutila 2006, 2022.)

Molekyylikaryotyypitykseen voidaan kayttd& mikrosiruja, jotka sisaltavat erilaisia
koettimia ja koetinmaaria. Ne voivat olla BAC- (bacterial artificial chromosome),
oligonukleotidi- tai SNP-koettimia (single-nucleotide polymorphism), joiden lu-
kuméaara vaihtelee tuhannesta jopa neljaan miljoonaan. Kun valtaosa oligonuk-
leotidikoettimista tunnistaa koodaavia geeniosia, voidaan osoittaa yksittaisen
geenin, ja jopa geenin osan, muutos. Pienten, alle miljoonan emasparin suu-

ruisten muutosten Kkliinisen merkityksen arviointia hankaloittaa DNA-jaksojen
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normaali kopiomaaramuuntelu, jonka osuuden on osoitettu kattavan jopa 12 %
koko genomista. Kehitysvammaisuuden diagnostiikassa vahintdan 2,5 Mb:n
muutosta pidetaan kehitysviiveen syyna, eika lisatutkimuksia tarvita. Alle 1 Mb:n
muutos tulee varmistaa PCR:IIA tai FISH:lla. Periaatteessa noin 5 Mb:n suurui-
set havidmat on mahdollista havaita kromosomien tarkennetulla raita-
analyysilla. (Knuutila ym. 2008, 1031-1036.)

Erityisesti sikiodiagnostiikassa merkkikromosomien seka kromosomikaantymien
tutkiminen tavanomaisella kromosomien raita-analyysilla on ollut vaikeaa, eika
muutosta ole pystytty selvittdmaan tarkasti. Molekyylikaryotyypitys voi selventda
tilannetta, josta esimerkkind kissansilmaoireyhtyman kriittisen alueen siséaltymi-
sen osoittaminen merkkikromosomiin. (Knuutila ym. 2008, 1037-1038; Salo-
nen-Kajander 2011.)

Molekyylikaryotyypitys tulisi tehda karyotyypiltddn normaaleille potilaille, joilla on
kehitysviivastyma, vaihtelevia rakenneanomalioita tai poikkeavat ulkoiset piir-
teet. Molekyylikaryotyypitys korvaa prometafaasi- ja FISH-tutkimukset, myés
mikrohaviamien ja -kahdentumien selvittamisessa. Lisdksi menetelmad on ai-
heellinen, jos kehityshairidpotilaalla on alkuperéaltaan tunnistamaton merkkikro-
mosomi, inversio tai tasapainossa oleva kromosomitranslokaatio. (Knuutila ym.
2008, 1038.)

Molekyylikaryotyypityksella 160ydetaan joka viides eli 20 prosenttia muista kuin
21-trisomian aiheuttamista kehityshairidistd. Maailmalla suositus on, etta kehi-
tysvammaiselle lapselle ensimmainen tehtava tutkimus olisi kromosomitutki-
muksen sijaan molekyylikaryotyypitys. Nain I0ytyisi suuri osa merkitsevista kro-
mosomipoikkeavuuksista ja mikrodeleetioista. Molekyylikaryotyypitys on verrat-
tavissa noin kymmeneen erilliseen tutkimukseen, joten useita yksittaisia FISH-
tutkimuksia ei tarvita. Trisomia- tai sukupuolikromosomipoikkeavuusepailyjen
varmentamiseen kromosomitutkimus on kuitenkin hyva vaihtoehto. (Knuutila
ym. 2008, 1038; Salonen-Kajander 2011.) Molekyylikaryotyypityksen hinta on
ollut kallis verrattuna tavanomaiseen kromosomitutkimukseen. Hintojen voidaan

kuitenkin odottaa laskevan tekniikoiden kehittyessa. (Knuutila ym. 2008, 1038.)
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10 SIKIODIAGNOSTIIKAN KEHITYS

10.1 Sikiodiagnostiikan historia

Kromosomien oikea lukumaara selvitettiin 1950-luvun lopussa (lite 2). Raidat-
tomista kromosomeista pystyttiin tutkimaan 1960-luvun alussa trisomiat ja su-
kukromosomipoikkeavuudet. Yhdysvalloissa aloitettiin ensimmaiset kokeilut si-
kiodiagnostiikassa 1960-luvun puolivalin jalkeen. Suomessa ensimmaiset kokei-
lut aloitettiin 1970-luvun puolivalissé. Koska aikaisemmin raskauksia keskeytet-
tiin jo pelkan aidin ikdan perustuvan kromosomipoikkeavuuden riskin takia, oli
tarve kehittaa sikiddiagnostiikkaa turhien keskeytysten valttamiseksi. (Salonen-
Kajander 2011.)

Sikiodiagnostiikka alkoi kehittyd, kun lapsivesipunktio kehitettiin vuonna 1966.
Sikion sairauksien diagnosoimiseksi oli myds muita mahdollisuuksia, joissa oli
pienempi keskenmenon riski. Sikiota tutkittiin tunnustellen ja kuunnellen aidin
vatsan lapi, seka joskus rontgentutkimuksen avulla. Geneetikot pystyivat anta-
maan neuvoja raskauden riskeihin ja ehkaisyyn liittyen, mutta talla oli viela hy-
vin pieni vaikutus sikiddiagnostiikkaan. Lapsivesipunktion kehittyminen ja solu-
jen tutkiminen lapsivedesta sikion kromosomihairididen ja metabolisten hairioi-
den diagnosoimiseksi muutti kaytdnnon lopullisesti. (Salonen 1991, 329; Fergu-
son-Smith & Bianchi 2010, 601.)

Suomessa oli 1970-luvulla kaytéssa liikkumatonta kuvaa tuottava ultradanilaite,
jolla saatiin selville vain se, milla puolella kohtua istukka sijaitsee. Kuvauksen
jalkeen otettiin lapsivesinayte siitd kohdasta, missa aidin vatsaa kasin tunnuste-
lemalla oli sopiva paikka. Vuosien 1974 ja 1977 valilla naytteita otettiin, jos si-
kiodiagnostiikkaa tarvittiin ennalta tiedetyn sikion sairauden riskin vuoksi. Myos
yli 35-vuotiaat saivat halutessaan lapsivesitutkimuksen. Istukkanaytteita alettiin
ottaa Suomessa 1980-luvun puolivalin jalkeen. Tutkimuksen etuna oli sen aikai-
suus lapsivesitutkimukseen nahden, mutta keskenmenon riski oli hieman kor-
keampi. (Salonen & Ammala 1989, 2889; Salonen-Kajander 2011.)
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Sittemmin on kehitetty lukuisia uusia menetelmia, jotka mahdollistavat analyysin
alkion eri kudoksista. Naita ovat perinteisen lapsivesipunktion ja istukkanaytteen
lisaksi sikion verinayte, sikion ihobiopsia, sikion virtsa-analyysi ja nayte sikion
kystisen hygrooman aiheuttamasta nesterakkulasta. (Evans, Johnson, Yaron, &
Drugan 2006, 475; Ferguson-Smith & Bianchi 2010, 603.) Rakkulat sijaitsevat
sikion niskassa ja aiheutuvat lymfaattisen kudoksen epanormaalista kehitykses-
ta (Evans ym. 2006, 191). Viimeisen vuosikymmenen kuluessa laboratoriotut-
kimukset naista naytteista ovat lisaantyneet merkittavasti (Evans ym. 2006, 475;
Ferguson-Smith & Bianchi 2010, 603). Suomessa napaverinaytteitd on otettu
ainoastaan silloin, kun ultradanitutkimuksessa on jo todettu jokin rakenteellinen
poikkeavuus tai lapsivesitutkimuksessa on saatu epaselva tulos. Napaveresta
saadaan kromosomit tutkittua nopeasti, mutta naytemuoto on harvinainen nayt-
teenoton hankaluuden vuoksi. (Salonen & Ammala 1989, 2889; Salonen-
Kajander 2011.)

Sytogeneettisten hairididen tutkiminen ennen lapsen syntymaa vyleistyi 1970-
luvun puolivélista sen loppuun mennessa. Alkuvaiheessa naytteita otettiin yhta
todennakoisesti biokemiallisten hairididen, hermostoputken sulkeutumishairion,
sikion sukupuolen tai kromosomivirheiden maaéarittdmiseksi. (Wolstenholme &
Rooney 2010, 605.) Suomesta naytteitd lahetettiin Rotterdamissa sijaitsevaan
Erasmus-yliopiston (Erasmus University Rotterdam) laboratorioon. Erasmus-
yliopisto halusi kartoittaa erilaisia sairauksia mahdollisimman kattavasti, joten
naytteet analysoitiin veloituksetta. Geenitutkimusten kaytto sikiodiagnostiikassa
on melko uusi asia. Ensimmainen tarkea tautigeeni tunnistettiin ja esiteltiin Ber-
linin maailmankokouksessa vuonna 1986. Kyseessa oli Duchennen lihasdystro-
fian geeni. Kystiseen fibroosiin johtava deleetio I6ydettiin 1980-luvun lopussa, ja
fragiili-X-oireyhtymaan johtava toistojaksojen lukumaaran muutos 1990-luvun

alussa. (Salonen-Kajander 2011.)

Vuosikymmenten ajan perinteistd karyotyyppitutkimusta kaytettiin yksinomaan
kromosomipoikkeavuuksien tutkimiseen. Kromosomien G-raitavarjays kehitettiin
1970-luvulla. Yhdysvaltalainen Kary B. Mullis keksi polymeraasiketjureaktion
(PCR) vuonna 1983. Taman jalkeen erilaisia PCR-menetelmia on kehitelty usei-
ta. (Mullis 1990, 56-65.) Suomalaiset Anne ja Olli-Pekka Kallioniemi kehittivat
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vertailevan genomisen hybridisaation (CGH) vuonna 1992. Nykyisin kaytossa
on myoOs FISH (fluorescence in situ hybridization), joka kehitettiin vuonna 1994.
Menetelmalla tutkitaan yleisimpid, kromosomien 13, 18, 21, X ja Y aneuploidioi-
ta. Muilla molekyylisytogeneettisilla tutkimuksilla saadaan selville paljon pie-
nempia poikkeavuuksia kuten mikrodeleetioita, translokaatioita, deleetioita, in-
versioita ja subtelomeerisia deleetioita. Kvantitatiivinen fluoresenssi-PCR triso-
mioiden tutkimiseksi kehitettiin vuonna 1997. Talla saatiin todettua suurempi
maara duplikaatioita, deleetioita ja kopiolukumuutoksia. (Kallioniemi ym. 1992,
818-821; Evans ym. 2006, 475; Ferguson-Smith & Bianchi 2010, 603; Salonen-
Kajander 2011.) Molekyylikaryotyypityksen keksi Iso-Britannialainen Alan Han-
dyside vuonna 2005. Yhdysvalloissa menetelma sai patentin vuonna 2008.
(Handyside 2008, 1.)

Aborttilaki uudistettiin Suomessa 1970-luvun alussa. Sita ennen aborttia tai ste-
rilisaatiota saattoi hakea muun muassa perinnéllisen sairauden riskin perusteel-
la. Riskia arvioi vuonna 1952 perustettu Vaestdliiton perinnéllisyyslautakunta,
jonka jasenind oli perinndllisyystieteilijoita ja gynekologeja. Lautakunta arvioi
lapsen perinndllisen sairauden mahdollisuutta ja antoi sitten lausuntonsa. Pe-
rinndllisyysneuvontaa ei kuitenkaan annettu kuin poikkeustapauksissa. Neuvon-
taa antoi 1960-luvulla lautakunnan jasen gynekologi Hanna Kallio yhteistydssa
biologi, sytogeneetikko Ulla Gripenbergin kanssa, joka arvioi periytymisriskeja.
Perinnollisyysklinikka perustettin 1971, ja samana vuonna perustettiin ensim-
mainen perinndllisyyslaakarin virka. Taman jalkeen Vaestdliiton perinndllisyys-
lautakunta ei endaa antanut neuvontaa. Ensimmainen virallinen perinnéllisyys-
ladkari oli Reijo Norio, joka oli koulutukseltaan lastenlaékari. Perinndllisyyslaa-

ketiede tuli erikoisalaksi vasta 1980-luvulla. (Salonen-Kajander 2011.)

Sikiddiagnostiikassa erot maiden valilla voivat olla suuria. Norjassa kromosome-
ja ei ole tutkittu juuri lainkaan, silla raskauden keskeyttdmista 21-trisomian
vuoksi pidetaan siella kyseenalaisena. Tanskassa taas kromosomitutkimus on
tehty jopa 14 %:ssa raskauksista. Ruotsissa ja Suomessa on pyritty kohtuulli-
suuteen: erilaisia sikiddiagnostisia tutkimuksia on tehty paljon, mutta kustannus-

tietoisesti. (Salonen-Kajander 2011.)
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Sikiédiagnostiikka on aina ollut luonteeltaan epavarmaa, esimerkiksi mosaiikki-
|0ydbksissa ei voida olla taysin varmoja mosaikismin alkuperasta. Tutkimusme-
netelmien kehittyessa ja tarkentuessa l6ytyy yhd enemman entista pienempia
mutaatioita, joiden Kliinistd merkitystd on vaikea arvioida. Epéavarmuuksia voisi
vahentaa kehittdamalla tutkimuspaneelin, joka tunnistaa ainoastaan tietyt tunne-

tut kehitykseen vaikuttavat mutaatiot. (Salonen-Kajander 2011.)

10.2 Sikioseulonnat Suomessa

Vuonna 1977 perustettiin sikiodiagnostiikan yksikkd Helsingin yliopistollisen sai-
raalan naistenklinikalle. Samana vuonna alkoi koko Suomen kattava ikaseulon-
ta, jossa ikaraja oli 40 vuotta. Vahitellen ikéraja laskettiin 37 vuoteen. Maailmal-
la ik&rajana pidettiin 35 vuotta, mutta Suomessa tahan ei paasty maanlaajuises-
ti. Turku ja Joensuu tarjosivat seulontoja 35-vuotiaille kunnan paatokselld, mutta
35 vuotta tayttaneiden oli mahdollista hakeutua tutkimuksiin yksityisesti joka

puolella Suomea. (Salonen-Kajander 2011.)

Biokemialliset sikibseulonnat aloitettiin Suomessa 1970-luvulla AFP-seulontana.
1990-luvun alussa seulonta muuttui toisen raskauskolmanneksen seulonnaksi,
jossa aidin verinaytteesta analysoitin AFP- ja hCG-pitoisuudet. Niskapoimun
mittaaminen yleistyi Suomessa 1990-luvun puolivalissa syrjayttden biokemialli-
sen seulonnan. Tama oli aitien kannalta helpompi vaihtoehto, silla verinaytteita
ei tarvittu ja tutkimuksen vastauksen sai nopeasti. (Laitinen 2009, 46; Salonen-
Kajander 2011.)

Kokoomuksen naiset ohjasivat 1990-luvun alussa eduskunnan niin kutsuttua
joululahjarahaa sikiédiagnostiikan kehittamiseen, jonka turvin Helsingin alueella
tehtiin tutkimusta kaksi ja puoli vuotta. Tall6in tarjottiin kaikille odottaville dideille
i&sta riippumatta seerumiseulontaa, joka sisalsi AFP-, estrioli- ja kokonais-hCG
-tutkimukset. Ensimmaisen vuoden jalkeen estrioli jatettiin pois sen kustannus-
tehottomuuden vuoksi. Tutkimuksessa ilmeni 4,1 % vaaria positiivisia tuloksia,
ja vaaria negatiivisia tuloksia ilmeni vain muutamia. Vaarien negatiivisten tulos-

ten paateltiin johtuvan kyseisten aitien nuoresta iasta (alle 30 vuotta), silla riski-
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lukua laskettaessa &idin ialla oli suuri merkitys. Tutkimuksen todettiin kuitenkin
olevan tehokas sikion kromosomihairididen selvittamisessa. Vuonna 1992 Hel-
singin kaupunki paatti aloittaa seulonnat kaupungin varoilla. (Salonen ym. 1997,
818; Salonen-Kajander 2011.)

Vuosituhannen vaihteeseen mennessa oli useissa kansainvalisissa tutkimuksis-
sa kaynyt ilmi, ettd niskapoimun mittaamiseen liittyy ongelmia ja ettd varhais-
raskauden yhdistelmaseulonta (biokemiallinen seulonta ja niskapoimun mitta)
antaa parhaimman tuloksen seulottaessa sikion kromosomipoikkeavuuksia (Lai-
tinen 2009, 46). Samaan aikaan Naistenklinikan laboratorion kromosomitutkijat
huomasivat Downin oireyhtymé&a Ioytyvan enemman vastasyntyneiden naytteis-
ta kuin sikibnaytteistd. Asiaa alettiin tutkia ja todettiin, ettéa l6ytymisprosentti oli
huonoimmillaan vain 30 %. Ongelmia tuottivat muun muassa niskaturvotuksen
lian myOh&ainen mittausajankohta sek& mittaajan ammattitaito. Niskaturvotus-
mittaus riippuu paljon sen tekijasta verrattuna laboratoriossa tehtaviin tutkimuk-
siin. Englannissa on kehitetty nyt jo Ruotsissakin kéaytdssa oleva menetelma,
jossa mittaajan tulokset rekisterdidaan tietokantaan ja niita vertaillaan muihin
mittauksiin. Suomessa ei vastaavaa kaytantoa ole, vaikka se olisi helppo toteut-
taa. (Salonen-Kajander 2011.)

Vuonna 2002 aloitettiin Oulussa ja vahan myéhemmin Kuopiossa ensimmaisina
varhaisraskauden yhdistelmaseulonnat. Suomessa oli 2000-luvun alussa eri
kunnissa ja kuntayhtymissa hyvin erilaisia kaytantoja sikion kromosomipoik-
keavuuksien seulonnassa. Tama johti siihen, etta aidit olivat hyvin eriarvoisessa
asemassa asuinpaikasta riippuen. (Laitinen 2009, 46.) FInOHTAN (Terveyden-
huollon menetelmien arviointiyksikkd) raportin (2005) mukaan 44 sairaalasta
niskaturvotusmittausta tarjosi 40 sairaalaa, ensimmaisen raskauskolmanneksen
seerumiseulontaa tarjosi seitseman sairaalaa, ndiden kahden yhdistelm&a tar-
josi neljd sairaalaa, toisen raskauskolmanneksen seerumiseulontaa tarjosi 23
sairaalaa, rakenneultradaniseulontaa tarjosi 41 sairaalaa ja ikaperusteista kro-
mosomitutkimusta tarjosi 41 sairaalaa vuonna 2002 (Autti-Ramo ym. 2005, 67—
68). Taman johdosta valtioneuvosto antoi seulonta-asetuksen (1339/2006), jon-
ka mukaan kuntien oli jarjestettava sikion kromosomipoikkeavuuksien ja vaikei-

den rakennepoikkeavuuksien seulonta 1.1.2010 mennessa (Laitinen 2009, 46).
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Vuonna 2009 varhaisraskauden yhdistelmaseulonnassa seulontapositiivisten
maara oli 4-5 %. Asiantuntijarynm&n raporttiin on Kkirjattu, ettd sikion kro-
mosomipoikkeavuuksien seulonnat tulee toteuttaa siten, ettéd seulontapositiivis-
ten maara ei ylita viittd prosenttia seulontaan osallistuneista. Talldin 16ydetta-
neen noin 80 % trisomia 21 -tapauksista varhaisraskauden yhdistelmaseulon-
nalla ja noin 65 % toisen raskauskolmanneksen seulonnalla. (Laitinen 2009,
49))

10.3 Sikioseulonnat kansanterveyslaissa

Kansanterveyslain 14. pykala velvoittaa kunnat jarjestamaan asukkailleen seu-
lontaa ja joukkotarkastuksia valtioneuvoston asetuksessa maaratylla tavalla.
Seulonta on ehkaisevaa terveydenhuoltoa ja se kasittda kohderyhman maarit-
tamisen, yksilon neuvonnan ja ohjauksen, seulontatestien ottamisen ja tutkimi-
sen, palautetiedon antamisen, jatkotutkimuksiin ohjaamisen seka tarvittavien
terveyspalveluiden jarjestamisen. (Valtioneuvoston asetus seulonnoista 2006;
Karlstrom 2009, 58.)

Terveydenhuoltolaki (1326/2010) tuli voimaan 1.5.2011. Samalla kumottiin kan-
santerveyslain (66/1972) 14. pykalan ensimmainen momentti, jonka nojalla on
annettu voimassa oleva valtioneuvoston asetus seulonnoista (1339/2006). Uu-
den asetuksen mukaan kunnan tulee jarjestaa raskaana oleville naisille yleinen
ultradanitutkimus raskausviikolla 10+0-13+6 (raskauden kesto ilmoitetaan viik-
koina ja paivind, esimerkiksi 13 viikkoa ja kuusi paivad), kromosomipoik-
keavuuksien selvittaminen ensisijaisesti varhaisraskauden yhdistelmaseulonnan
avulla (seerumiseulonta raskausviikolla 9+0-11+6 ja niskaturvotuksen mittaus
yleisen ultradénitutkimuksen yhteydessa raskausviikolla 11+0-13+6) tai vaihto-
ehtoisesti toisen raskauskolmanneksen seerumiseulonnan avulla raskausviikol-
la 15+0-16+6 ja vaikeiden rakennepoikkeavuuksien selvittdmiseksi ultraaanitut-
kimus raskausviikolla 18+0—21+6 tai raskausviikon 24+0 jalkeen. (Valtioneuvos-

ton asetus seulonnoista 2011a; Valtioneuvoston asetus seulonnoista 2011b.)
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Seulontaa jarjestaessa kunnan on otettava huomioon, ettd laadunhallinta on
riittdvaa ja laadunvarmistusmenettelyt ovat asianmukaisia. Kunnan tulee myos
seurata ja arvioida seulonnan laatua ja testien luotettavuutta. Seulontoihin liitty-
vid toimenpiteitd suorittavalla yksikolla tulee olla kaytdssaan riittava asiantun-
temus seka laitteisto, ja asiakkaille on tiedotettava seulonnan tavoitteista, vai-
kuttavuudesta seké riskeista. (Valtioneuvoston asetus seulonnoista 2006; Karl-
strém 2009, 58.)

10.4 Sikiodiagnostiikan eettisyys

Vuonna 1935 Suomen eduskunta hyvaksyi sterilointilain, jolla saatettiin maarata
vajaakelpoiseksi katsottu henkild steriloitavaksi, mikali epadiltin taman piirteen
periytyvan jalkelaisille (Meskus 2009, 50). Vasta nykyisessa, vuodelta 1970 pe-
raisin olevassa laissa sterilointia kasitellaan raskauden ehkaisyn keinona. (Nils-
son 2007, 1911).

Ennen sikiodiagnostiikan kehittymista raskauksia keskeytettiin Yhdysvalloissa
pelkan kromosomipoikkeavuuden riskin takia. Tastd kehittyi tarve sikion kro-
mosomitutkimuksille, jotta valtyttaisiin turhilta raskauden keskeytyksilta. Tutki-
musmenetelmien tarkentuessa ja tiedon maaran lisdantyessa pystytaan loyta-
maan entista pienempia geneettisia virheita, ja joskus tulosten merkittavyytta on
vaikea arvioida. Tama asettaa entistd enemman vaatimuksia perinnéllisyysneu-
vonnalle. Odotettavan lapsen vanhemmat paattavat tutkimuksiin osallistumisen
lisdksi myos toimenpiteista epailtdessd kromosomipoikkeavuutta. (Salonen-
Kajander 2011.)

Seulonta-asetuksen (2009) sikiéseulontoja kasittelevan muistion mukaan tavoit-
teena on parantaa lisddntymiseen liittyvaa itsemaardamisoikeutta sekéa vahen-
taa syntyvien lasten sairastavuutta ja imevaiskuolleisuutta. Sikioseulonnan tulee
olla vapaaehtoista, eika raskauteen liittyviin paatoksiin saa ohjata tai painostaa.
Neuvoloiden vastuulla on tarjota oikeaa, riittdvaa ja objektiivista tietoa seulonta-
tutkimuksista, mahdollisesta syntyvan lapsen sairaudesta ja sen hoidosta seka

raskauden keskeytyksesta. (Sikion poikkeavuuksien seulonta 2009, 14, 16.)
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Seulonta-asetus ja siihen liittyvd muistio pyrkivat parantamaan sikiéseulontojen
eettisyytta varmistamalla seulontakaytantdjen ja -palveluiden yhtenevaisyyden
koko maassa. Muistiossa korostetaan neuvonnan ja tuen merkitysta koko seu-

lontaprosessin aikana. (Sikién poikkeavuuksien seulonta 2009, 14-44.)
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11 OPINNAYTETYOPROSESSI

Saimme aiheen opinnaytetybhomme Laboratoriokeskuksen genetiikan laborato-
riosta vastaavalta sairaalageneetikko Marketta Kahkoseltd syyskuussa 2010, ja
aihe tarkentui ja rajautui keskustelussa marraskuussa 2010. Tassa keskuste-
lussa esitettiin myds tarve selvittd& molekyylikaryotyypityksen kayton kannatta-
vuutta kehityshairididen diagnostiikassa potilasasiakirjojen pohjalta. Tutkimus-
suunnitelmaa tyostettiin syksylla 2010, ja valmis suunnitelma toimitettiin Tampe-
reen ammattikorkeakoulun ohjaajille 19.1.2011. Aineiston kerdamisen aloitimme
heti aiheen saatuamme. Luvan opinnaytetydllemme myonsi Laboratoriokeskuk-
sen henkiléstoasiain paallikko Eija Salo-Lievonen 22.1.2011.

Teoriaosuuden Kirjoittamisen aloitimme joulukuussa 2010. Huhtikuussa 2011
kerasimme potilastietoja genetiikan laboratorion tiloissa. Tydelamayhteyshenki-
[ondmme toimiva Marketta Kahkénen antoi ohjeet potilastietojen etsimiseen ja
olennaisten asioiden yldskirjaamiseen. Vaikka tydémme kasitteleekin sikiddiag-
nostiikaa, rajasimme arkistomateriaalin kerdamisen jo syntyneiden lasten en-
simmaisiin genetiikan tutkimuksiin ja tiettyihin pyytaviin yksikdihin. Syyna raja-
ukseen oli maaréallisesti suuremman tutkimusmateriaalin kerdaminen ja tutki-
musindikaatioiden, erityisesti kehityshairion ja kehitysviiveen, saaminen mukaan

kartoitukseen.

Valitsimme Marketta Kahkodsen avustuksella maarallisesti eniten genetiikan tut-
kimuksia lapsille pyytavat Tampereen yliopistollisen sairaalan yksikot, jotka oli-
vat Neonatologian yksikkd, Vastasyntyneiden teho-osasto, Lasten teho-osasto,
Lasten neurologian yksikko, Lasten neurologian poliklinikka, Lasten poliklinikka
ja Foniatrian poliklinikka. Kerasimme tiedot 145 potilaasta ja heille tilatuista tut-

kimuksista noin vuoden ajalta tutkimusindikaatiot huomioiden.

Halusimme kayttdad opinnéytetydssdmme teemahaastattelua yhtena aineiston
keruun menetelmana. Marketta K&hkdnen jarjesti meille mahdollisuuden haas-
tatella Vaestoliiton perinnéllisyysklinikan ylilddkari Riitta Salonen-Kajanderia.
Haastattelun teimme 26.4.2011 Vaestoliiton tiloissa Helsingissa. Nauhoitimme

noin tunnin mittaisen haastattelun ja litteroimme sen karkeasti Iahinnd helpot-
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taaksemme aineiston kasiteltavyyttd. Haastattelumateriaalia kaytettiin tydssa
yhtena lahteistd. Haastattelun yhteydessa Salonen-Kajander antoi useita tutki-
musaiheeseemme liittyvia artikkeleita, joista saimme lisda hyvaa lahdemateriaa-

lia.

Kesékuun alussa 2011 lahetimme opinnaytetydn luettavaksi Marketta Kahkosel-
le. L&hetimme tyon myohemmin keséalla myds Riitta Salonen-Kajanderille, joka
antoi meille erittédin hyvia ja huolella mietittyja korjausehdotuksia seka oikaisi
haastattelussa esiin tulleita asioiden vaarinymmarryksia. Salonen-Kajanderin

ehdottamat muutokset tehtiin elokuussa 2011.

Arkistomateriaalin analysoinnin aloitimme elokuussa 2011. Yhta potilastapausta
kohden keratty tietomé&ara oli huomattavasti suurempi kuin mita kasittelimme
tydssamme. Materiaalista oli vaikea l0ytdd olennaiset ja tybelamayhteisty6-
kumppania eniten hyodyttavat asiat esitettdvaksi. Paadyimme kasittelemé&an
oman kasityksemme mukaan tarkeimpid muuttujia, joita pyrimme esittdmaan
laajoina kokonaisuuksina keskittyen enemman tuloksiin kuin potilaiden tausta-

tietoihin.
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12 ARKISTOAINEISTON KASITTELY JA TULOKSET

Arkistoaineistoa kerattiin Laboratoriokeskuksen genetiikan laboratorion potilas-
tiedoista noin vuoden ajalta 145 tapauksesta. Kyseessa oli lapsia, joiden ika ol
valilla 0-16 vuotta. Otokseen valittiin jo syntyneitd lapsia, jotta mukaan saatiin
tutkimusindikaatiot. Potilastiedot kerattiin eniten genetiikan tutkimuksia tilaavien

Tampereen yliopistollisen sairaalan yksikdiden osalta.

Eniten genetiikan tutkimuksia tilasi Lasten neurologian poliklinikka (kuvio 4; tau-
lukko 2). Potilaita oli yhteensd 44, mikd on 30 prosenttia kaikista tapauksista
tutkitulla aikavalilla. Foniatrian poliklinikka tilasi tutkimukset 28 potilaalle, Vas-
tasyntyneiden teho-osasto 24 potilaalle, Lasten neurologian yksikk6 21 potilaal-
le, Neonatologian yksikkd 18 potilaalle, Lasten poliklinikka yhdeksélle potilaalle

ja Lasten teho-osasto yhdelle potilaalle.

Foniatrian poliklinikka -_ 28
Vastasyntyneiden teho-osasto -_ 24
Lasten neurologian yksikkd -_ 21
Neonatologian yksikko -_ 18
Lasten poliklinikka - 9

Lasten teho-osasto

o 4 L
-

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
M Yhteensa 145 tapausta

KUVIO 4. Potilaat pyytavan yksikon mukaan

Tutkimusindikaatioista yleisin oli kehitysviive, yhteensa 46 tapausta 145:sté (ku-
vio 5, taulukko 2). Eniten tutkimuksia talla indikaatiolla tilasivat Lasten neurolo-

gian poliklinikka ja Lasten neurologian yksikkd. Kehitysviiveen ja poikkeavan
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ulkonaon yhdistelma oli tutkimusindikaationa seitsemassa tapauksessa. Pelkka
poikkeava ulkonako oli tutkimusindikaationa 16 tapauksessa, ja epaily Downin
oireyhtymasta oli indikaationa kahdeksassa tapauksessa. Naissa pyytavat tahot
olivat paaosin vastasyntyneita hoitavia yksikoitd. Turnerin oireyhtymaa epailtiin
viidessa tapauksessa, joissa kaikki pyynnot olivat Lasten poliklinikalta. Jotakin
muuta oireyhtymaa epadiltiin seitseméassa tapauksessa. Foniatrian poliklinikan
kaikki tutkimuspyynnot olivat indikaatiolla dysfasia (kielen kehityksen hairio),
joita oli yhteensa 28 kappaletta kaikista 32:sta. Rakenteellisia poikkeavuuksia
selvitettiin indikaatioilla jokin atresia (aukon puuttuminen, synnynndinen um-
peuma), omfalocele (vatsan alueen epamuodostuma) ja sydanvika, joita oli yh-
teensa 11 kappaletta. Neurologiset ongelmat olivat indikaationa kahdessa tapa-
uksessa. Jokin muu indikaatio pitaa sisalladn vaikeasti luokiteltavia ja aiemmin
mainittuihin ryhmiin sopimattomia tapauksia (esimerkiksi mitokondriosairauden
poissulku ja oppimisvaikeudet). Téallaisia tapauksia oli yhteensa 11 kappaletta ja

ne jakautuivat usealle eri pyytavalle yksikdlle.

Kehitysviive

Dysfasia

Poikkeava ulkondkd

Jokin muu

Epaily Downin oireyhtymasta
Kehitysviive ja poikkeava ulkonako
Epaily jostakin muusta oireyhtymdsta
Jokin atresia

Epaily Turnerin oireyhtymasta
Omfalocele

Sydéanvika

Neurologiset ongelmat

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

M Yhteensa 145 tapausta

KUVIO 5. Tutkimusindikaatiot
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Kromosomitutkimus veresta (B-Kromos) on yleensa ensimmainen tutkimus ke-
hityshairididen diagnostiikassa (kuvio 6). 145 tapauksesta 39:lle tehtiin pelkka
kromosomitutkimus ilman lisdtutkimuksia ja naista seitseméassa tulos oli poik-
keava. B-Kromos -tutkimukseen yhdistettyna Fragiili-X DNA-tutkimus (B-FraX-
D) tehtiin 57 tapauksessa. Naista kaikki antoivat normaalin tuloksen. Kolman-
neksi yleisin tutkimusyhdistelm& oli B-Kromos, B-FraX-D ja kromosomien mik-
rodeleetioiden FISH-tutkimus (B-FishDel). Tapauksia oli 20, joista kaikkien tu-

lokset olivat normaaleja.

Otannallisesti eniten positiivisia 16ydoksia oli tapauksissa, joissa pyyntona oli
sekd B-Kromos ettd B-FISH (Fluoresenssi in situ hybridisaatio -tutkimus). Ta-
pauksia oli 14, joista positiivinen 16ydos oli viidessa. B-Kromos antoi positiivisen
tuloksen viidessa tapauksessa, ja B-FISH kolmessa tapauksessa (kolmessa
tapauksessa sama tulos molemmissa tutkimuksissa). Yhdelle B-Kromos -
tutkimuksessa positiivisen tuloksen saaneista ja kolmelle normaalin tuloksen
saaneista ei ollut tehty pyydettya B-FISH -tutkimusta. Yhdessa tapauksessa B-
Kromos antoi poikkeavan tuloksen (Klinefelterin oireyhtyma, karyotyyppi 47,

XXY) B-FISH -tuloksen ollessa normaali.

Kuten kuviosta 6 kay ilmi, pyydettiin neljassa tapauksessa tutkimusyhdistelma
B-Kromos, B-FraX-D ja B-GenErik (yleinen tutkimusnimike, jolla pyydetaan hy-
vin monenlaisia geenitutkimuksia), kolmessa tapauksessa pyydettiin B-Kromos
ja B-GenkErik, kolmessa tapauksessa pyydettiin B-Kromos ja B-FishDel, kah-
dessa tapauksessa pyydettiin B-Kromos, B-FISH ja B-GenErik, yhdessa tapa-
uksessa pyydettiin B-Kromos, B-FraX-D ja B-FISH, yhdessa tapauksessa pyy-
dettiin B-Kromos, B-FishDel ja B-GenErik ja yhdessa tapauksessa pyydettiin B-
Kromos, B-FraX-D, B-FishDel ja B-GenErik. Yhdessa tapauksessa, jossa pyyn-
téind oli B-Kromos ja B-FishDel, 16ytyi kromosomitutkimuksessa inversio kro-

mosomissa 12 kaikkien muiden tulosten ollessa normaaleja.
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B-Kromos + B-FraX-D

B-Kromos

B-Kromos + B-FraX-D + B-FishDel
B-Kromos + B-FISH

B-Kromos + B-FraX-D + B-GenErik
B-Kromos + B-GenErik

B-Kromos + B-FishDel

B-Kromos + B-FISH + B-GenErik

B- Kromos + B-FraX-D + B-FISH
B-Kromos + B-FraX-D + B-FishDel + B-GenErik
B-Kromos + B-FishDel + B-GenErik

0 10 20 30 40 50 60

B Yhteensa 145 tapausta

KUVIO 6. Tutkimuspyyntdjen jakautuminen erilaisiin yhdistelmiin

TAULUKKO 2. Tutkimusindikaatiot pyytavan yksikon mukaan

Lasten Lasten

neurologian [Foniatrian Lasten Neonatologian |neurologian |Vastasyntyneiden |Lasten teho-

yksikko poliklinikka |poliklinikka |yksikko poliklinikka |teho-osasto osasto Yhteensa
Kehitysviive 16 0 0 0 30 0 0 46
Poikkeava
ulkondko 0 0 2 9 2 3 0 16
Kehitysviive ja
poikkeava
ulkondko 0 0 0 0 7 0 0 7
Dysfasia 3 28 0 0 1 0 0 32
Epéily Downin
oireyhtymasta 0 0 1 2 0 5 0 8
Epéily Turnerin
oireyhtymasta 0 0 5 0 0 0 0 5
Epaily jostakin
muusta
oireyhtymasta 1 0 0 3 0 3 0 7
Omfalocele 0 0 0 0 0 4 0 4
Jokin atresia 0 0 0 0 0 5 0 5
Sydanvika 0 0 0 0 0 2 0 2
Neurologiset
ongelmat 0 0 0 1 1 0 0 2
Jokin muu 1 0 1 3 3 2 1 11
Yhteensi 21 28 9 18 a4 24 1 145
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Yhteensa positiivisia 16ydoksia 145 tapauksessa oli 13 kappaletta, joista kaikki
selvisivat B-Kromos -tutkimuksella. Seitsemassa tapauksessa pyytava yksikko
oli Vastasyntyneiden teho-osasto. Naista viisi oli Downin syndrooma -epailyja,
joista kaikki varmentuivat 21-trisomiaksi. Yhdessa tapauksessa indikaationa oli
sydanvika, ja tutkimustulokseksi saatiin inversio kromosomissa 12. Yhdessa
tapauksessa indikaationa oli poikkeava ulkonadko, ja tutkimustulokseksi saatiin
deleetio kromosomissa 4. Kolmessa tapauksessa pyytava yksikkd oli Neonato-
logian poliklinikka. Naistd kaksi oli Downin syndrooma -epadilyja, joista molem-
mat varmentuivat 21-trisomiaksi. Yhdessa tapauksessa indikaationa oli poik-
keava ulkonako, ja tutkimustulokseksi saatiin deleetio kromosomissa 3. Kah-
dessa tapauksessa pyytava yksikkd oli Lasten poliklinikka. N&istd toinen oli
Downin syndrooma -epaily, joka varmentui 21-trisomiaksi ja toinen oli Turnerin
syndrooma -epaéily, joka varmentui sukupuolikromosomin monosomiaksi (karyo-
tyyppi 45, X). Yhdessa tapauksessa pyytava yksikko oli Lasten neurologian po-
liklinikka, ja indikaationa oli poikkeava ulkonakd. Tutkimustulokseksi saatiin Kli-
nefelterin oireyhtyma (karyotyyppi 47, XXY). Positiivisen tuloksen saaneista po-
tilaista 11 oli vastasyntyneita ja kaksi yli 10-vuotiaita. Molemmilla yli 10-vuotiailla

|6ydas liittyi sukupuolikromosomiin.
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13 POHDINTA

Opinnaytetydbmme tavoite oli tuottaa oppimateriaaliksi soveltuvaa tietoa si-
kiodiagnostiikan kehityksestd, ja tarkoituksena oli selventaa erityisesti geneettis-
ten tutkimusmenetelmien kehityskulkua. Toisena tarkoituksena oli kartoittaa
potilasasiakirjojen avulla tarvetta molekyylikaryotyypityksen kayttdonotolle La-
boratoriokeskuksen genetiikan laboratoriossa. Vaikka opinnaytety6 tehtiin kvali-
tatiivisena tutkimuksena, tuli siihen piirteitd myds kvantitatiivisesta tutkimukses-
ta. Menetelmallisissa l&ahtokohdissa emme kuitenkaan kasitelleet kvantitatiivista
tutkimusta, silla arkistomateriaaliin perustuvasta tilastosta laskettiin ainoastaan
frekvensseja eli eri muuttujien ilmentymista. Muuttujat olivat sellaisia, joita ei

olisi voinut kasitella esimerkiksi ristiintaulukoimalla.

Opinnaytetydmme tilastoanalyysiosiossa otoskokona oli 145 potilastapausta
noin vuoden ajalta, joten otosta voidaan pitda riittavana. Jokaisesta potilaasta
kirjattiin ylos 14 erilaista muuttujaa. Suuremman aineiston kasittely olisi ollut
kaytettavissa olleeseen aikaan nahden haastavaa. Koska kasittelimme tyds-
samme potilastietoja ja Tampereen yliopistollisen sairaalan yksikoita, esitimme
aineiston siten, ettei yksittaisia henkilgita voi tunnistaa.

Opinnaytetybhémme liittyvaa lahdemateriaalia 16ytyi Kirjallisuudesta paljon.
Olemme kayttaneet tydssdmme 56 eri lahdettd, joista 44 on alle 10 vuotta van-
hoja. Vanhempia lahteitd olemme kayttaneet niissd yhteyksissa, joissa kyse on
ollut sikiddiagnostiikan historiaan ja menetelmakehitykseen liittyvistd asioista.
Lahteet ovat mielestdmme monipuolisia pitden sisalladn seka kirjallisuutta etta

artikkeleita usealla eri kielella.

Paatimme kayttaa lahdeaineistona myds asiantuntijahaastattelua. Haastattelu ja
sen litterointi vei kuitenkin paljon aikaa. Kokemattomina haastattelijoina janni-
timme haastattelutilannetta emmeka valttaméatta osanneet esittda kysymyksia
parhaalla mahdollisella tavalla. Vasta haastattelua litteroidessa huomasimme

kokemattomuudestamme johtuvia puutteita, joihin pyysimme mydhemmin tar-
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kennuksia sdhkodpostitse. Sekaan oli paassyt myos selvia vaarinymmarryksia.

Kaikki sekaannukset korjattiin valmiiseen tyéhon.

Ennen tydn valmistumista tydelamayhteistyokumppanimme esitti toiveen opin-
naytetyon teoriaosan lyhentamiseksi, silla tydssa selvitetaan laajasti genetiikan
termistda. Katsoimme kuitenkin tarpeelliseksi sailyttdd nama kohdat, jotta opin-
naytetydmme soveltuisi paremmin oppimateriaaliksi myos ammattikorkeakoulu-
opiskelijoille. Itse sikiddiagnostiikan kehityshistoriaa ja geneettisia tutkimusme-
netelmia kasittelevat osiot toimivat mielestamme hyvana ja mielenkiintoisena
oppimateriaalina. Olisimme halunneet sisallyttdd ty6homme enemman kuvia,

mutta tekijanoikeudellisista syistd emme voineet sita tehda.

Arkistomateriaalin kasittely osoittautui hankalaksi, koska tilasto-ohjelmien kayt-
totaitomme eivéat olleet riittavat. Lisaksi hankaluuksia tuotti hahmottaa tutkimuk-
sen kannalta olennaisimmat tiedot. Myos niiden esittaminen ymmarrettavassa
muodossa oli haastavaa. Koska kaytannon tyoskentely genetiikan laboratorios-
sa oli meille viela vierasta eikd meilla ollut tarvittavia tietoja eri tutkimusten hin-
noista ja niihin liittyvasta tyomaarasta, emme voineet tehda suoria johtopaatok-
sid molekyylikaryotyypityksen tarpeellisuudesta. Huomasimme kuitenkin ke-
raamamme arkistoaineiston pohjalta tehdyssa tilastoanalyysissa kaikkien posi-
tiivisten |0ydodsten selvinneen kromosomitutkimuksella (B-Kromos), joka on jo
pitk&&n ollut genetiikan perustutkimus. Koska negatiivisia tutkimustuloksia otok-
sessa oli yhteensa 132 tapauksessa, eika ndille ollut tehty molekyylikaryotyypi-
tystd, emme voineet tietdd olisiko menetelmalla naiden negatiivisten tulosten
joukosta loytynyt jokin kehityshairiodn johtava geenivirhe. Jotta kartoitus mole-
kyylikaryotyypityksen kayttéonoton tarpeellisuudesta Laboratoriokeskuksen ge-
netiikkan laboratoriossa olisi tuottanut luotettavia tuloksia, olisi potilasaineistoon
pitdnyt valita sellaisia tapauksia, joille olisi tehty muiden tutkimusten lisaksi
myo6s molekyylikaryotyypitys. Jos olisimme etsineet vain téllaiset tapaukset, olisi

otoskoko jaanyt pieneksi.

Omat johtopaatoksemme voimme perustaa Knuutilan, Siggbergin, Ala-Mellon,
Wallgren-Petterssonin, Mustosen, Penttisen ja Ignatiuksen vuonna 2008 teke-

malle tutkimukselle “Molekyylikaryotyypitys kehitysvammaisuuden diagnostii-
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kassa”, jossa todetaan molekyylikaryotyypityksen olevan kaytanndéllinen ja suo-
siteltava tutkimus silloin, kun se maksaa saman verran kuin muut tutkimukset,
joita diagnoosin selvittely vaatii. Kuitenkaan tavanomaisesta kromosomitutki-
muksesta ei voida taysin luopua tasapainossa olevien kromosomien rakenne-

poikkeavuuksien l6ytamiseksi (Knuutila ym. 2008, 1038).

Opinnaytetydmme piti alun perin kasitella ainoastaan sikiddiagnostiikan kehitys-
td. Taman lisdksi vastaava sairaalageneetikko Marketta Kéahkdnen ehdotti kar-
toitusta molekyylikaryotyypityksen kayttéonoton tarpeellisuudesta. Molemmat
aiheet olivat mielestamme erittédin mielenkiintoisia ja tartuimme ty6hon innok-
kaina. Tyon edetessa huomasimme sen kuitenkin olevan kokonaisuutena hyvin
laaja ja kaksijakoinen. Sikiodiagnostiikan kehitysta kasitteleva osa on kvalitatii-
vinen, ja molekyylikaryotyypityksen tarpeellisuutta kasitteleva osa on osittain
kvantitatiivinen. Yritimme kuitenkin pitd& tyon mahdollisimman yksilinjaisena.
Emme onnistuneet tassa taysin haluamallamme tavalla. Sek& sikiddiagnostiikan
kehityksesta ettd molekyylikaryotyypityksen tarpeellisuudesta olisi saanut erilli-
set opinnaytetyon aiheet. Jatkotutkimusaiheena voisimme ehdottaa laajempaa
ja vertailevampaa selvitystd molekyylikaryotyypityksen kéaytosta kehityshairioi-
den diagnostiikassa. Mikali molekyylikaryotyypitys otettaisiin kayttéon ensim-
maisena tutkimuksena kehityshairididen diagnostiikassa Laboratoriokeskuksen
genetiikan laboratoriossa, voitaisiin myds selvittda kvantitatiivisella tutkimuksella
positiivisten tulosten maaraa ja sita, olisiko samoihin tuloksiin paasty muilla me-

netelmilla.

Opinnaytetyoprosessin aikana olemme oppineet paljon lahdemateriaalin ke-
raamisesta ja sen luotettavuuden arvioinnista. Olemme myd@s tutustuneet haas-
tatteluun aineistonkeruumenetelména. Haastattelun toteuttaminen oli mieles-
tdmme mukavaa ja mielenkiintoista siina ilmenneista ongelmista huolimatta.
Henkil6kohtainen tavoitteemme syventyd sikiddiagnostiikassa kaytettaviin ge-
neettisiin tutkimusmenetelmiin toteutui mainiosti opinnaytetydn teoriaosaa Kkir-
joittaessa. Vaikka taulukko-ohjelmien kayttd tuntui ensin suurelta haasteelta,
koemme kehittyneemme tilastotietojen kasittelyssa Microsoftin Excel -ohjelmalla

seka sen Tixel-apuohjelmalla.
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Haluamme kiittda erityisesti Vaestoliiton perinndllisyysklinikan ylilaakari Riitta
Salonen-Kajanderia haastattelusta ja suuresta vaivannagdsta opinnaytetydmme
asiasisallon oikeellisuuden tarkistamisessa. Liséksi haluamme kiittd& vastaavaa
sairaalageneetikko Marketta Kahkodsta mielenkiintoisesta opinnaytetyon aihees-
ta ja ryhtymisesta alkuperaisesta suunnitelmasta poiketen tydelaméayhteyshen-

kilbksemme. KiitAmme myds kaikkia muita, jotka ovat olleet tydsséa avuksi.
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LITTEET

SANASTO

Akrosentirinen kromosomi

Aluke

Anafaasi

Aneuploidia

Atresia

Balansoitunut kromosomi-

poikkeavuus

Blastokysti

Crossing over

Deleetio

Denaturaatio
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LITE 1: 1 (5)

Kromosomi, jossa sentromeeri on erittain

l&hellda jompaakumpaa paata

PCR-tekniikassa kaytettava lyhyt yksijuostei-
nen DNA- tai RNA-jakso

Solunjakautumisen vaihe, jossa tytarkro-
mosomit ohjautuvat vastakkaisille puolille

tumaa

Tilanne, jossa normaalin kromosomiparin

sijasta kromosomeja on kolme tai yksi

Aukon puuttuminen, synnynndinen umpeuma

Kromosomipoikkeavuus, jossa geeneja ei

havia tai tule lisaa

Alkiorakkula. Sikionkehityksen vaihe
Tekijanvaihto. Meioosissa esiintyva tilanne,
jossa kummaltakin vanhemmalta perityt kro-

mosomit vaihtavat osia keskenéaan

Haviama. Tilanne jossa kromosomista havi-

aa pala

(Tassa tekstissa) DNA-ketjun avautuminen

(jatkuu)



Duplikaatio

Dysfasia

Ei-balansoitunut kromosomi-

poikkeavuus

Ekstensio

Ektodermi

Endodermi

Fiksaatio

Gastrulaatio

Heteroploidia

Histoni

Homologi
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LIITE 1: 2 (5)
Kahdentuminen. Tilanne jossa kromosomis-

sa on kaksi samaa osaa

Kielen kehityksen hairio

Kromosomipoikkeavuus, jossa geeneja havi-

aa tai tulee lisda

(Tassa tekstissd) PCR-liuoksessa tapahtuva
reaktio, jossa polymeraasi-entsyymi rakentaa

vastinjuostetta liuoksen nukleotideista
Alkionkehityksessa muodostuva solutyyppi-
kerros, joka sijaitsee endodermin ja meso-
dermin ylapuolella

Alkiokehityksesséa muodostuvista solutyyppi-
kerroksista alin, jonka ylapuolella sijaitsee
mesodermi ja ektodermi

Kiinnittdminen esimerkiksi objektilasille
Alkiokehityksen vaihe, jossa alkiokerrokset
(ektodermi, endodermi ja mesodermi) muo-

dostuvat

Kaikki numeeriset muutokset ihmisen kro-

mosomiston 46 kromosomissa

Kromatiinin rakenneproteiini

Vastinkromosomi



Hybridisaatio

Inveriso

Isokromosomi

Kongenitaalinen nefroosi

Kromatiini

Kystinen hygrooma

Mesodermi

Metafaasi

Metasentrinen kromosomi

Mikrotubulus
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LIITE 1: 3 (5)
[Imi®, jossa yksijuosteiset DNA-jaksot yhdis-
tyvat kaksiketjuiseksi rakenteeksi niiden
emasparivastaavuuden ollessa komplemen-

taarinen

Kaantyma. Tilanne, jossa osa kromosomista
irtoaa, kaantyy 180 astetta ja kiinnittyy uudel-

leen

Kromosomi, jossa on joko kaksi p-vartta tai

kaksi g-vartta

Suomalaiseen tautiperintdon kuuluva munu-

aissairaus

DNA:n ja siihen liittyneiden proteiinien muo-

dostama rakenne

Synnynnéinen imusuonten epamuodostuma
Alkionkehityksessa muodostuva solutyyppi-
kerros, joka sijaitsee ektodermin ja endo-

dermin véalissa

Solunjakautumisen vaihe, jossa kromosomit

ovat asettuneet jakotasoon

Kromosomi, jossa sentromeeri on keskella

kromosomia

Putkimainen molekyyli, joka osallistuu solun-

jakautumiseen



Monosomia

Morula

Mosaikismi

Nondisjunktio

Nukleosomi

Omfalocele

Polyploidia

Profaasi

Rekombinaatio

Renaturaatio

Replikaatio

Sentromeeri
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LITE 1: 4 (5)

Kromosomipoikeavuus, jossa kromosomipa-
rista vain toinen on olemassa

Alkionkehitysvaihe, solurykelmé-aste

Yksilo, jolla on geneettisesti kahta eri solulin-

jaa

Trisomian aiheuttama hairid0 meioottisessa

solunjakautumisessa

Kromatiinin osa, joka koostuu kahden histo-

nin ymparille kiertyneesta DNA-rihmasta

Vatsan alueen epamuodostuma, jossa osa

sisaelimista on vatsanpeitteiden ulkopuolella
Haploidisen kromosomiston kertautuma
Solunjakautumisen vaihe, jossa tuman kes-
kusjyvanen kahdentuu ja kulkeutuu solun
(eri) navoille

Katso: crossing over

DNA-ketjun palautuminen kaksiketjuiseksi,
denaturaation vastakohta

Solunjakautumisessa tapahtuva DNA:n kah-

dentuminen

Kromosomin osa, joka liittdd kromosomin p-

ja g-kéasivarret toisiinsa



Submetasentrinen kromosomi

Telofaasi

Transkriptio

Translokaatio

Trisomia

Trofoblasti

Tsygootti

Zona Pellucida
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LIITE 1: 5 (5)

Kromosomi, jonka varret ovat selvasti eri pi-
tuiset

Solunajakutumisen vaihe, jossa tytarkro-

mosomit ovat sijoittuneet napoihin, ja tuma-

kotelo rakentuu uudelleen

DNA-ketjun mallin mukaan tapahtuva RNA-

ketjun rakentuminen

Siirtyma. Tilanne, jossa osa kromosomista

siirtyy toiseen kromosomiin

Kromosomipoikkeavuus, jossa kromosomeja

on kahden sijasta kolme

Alkiorakkulan uloin kerros, josta muodostuu
istukka

Hedelmaittynyt munasolu

Glykoproteiinikalvo, joka ympé&rdi munasolua
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