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Kenelle eksomisekvensointi?

Uuden sukupolven sekvensointimenetelmdt ovat mullistaneet mahdollisuutemme analysoida ihmisen
perimad. Genomin proteiinia koodaavan alueen eli eksomin sekvensointia hyddynnetddn tutkimuksen
lisdksi myds kliinisessd lddketieteessd, erityisesti harvinaisten periytyvien tautien, synnynndisten
kehityshdirididen ja sydvan diagnostiikassa. Diagnostisena tutkimuksena eksomisekvensointi on
perusteltua silloin, kun mahdollinen tulos voi johtaa tasmalliseen diagnoosiin, vaikuttaa merkittavasti
sairauden hoitoon ja ohjata potilaan perinnéllisyysneuvonnan piiriin. Menetelma on luotettava yhden
emdksen muutosten ja pienten deleetioiden ja insertioiden havaitsemiseen. Sitd vastoin suurempia
kopiolukumuutoksia, muutoksia toistojaksojen pituudessa ja alueita, joista on useita kopioita genomissa,
on nykymenetelmilld vaativaa analysoida luotettavasti. Koska kaikkien ihmisten eksomissa on runsaasti
muutoksia, oleellinen haaste eksomisekvensointitulosten tulkinnassa on erottaa merkityksettomat

muutokset sairauden aiheuttavista.

iime vuosien nopean sekvensointitek-

nologian kehittymisen ansiosta nykyisin

pystytddn tutkimaan yksittdisen hen-
kilon koko genomi muutamassa péivissd vain
murto-osan hinnalla siitd, miti vuonna 2001
valmistunut ensimmadisen ihmisgenomin sek-
vensointi maksoi. Tautigeenien tunnistaminen
tehostui entisestiin vuonna 2009, kun markki-
noille tuotiin genomin proteiineja koodaavien
alueiden eli eksomien rikastamisen mahdollis-
tavia reagenssipaketteja. Néiden avulla sekven-
sointi voitiin kohdistaa sithen genomin osaan,
jossa tauteja aiheuttavat geenivirheet toden-
nikoisimmin sijaitsevat. Eksomisekvensointia
on hyodynnetty tehokkaasti yhden geenin ai-
heuttamien tautien geenivirheiden etsinnissi
(1). Viime vuosina titi teknologiaa on alettu
hyodyntii tutkimuksen lisiksi my6s kliinisessa
lidketieteessd, erityisesti harvinaisten, periyty-
vien tautien, synnynndisten kehityshiiriéiden
ja syovin diagnostiikassa.

Eksomisekvensointi on tehokas ja luotettava
keino tunnistaa, mitkd emakset henkilon geno-
min proteiineja koodaavissa alueissa eli ekso-
meissa poikkeavat maailmanlaajuisesti kiyte-
tystd verrokkigenomista. Uusimmat koodaa-
vien alueiden rikastamismenetelmit kohdis-

tuvat noin 180000 yksittdiseen proteiinia
koodaavaan eksoniin keskimairin 23000 gee-
nissd ja mahdollistavat lihes kaikkien (95 %)
yhden nukleotidin muutosten ja pienten in-
sertioiden ja deleetioiden (alle 10 nukleotidia)
tunnistamisen. Haasteita eksomisekvensoin-
nille luovat alueet, joissa esiintyy toistojaksoja
tai useita geenikopioita tai jotka on huonosti
kartoitettu verrokkigenomissa. Positiivinen ek-
somisekvensointildydos on hyvin tarkka, mutta
menetelmidn herkkyys vaihtelee eri genomi-
alueilla, minkd vuoksi negatiivinen tulos ei sul-
je pois geneettistd syyti sairauden taustalla.
Epidemiologisten tutkimusten mukaan jopa
8 %:lla viestostd ilmenee jokin geneettinen
sairaus ennen aikuisikdd, kun kaikki synnyn-
niiset poikkeavuudet otetaan huomioon (2).
Kun tunnetut harvinaiset geneettiset sairaudet
lasketaan yhteen, ne vaikuttavat merkittiviin
osaan ihmisistd, ja osa yleisistikin sairauksista
saattaa syntyd yksittdisen geenin virheesta.

Kenelle eksomitutkimus?

Kustannusvaikuttavuutensa vuoksi kliinisen
eksomisekvensoinnin tulisi olla ensivaiheen
diagnostinen tyokalu tutkittaessa potilaita,
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joilla epiillddn yhden geenin aiheuttamaa ge-
neettistd sairautta, jonka taustalla tunnetaan
useita eri geenejd. Mikili potilaan taudinkuva
on tyypillinen jollekin tietylle taudille tai tauti-
ryhmille, jonka geneettinen tausta on hyvin
kartoitettu, ovat kohdennettu yksittiisen gee-
nin analyysi tai kattava geenipaneeli nykyaan
vield edullisin diagnostinen tutkimus. Useita
tai pitkid toistojaksoja sisiltivien tautigeenien,
kuten lapsuusiin myopatiaa aiheuttavan NEB-
geenin, osalta kohdennettu geenitutkimus on
vield ainoa vaihtoehto. Niin sanotut kolmannen
sukupolven sekvensointilaitteet, jotka pystyvit
lukemaan hyvin pitkié, yksittaisia DNA-mole-
kyylejd, voivat jatkossa ratkaista toistojaksojen
aiheuttamat ongelmat.

Kaikenikdiset potilaat voivat hy6tyd eksomi-
sekvensointitutkimuksesta, mutta erityisen
hy6dyllinen se on pienten lasten episelvien
sairauksien diagnostiikassa, koska valtaosa
geneettisistd sairauksista ilmenee lapsuudes-
sa. Tavanomaisten diagnostisten menetelmien
hyodyntdmisti vaikeuttaa taudin oireiden vain
osittainen ilmentyminen. Varhainen molekyy-
lidiagnoosi mahdollistaa kalliiden jatkotutki-
musten vilttimisen, taudinkulun paremman
ennustamisen, perinnéllisyysneuvonnan, tauti-
riskin arvioinnin perheessi, siki6- ja perinataa-
lidiagnostiikan ja perhesuunnittelun seki par-
haissa tapauksissa sairauden tismillisemman
ja tehokkaamman hoidon.

Aikuispotilaiden eksomisekvensointi on
perusteltua, jos tulos voi johtaa tismalliseen
diagnoosiin ja vaikuttaa merkittivésti sairau-
den hoitoon seki auttaa ohjaamaan potilaan
perinnoéllisyysneuvontaan. Yllattivin moni ai-
kuisidssd esiintyvistd harvinaisista sairauksista
on taustaltaan geneettinen. Tamai on hyvi pitaa
mielessi erityisesti, jos potilaan vaste sairauden
tavanomaiseen hoitoon on huono. Diagnoosin
varmistumisen suurimpia etuja ovat taudin-
kulun parempi ennustettavuus, oireettomien
lahisukulaisten geneettisen riskin kartoittami-
sen mahdollisuus ja ennakoiva tai varhainen
taudin hoito taikka seurannan tehostaminen.
Molekyylidiagnoosi voi mahdollistaa my6s
aikuispotilaan tismihoidon ja kaikenikiisille
pédsyn mukaan tautiin kohdennetun lidkkeen
ladketutkimukseen.
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Eksomitutkimuksia tulevaisuudessa
lahes joka erikoisalalla

Kliinisid eksomitutkimuksia tilannevat yhi
enemmin perinnollisyys- ja lastenlddkireiden
lisaksi muutkin ladkarit. Kullekin erikoisalalle
relevantin genetiikan tulisi kuulua opetussuun-
nitelmaan lddketieteen perusopetuksessa ja eri-
koistumisopinnoissa. TAULUKOSSA 1 kuvataan
asiat, jotka eksomitutkimusta tilaavan ladkarin
tulisi huomioida. Potilaan ja perheen kanssa
keskusteltaessa on tirkedd sopia, mitd poti-
laalle kerrotaan tutkimustuloksista. American
College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) suosittelee, ettd kaikki lidketieteelli-
sesti hoidettavissa olevia sairauksia aiheuttavat
muutokset tulisi raportoida, vaikka sairaus ei
olisi vield ilmennytkdin (3). Sattumaldydos-
ten tulkinta ei kuitenkaan ole yksiselitteistd
(tarkemmin jiljempini) vaan vaatii mittavan
lisatyon, perehtyneisyyttd useiden eri tautiryh-
mien diagnostiikkaan ja viestokohtaista tutki-
mustietoa, jota ei vield ole kattavasti saatavilla.
Tamin vuoksi usein kiytetty vaihtoehto on
vain tutkittavaan sairauteen todennikoisesti
vaikuttavien muutosten raportointi, mikili po-
tilas ei erityisesti halua kuulla muistakin mah-
dollisista 16ydoksistd, esimerkiksi jos hinen
suvussaan esiintyy syopaa.

Eksomidatan tulkinta

Aluksi potilaan emdsjarjestystd verrataan ver-
rokkigenomiin hyédyntimilld sekvensointi-
laitetuottajien ohjelmistoja ja kansainvilisen
tiedeyhteison kehittimid algoritmeja. Jokaisen
henkilon genomissa on vajaat nelji miljoonaa
muunnosta eli varianttia nykyisin kdytettdviin
verrokkigenomiin verrattuna, joten oleellinen
haaste genomitiedon tulkinnassa on harmitto-
mien varianttien erottaminen sairauden aiheut-
tavista muutoksista. Tunnistettujen varianttien
tarkka genominen sijainti ja niiden mahdolli-
sesti aikaansaama vaikutus mairitetdan hyo-
dyntdmailla julkisesti saatavissa olevia, kaupal-
lisia tai laboratoriossa kehitettyja analyysialgo-
ritmeja.

Varianteista noin 10000-15000 on proteii-
nien koodia muuttavia yhden nukleotidin muu-
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toksia, joilla voi olla biologinen vaikutus kysei-
sen proteiinin toimintaan. Muutosten biolo-
gisten vaikutusten ennustamiseen on olemassa
useita julkisia bioinformatiikan ty6kaluja, jotka
ennenaikaisia lopetuskodoneita, lukukehys-
muutoksia ja silmukointivirheitd lukuun otta-
matta antavat usein keskendin ristiriitaisia en-
nusteita. Mikaan yksittdinen tyokalu ei ole mer-
kittavisti muita tismallisempi (4). Keskimairin
2-3 %:n tunnistetuista sekvenssimuutoksista
ennustetaan olevan haitallisia proteiinin toi-
minnalle, joten kunkin henkil6n eksomissa on
satoja tai jopa tuhansia mahdollisesti haitallisia
variantteja. Jopa 100-300 niistd varianteista on
proteiinin normaalin toiminnan estdvid loss-
of-function-muutoksia. Niistd 10-20 esiintyy
kunkin ihmisen genomissa homotsygoottisena
(molemmat geenikopiot ovat viallisia), jolloin
kyseinen proteiini ei toimi lainkaan (5).

Tietyn proteiinin toiminnan puuttuminen ei
kuitenkaan vilttdmitti ole vahingollista tervey-
delle. Suomalaisvaestdssi on enemmin loss-of-
function-variantteja kuin heterogeenisemmissa
viestoissd. Nykyarvioiden mukaan kunkin hen-
kilon perimissi on 50-100 varianttia, joiden
on raportoitu liittyvdn johonkin sairauteen,
sekd noin 60 uutta (de novo) varianttia, joita
ei esiinny potilaan vanhemmilla (6). Uudet
variantit ovat viestotasolla yleensd hyvin har-
vinaisia, usein vain yhdelld ihmiselld esiintyvii,
ja niiden oletetaan olevan muita vahingollisem-
pia, koska niihin ei ole kohdistunut luonnon-
valintaa.

Kliinisessd eksomitiedon tulkinnassa pyri-
tddn tunnistamaan yksilon genomista todenni-
koisimmin haitalliset muutokset suodattamalla
16ydetyt variantit niiden mahdollisen vaikutuk-
sen, yleisyyden ja taudin periytymisen mallin
mukaan hy6dyntimalld kaupallisia ja labora-
toriossa kehitettyji bioinfomatiikan tyokaluja
ja mutaatiotietokantoja, kuten ClinVar, Human
Genome Mutation Database (HGMD) ja On-
line Mendelian Inheritance in Man (OMIM).
Lopullisen arvion tunnistettujen mutaatioiden
vaikutuksesta tekee aina genetiikan asiantun-
tija tietokantoja ja kirjallisuutta hyddyntien.
Useimmissa laboratorioissa tulkinnan kay viela
lapi laboratorioasiantuntijoista, geneetikoista,
bioinfomaatikosta ja lddkdreistd koostuva tyo-
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TAULUKKO 1. Asiat, jotka eksomitutkimusta tilaavan laa-
karin tulisi selvittaa.

1. Tutkimuksen kuvaaminen potilaalle tai perheelle, ja
jos potilas haluaa tutkimusta, tdmén tiedon kirjaami-
nen sairaskertomukseen.

2. Potilaan taudinkuvan laaja-alainen kartoittaminen,
my6s oman erikoisalan ulkopuolisten oireiden ja
16ydoksien.

3. Tiedon kerddminen potilaan perheestd ja suvusta,
erityisesti potilaan taudinkuvan kannalta oleellisista
oireista.

4. Tiedonhaku kirjallisuudesta ja tietokannoista tai
esimerkiksi perinnéllisyysladkarin, harvinaistautien
yksikon tai eksomianalyysipalveluita tuottavan labo-
ratorion asiantuntijan konsultointi.

ryhm, ja tautia aiheuttavaksi arvioitu mutaatio
varmennetaan potilaan niytteesti myos toisella
menetelmalla.

Vaikka eksomidatan tuottaminen on osaa-
vassa laboratoriossa nopea ja toistettavissa ole-
va menetelmi, vajavainen nykytietimys ihmis-
genomissa olevien varianttien merkityksestd
tekee eksomidatan tulkinnasta vaativaa. Kuinka
tunnistaa potilaan taudin aiheuttava mutaa-
tio mahdollisesti vahingollisten mutaatioiden
suuresta joukosta? Kliinisten eksomien mu-
taatioanalyysi kohdistetaan nykydin pddasiassa
proteiinia koodaavien ja RNA:n silmukointiin
vaikuttavien alueiden toiminnallisiksi ennus-
tettuihin variantteihin, ja ei-koodaavat, geenien
toimintaa sditelevat alueet jitetiin padosin
analysoimatta, vaikka sekvenssianalyysi osan
niistd kattaisikin. Tunnetuista tautia aiheutta-
vista geenivirheistd 59 % aiheuttaa ennenaikai-
sen lopetuskodonin, saa aikaan virheellisen
lihetti-RNA:n silmukoinnin tai muuttaa lajien
vililla konservoituneen aminohapon toiseksi
proteiinia koodaavassa geenissi (7).

Yksi selked ja analyysity6td nopeuttava tapa
on kohdistaa mutaatioanalyysi ensisijaisesti
aiemmin kuvattuihin, potilaan taudinkuvaan
sopiviin geeneihin (niin sanottu virtuaaligeeni-
paneeli). Helpoimmin tulkittavia ovat aiemmin
tautia aiheuttaviksi kuvatut mutaatiot tunne-
tuissa tautigeeneissd, joskin niidenkin tulkinta
vaatii erityisosaamista aiemmassa kirjallisuu-
dessa virheellisesti tautia aiheuttaviksi rapor-
toitujen mutaatioiden vuoksi. Kirjallisuudessa

Kenelle eksomisekvensointi?
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Ydinasiat

» Eksomisekvensoinnilla pystytaan luotet-
tavasti ja kustannusvaikuttavasti tunnis-
tamaan padosa genomimme proteiineja
koodaavan alueen vaihtelusta.

» Jokaisen ihmisen genomissa esiintyy va-
jaat nelja miljoonaa eroavaisuutta, joista
100-300 mahdollisesti estdd proteiinin
normaalin toiminnan.

» Keskeisin haaste on tulkintavaihe eli sai-
rautta aiheuttavien muutosten tunnista-
minen lukuisten mahdollisesti biologises-
ti merkittavien muutosten joukosta.

» Negatiivinen tulos ei sulje pois geneettis-
td syyta sairauden taustalla, koska kaikkia
genomin alueita ja varianttityyppeja ei
saada analysoiduksi luotettavasti.

» Genomitiedon ja vdestokohtaisen verrok-
kidatan lisaantyminen helpottaa tulevai-
suudessa eksomidatan tulkintaa.

on esimerkkeji varianttien virheellisestd luokit-
telusta tautia aiheuttaviksi, kun alkuperiistutki-
muksessa on kiytetty puutteellista viestokoh-
taista verrokkidataa (8). Kaikkien alun perin
virheellisesti luokiteltujen varianttien statusta
ei ole korjattu vield uusimmissakaan huolelli-
sesti yllapidetyissi julkisissa mutaatiotietokan-
noissa (8).

Vain pieni osa suomalaisten potilaiden Kkliini-
sissd eksomisekvensoinneissa 10ytyneistd mu-
taatioista on kuvattu aiemmin. Timan vuoksi
tulosten tulkinnassa on tirkeai ottaa huomioon
my06s aiemmin kuvaamattomat, proteiinin toi-
minnan kokonaan estivit ja vahingollisiksi
ennustetut aminohappoa muuttavat tunnettu-
jen tautigeenien mutaatiot. Luotettavan ja jat-
kuvasti lisddntyvan verrokkidatan saatavuus eri
vaestoistd auttaa aiemmin raportoimattomien
mutaatioiden tulkintaa nykyain merkittavasti.
Harvinaisten mutaatioiden erilainen esiinty-
vyys eri véestdissd puoltaakin tarvetta viesto-
kohtaiseen verrokkidataan ja potilaiden etnisen
taustan tuntemiseen. Esimerkiksi useat muissa
eurooppalaisissa véest6issd hyvin harvinaiset
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variantit ovat rikastuneet Suomeen, ja suoma-
laisen verrokkidatan puuttuminen dataa ana-
lysoitaessa voi johtaa virheelliseen tulkintaan
variantin yleisyydestd viestossi ja mutaation
ennustamiseen tautia aiheuttavaksi. Tiedos-
samme ei ole, kuinka hyvin ulkomaiset ekso-
misekvensointipalveluja tuottavat laboratoriot
huomioivat suomalaisen vieston geneettisid
erityispiirteita.

Taustatieto takaa luotettavimman
tulkinnan

Parhaaseen tulokseen eksomidatan tulkinnassa
padstddn, kun kiytettdvissi on laaja kuvaus po-
tilaan taudinkuvasta, kartoitus taudin mahdol-
lisesta esiintymisestd suvussa ja tieto etnisestd
taustasta. Vanhempienkin nédytteet kannattaa
liittad analyysiin, mikili se on mahdollista. Tul-
kinnan luotettavuutta lisdd sujuva vuoropuhelu
lihettdvin ja dataa analysoivan tahon vililla.
Vanhempien niytteiden eksomisekvensointi
mahdollistaa de novo -mutaatioiden kartoitta-
misen ja mahdollisesti 16ytyvin mutaation pe-
riytyvyyden selvittimisen. Tieto taudin esiin-
tymisestd potilaan lihisukulaisilla ja suvussa
laajemmin kertoo todennikéisimmién periy-
tymisen mallin ja sen, tulisiko eksomidatasta
ensisijaisesti etsid vallitsevasti vai peittyvisti
periytyvdd mutaatiota vaiko X-kromosomiin
kytkeytyvaa.

Tapausesimerkkeji odottamattomastakin pe-
riytymisen mallista on: eksomisekvensoinnilla
16ydettiin de novo -mutaatio vastasyntyneeltd
lapselta, jonka vanhemmat olivat serkuksia kes-
keniin, jolloin oletuksena oli peittyvisti periy-
tyvd mutaatio. Taméin vuoksi eksomidata on
aina analysoitava niin, ettd mahdolliset vaihto-
ehtoiset periytymismallit huomioidaan. My6s
taudinkuvan vaihtelu ja mahdollinen moni-
muotoisuus tulee ottaa huomioon tulosten tul-
kinnassa. Valtavasti lisadntynyt tutkimukselli-
nen ja kliininen genomidatan hyédyntiminen
tautigeenien etsinndssd on tuonut esiin useita
esimerkkeji siitd, kuinka aiemmin kuvattu fe-
notyyppi kattaa vain osan tietyn geenin mutaa-
tioiden aiheuttamasta tautikirjosta (9).

Erityisesti yhden geenin geenivirheiden ai-
heuttamat harvinaiset sairaudet, joita sairas-
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tavia potilaita on kuvattu vain muutamia yksi-
16itd, voivat olla tautikirjoltaan merkittavisti
alkuperidistdi kuvausta monimuotoisempia.
Geneettisissa tutkimuksissa on tavanomaisesti
hy6dynnetty samankaltaisten potilaiden ryh-
mid, mikd on saattanut kaventaa nykykasitys-
timme tietyn geenin virheiden aikaansaamasta
taudinkuvan monimuotoisuudesta.

Sattumaloydosten tulkinta

Vield haastavampaa kuin tautia aiheuttavan
mutaation tunnistaminen on sattumal6ydos-
ten merkityksen tulkinta. Esimerkiksi tistd
sopii tutkimus, jossa kolme kokenutta klii-

TIETOLAATIKKO. Aiheeseen liittyvia termeja.

De novo -variantti potilaalta tunnistet-

Genomi ihmisen koko perim4, siséltaa

nisti genomianalyysia tarjoavaa laboratorio-
ta sai analysoitavakseen kahden perinnéllisid
rytmihdirioitd aiheuttavan geenin (SCNSA,
pitkd QT -oireyhtymd ja KCNH2, Brugadan
oireyhtymi) sekvenssidatan 2022 henkil6sti
ilman tietoa mahdollisesta taudinkuvasta ja
etnisestd taustasta (10). Laboratoriot tai jul-
kinen ClinVar-mutaatiotietokanta tunnistivat
patogeenisiksi 32 aminohappoa muuttavaa mu-
taatiota SCNSA-geenissi ja kymmenen mutaa-
tiota KCNH2-geenissi. Yllittden kaikki labo-
ratoriot olivat tulkinnoissaan yksimielisid vain
neljin SCNSA-mutaation patogeenisuudesta,
ja ndidenkin kantajista vain kahdella oli rytmi-
héirioireyhtymai elektronisten potilastietojen

sairaus ilmenee yksilossa. Yksi

tu, perheessa uusi variantti, jota ei
16ydy potilaan vanhempien ituradan
genomista. Mutaatio on tapahtunut
jommankumman vanhemman
sukusolussa, hedelmdittyneessd
munasolussa tai alkionkehityksen
varhaisvaiheessa.

Deleetio perimdaineksen haviama
Eksomisekvensointi kaikkien ihmispe-

riman proteiinia koodaavien aluei-
den emésjdrjestyksen selvittdéminen
hyddyntamalld uuden sukupolven
sekvensointimenetelmid

Geenin proteiinia koodaava alue, joka

koostuu koodaavista geenialueista
eli eksoneista. Naiden lisaksi geenis-
sa on ei-koodaavia intronijaksoja,
geenin molemmissa pdissa sijaitse-
vat 5'-UTR- ja 3'-UTR-alueet (unt-
ranslated region), joita ei kddnneta
proteiiniksi sekd geenin saatelysta
vastaava promoottorialue.

Geenipaneeli uuden sukupolven

sekvensointia hyddyntava tietyn
geeniryhmén analyysimenetelma.
Se voi olla suunniteltu kattamaan
esimerkiksi kaikki tiettya tautia
aiheuttavaksi kuvatut mutaatiot tai
kaikki tiettya tautia aiheuttavaksi
kuvattujen geenien eksonit. Niin
sanottu virtuaaligeenipaneeli on
kyseessa silloin, kun sekvensoidaan
koko genomi tai koko eksomi, mutta
data analysoidaan vain tietyn, en-
nalta valittun geeniryhmén osalta.

kaikki geenit ja my6s ne periman
alueet, jotka eivét koodaa proteii-
neja

Insertio periman lisdys, mutaatio jossa

DNA-ketjuun liittyy uutta perima-
ainesta

Konservoitunut aminohappo tietyn

proteiinin tai proteiiniperheen
aminohappo, joka on sama useilla
tai jopa kaikilla elidlajeilla. Tyypilli-
sesti proteiinin toiminnan kannalta
térkeitd aminohappoja ei voida
korvata toisilla aminohapoilla,
minkd vuoksi sama aminohappo on
evoluutiossa sdilynyt proteiinissa.
Konservoituneiden aminohappojen
kodoneissa tapahtuvat mutaatiot
johtavat usein proteiinin toimin-
nalle vakaviin seurauksiin, koska
téllaisissa aminohapoissa ei esiinny
vaihtelua ilman, etta silla olisi
seurauksia proteiinin rakenteeseen
tai toimintaan.

Loss-of-function-mutaatio estda

perint6tekijan koodaaman proteii-
nin toiminnan tai vahentaa sen
vaikutusta. Tallaisiksi mutaatioiksi
luetaan ennenaikaisen lopetusko-
donin aiheuttavat mutaatiot, RNA:n
silmukointiin vaikuttavat mutaatiot
ja proteiinin lukukehystd muuttavat
mutaatiot.

Peittyvassa periytymisessa geenin

virheellisen alleelin pitad periytya
molemmilta vanhemmilta, jotta
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virheellinen alleeli ei riité aiheutta-
maan sairautta.

Sattumaldydds eksomisekvensoin-
nissa tunnistettu mutaatio, jonka
tiedetdan aikaisempien tulosten
perusteella olevan patogeeninen
jossain toisessa kuin tutkimuksen
kohteena olevassa sairaudessa.

Toistojakso genomin alue, jossa tietty
emdsjakso toistuu useita kertoja ja
joka voi sisaltdd muutamasta emas-
parista satoihin emaksiin ja toistua
muutamia tai jopa tuhansia kertoja.

Valegeeni geenin Idhes identtinen
kopio, ns. pseudogeeni, joka esiin-
tyy muualla genomissa. Usein taysin
toimimaton geeni.

Vallitsevassa periytymisessa riittda,
ettd geenistd esiintyy yksi sairas
alleeli, jotta tauti ilmenee yksilolla.
Tauti esiintyy usein monessa perak-
kaisessa sukupolvessa.

Verrokkigenomi kansainvalisen gen-
omisekvensointiprojektin tuottama
sekvenssidata, jota on sovittu
kaytettavaksi vertailusekvenssind
genomianalyyseissa.

VUS, variant of unknown significance:
variantti, jonka merkitysta potilaan
taudinkuvalle ei pystytd nykytiedon
valossa arvioimaan.

Kenelle eksomisekvensointi?
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tai EKG:n perusteella. Kaiken kaikkiaan 18:1la
ndistd 32:sta mahdollisen toiminnallisen mu-
taation kantajasta oli rytmihdiri6ihin liittyvia
oireita. Tautia aiheuttavaksi heidin mutaation-
sa raportoi 0-3 laboratoriota ja yhden mutaa-
tioista osalta vain ClinVar-tietokanta.

KCNH2-geenin osalta laboratoriot eivit ol-
leet yksimielisid yhdestikdan mutaatiosta, ja pa-
togeenisiksi raportoitujen (1-2 laboratoriota)
mutaatioiden kantajista neljalld yhdestitoista
esiintyi rytmihdiriGoireita. Raportoitu tutki-
mus kuvaa erinomaisesti genomitiedon tulkin-
nan vaikeutta etenkin tilanteessa, jossa potilaan
taudinkuvaa ja tietoa timin etnisesti taustasta
ei ole kiytettavissd. Tutkimus antaakin esimer-
kin oireettomien henkildiden sattumaldydos-
ten raportoinnin vaativuudesta.

Diagnoosi tai ei - tavallinen raportti

Eksomisekvensoinnin hy6dyntiminen klii-
nisessd potilastyossi on johtanut selkedin
diagnoosiin vaihtelevalla osalla potilaista, sen
mukaan minkd tyyppistd potilasmateriaalia
on tutkittu (11). Diagnoosin 18ytyminen on
todennikoisempia lapsi- kuin aikuispotilailta,
ja merkittdvid eroja sairausryhmien vililld on
kuvattu. Lahi-iddn viestoissd, joissa serkusavio-
liitot ovat yleisid, on raportoitu uuden sukupol-
ven sekvensointia hyddyntéivien geenipaneelien
diagnostiseksi tehokkuudeksi jopa yli 60 % jois-
sakin tautiryhmissd (ihotaudit, endokriiniset
taudit, synnynniiset aineenvaihduntahiiriét).
Toisia tauteja (hematologiset sairaudet, primaa-
riset immuunipuutokset, sydimen kehityshai-
riot) sekvensoitaessa diagnoosi 16ytyi toisaalta
vain 10-25 %:lta (12). Huomattavaa on, etti
tyypillisin syy sille, ettei paneelilla tunnistettu
potilaan tautimutaatiota, oli geenin puuttumi-
nen tautiryhmille suunnitellusta paneelista.
T4dmad johtui joko taudinkuvan heterogeenisuu-
desta tai siitd, ettd tautimutaatiot oli kuvattu
vasta paneelin suunnittelun jilkeen.

Uusien tautigeenien tunnistamisen ja kiytet-
tdvissd olevan verrokkidatan jatkuvan lisdanty-
misen ennustetaan parantavan diagnoosien saa-
vutettavuutta koko ajan. Tuoreessa julkaisussa
40 % primaarista immuunipuutosta sairasta-
vista potilaista sai molekyylidiagnoosin ekso-
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misekvensoinnin perusteella (13). Huomatta-
vaa on, ettd jopa 55 %:n diagnoosi muuttui tai
tasmentyi kliinisen kuvan perusteella tehdysti
ja ettd jopa neljannekselle molekyylidiagnoosi
tarjosi mahdollisuuden tismahoitoon.

Eksomisekvensointitutkimuksen raportin si-
sdlto ei ole vield laajasti standardoitu, ja siithen
saattavat kuulua ainakin TAULUKOSSA 2 esitellyt
varianttiluokat (11).

Mahdollisia syiti sille, ettd tautia aiheuttavaa
geenivirhettd ei 16ydetd, on monia. Useimmat
nykyisin kidytossd olevat eksomirikastusmene-
telmit kattavat suurimman osan geenien pro-
teiinia koodaavista alueista (yli 95 %), mutta
esimerkiksi geenien ei-koodaavat alueet, kuten
S ja 3-UTR, on jitetty rikastuksen ulkopuo-
lelle sekvensointikustannuksen pienentimi-
seksi. Keskimiirdisen lukusyvyyden lisddmi-
nen lisdd analyysin hintaa mutta ei tuo kaikkia
geenialueita analyysin piiriin. Datan analyysii
vaikeuttavat geenit, joista on genomissa useita
kopioita tai valegeenejd, koska luettujen sek-
venssien rinnastusta ei voida tehdd luotettavas-
ti. Geenivirhe jda mahdollisesti havaitsematta
my0s, jos se sijaitsee geenien koodaavan alueen

TAULUKKO 2. Eksomisekvensointiraportti (11).

Varianttiluokka Tyypillisesti
raportoitu
varianttien
lukumaara

Vahingolliset mutaatiot, jotka toden- 0-2

nakoisesti aiheuttavat tutkittavan poti-

laan taudin

Potilaan sairauteen mahdollisesti liitty- 2-10

vat variantit, joiden merkitysta ei nyky-

tiedon valossa pystyta arvioimaan'

Mutaatiot, jotka aiheuttavat ladketie- 0-1

teellisesti hoidettavissa olevia sairauksia,

jotka eivat ole potilaalla vield ilmenneet,

ns. sattumaldydokset’

Peittyvasti periytyvien tautien tunnettu- 0-1

jen tautimutaatioiden kantajuus

Ladkeainemetaboliaan vaikuttavat 0-4

variantit

'Niin sanottu VUS = variant of unknown significance
2Useimmin havaitut sattumaldydokset: rinta- ja munasarja-
syOpaalttius (BRCA2, BRCA1), syddmen johtumishairiot ja
rytmihdiriot (DSC2, KCNQ1, SCN5A), Marfanin oireyhtyma
(FBN1), hypertrofinen kardiomyopatia (MYL2), perinnolli-
nen ei-polypoottinen paksusuolisydpa (PMS2)
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ulkopuolella tai jos taudin aiheuttaa deleetio,
monistuma tai muutos toistojaksossa, joita ny-
kyiset sekvensointimenetelmit eivit aina 16yda.
Negatiivisen tulokseen voi johtaa sekin, ettd
taudin aiheuttavaa geenid ei ole vield tunnis-
tettu tautigeeniksi ja ettd kykymme tunnistaa
havaittu variantti tautia aiheuttavaksi on rajalli-
nen. Tdmin vuoksi negatiivinen eksomisekven-
sointitulos ei sulje pois geneettistd syytd poti-
laan taudin taustalla.

Useat diagnostista eksomisekvensointia tar-
joavat laboratoriot analysoivat potilasdatan
sadnnollisin tai epasdannollisin viliajoin uudel-
leen, jolloin edellisen analyysin jilkeen rapor-
toidut uudet tautigeenit voidaan ottaa mukaan
analyysiin. Till6in diagnoosiin voidaan paistd
vield kuukausien tai vuosienkin kuluttua tutki-
muksen tekemisesta.

Lopuksi

Eksomisekvensointi on nopea, luotettava ja
kustannusvaikuttava menetelmid useimpien
genomissamme esiintyvien muutosten havait-
semiseen. Taman vuoksi sitd tulisi hyodyntia
diagnostisena tutkimuksena silloin, kun mah-
dollinen sekvensointitulos voi johtaa tismal-
liseen diagnoosiin, vaikuttaa merkittévisti sai-
rauden hoitoon ja ohjata potilaan perinnélli-
syysneuvonnan piiriin. Merkittavin haaste
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eksomisekvensointitulosten tulkinnassa on
erottaa merkityksettomit muutokset sairauden
aiheuttavista muutoksista. Genomitiedon li-
sddntyminen ja jatkuvasti lisddntyvi luotettava
verrokkidata eri vdestdistd helpottavat jatkossa
eksomidatan tulkintaa. Harvinaisten mutaatioi-
den erilainen esiintyvyys eri viestdissd puoltaa-
kin tarvetta vdestokohtaiseen verrokkidataan ja
potilaan etnisen taustan tuntemiseen.

Erittdin tirkedd olisi my6s pystyd hyodynta-
main kliinisend tutkimuksena tehdyn eksomi-
sekvensoinnin dataa jatkossa tieteellisissa tutki-
muksissa, kun potilas antaa siithen suostumuk-
sensa. Tama voi lyhyella aikavililld tuottaa uut-
ta tietoa sairauksien syistd ja nopeuttaa potilaan
omankin diagnoosin selvidmistd sekd pitkalld
tahtdimelld kasvattaa kansallista genomitieto-
varantoa. Suomessa valmistellaan kansallisen
genomistrategian konkreettista toteuttamista,
muun muassa kansallisen genomikeskuksen
perustamista. Se mahdollistaa olemassa ole-
van genomidatan tallentamisen ja paremman
hy6dyntimisen sekd kliinisesti ettd tutkimuk-
sellisesti. Tamd valmistelutoiminta tarjonnee
mahdollisuuksia my6s tuotetun genomidatan
pitkdaikaissailytykselle ja kaytolle. Ennen kuin
kansallinen genomikeskus on toiminnassa, tuli-
si kaikkien genomidataa hy6dyntivien tahojen
kantaa vastuuta datan sdilyttimisestd tulevai-
suutta varten lain sallimissa puitteissa. B
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SUMMARY
Who would benefit from exome sequencing?

Next-generation sequencing methods have revolutionized the possibilities for analyzing the human genome. Sequencing
the exome, the protein-encoding portion of the genome, is used, in addition to research, in clinical medicine, especially in
the diagnosis of rare hereditary diseases, congenital developmental disorders and cancer. Using exome sequencing as a
diagnostic test is justified when the results could lead to an accurate diagnosis, significantly influence the treatment and
genetic counseling. It is a reliable method for detecting single base mutations as well as minor deletions and insertions.
However, with current methods the reliable analysis of larger changes in the number of copies, the length of repeats and
areas present in multiple copies in the genome is challenging. Every human has many mutations in their exome, and
distinguishing between insignificant and pathogenic mutations is thus a key challenge when interpreting the results of

exome sequencing.

487

Kenelle eksomisekvensointi?



P NAIN TUTKIN

KIRJALLISUUTTA

Ku CS, Naidoo N, Pawitan Y. Revisiting
Mendelian disorders through exome se-
quencing. Hum Genet 2011;129:351-70.
Yang Y, Muzny DM, Reid JG, ym. Clinical
whole-exome sequencing for the diagno-
sis of mendelian disorders. N Engl J Med
2013;369:1502-11.

Green RC, Berg JS, Grody WW, ym. ACMG
recommendations for reporting of in-
cidental findings in clinical exome and
genome sequencing. Genet Med 2013;
15:565-74.

Tennessen JA, Bigham AW, O’Connor TD,
ym. Evolution and functional impact of
rare coding variation from deep sequen-
cing of human exomes. Science 2012;
337:64-9.

MacArthur DG, Balasubramanian S, Fran-
kish A, ym. A systematic survey of loss-

of-function variants in human protein-
coding genes. Science 2012;335:823-8.
Kong A, Frigge ML, Masson G, ym. Rate of
de novo mutations and the importance of
father’s age to disease risk. Nature 2012;
488:471-5.

Botstein D, Risch N. Discovering genoty-
pes underlying human phenotypes: past
successes for mendelian disease, future
approaches for complex disease. Nat Ge-
net 2003;33(Suppl):228-37.

Manrai AK, Funke BH, Rehm HL, ym.
Genetic misdiagnoses and the poten-
tial for health disparities. N Engl J Med
2016;375:655-65.

Lu JT, Campeau PM, Lee BH. Genotype-
phenotype correlation — promiscuity in
the era of next-generation sequencing.
N EnglJ Med 2014;371:593-6.

10.

11.

12.

13.

Van Driest SL, Wells QS, Stallings S, ym.
Association of arrhythmia-related genetic
variants with phenotypes documented in
electronic medical records. JAMA 2016;
315:47-57.

Yang Y, Muzny DM, Xia F, ym. Molecular
findings among patients referred for
clinical whole-exome sequencing. JAMA
2014;312:1870-9.

Saudi Mendeliome Group. Comprehensi-
ve gene panels provide advantages over
clinical exome sequencing for Mendelian
diseases. Genome Biol 2015;16:134.
Stray-Pedersen A, Sorte HS, Samarakoon
P, ym. Primary immunodeficiency di-
seases: genomic approaches delineate
heterogeneous Mendelian disorders. J
Allergy Clin Immunol. Julkaistu verkossa
16.7.2016. DOI 10.1016/j.jaci.2016.05.042.



