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Koko transkriptomisekvensoinnin (RNAseq)
kaytto neuromuskulaaritautien
tutkimuksessa ja diagnostiikassa

PERINNOLLISIA neuromusku-
laaritauteja on aikaisemmin pidet-
ty suhteellisen harvinaisina Suomes-
sa ja taten vihemmadn tdrkeind ter-
veyden kannalta yleisesti. Itse asiassa
ndiden tautien esiintyvyys Suomes-
sa on kuitenkin arvioitu olevan noin
2/1000. Tama on samalla tasolla joi-
denkin muiden yleisten hermoston
rappeutumishdirididen kanssa, ku-
ten esimerkiksi Parkinsonin taudin
ja multippeliskleroosin (MS) (1, 2).
Taman perusteella Suomessa 16ytyisi
noin 10 000 henkil6d, jotka kdrsivdt
jostakin perinnéllisestda neuromusku-
laaritaudista. Nykyiset arvioinnit viit-
taavat siihen, ettd oikea mdaira voi-
si olla jopa korkeampi, varsinkin kun
monet potilaat jadvit ilman tarkkaa
molekyylitason diagnoosia. Taméa on
merkittdvd terveysongelma, koska oi-
kea geneettinen diagnoosi on erittdin
tdrkedd neuvonnan ja hoitojen kan-
nalta sekd my0s virheellisten hoito-
jen valttamiseksi (3, 4).
Lihassairaudet kuuluvat neuro-
muskulaaritauteihin. Suurin osa li-
hassairauksista on perinndllisid, yh-
destd geenistd johtuvia. Télla hetkel-
14 on yli 200 tunnettua geenid, joi-
den tiedetddn liittyvédn lihassairauk-
siin. Lihassairauksia on kuitenkin ku-
vattu maailmalla paljon enemman,
mika viittaa siihen, ettd kaikkia lihas-
sairauksille altistavia geenejd ja nii-
den variantteja ei vield ole tunnistet-
tu. Monilla potilailla on oireita, jotka
ovat yhteensopivia tunnettujen lihas-
sairauksien kanssa, mutta tautia ei ole
vield pystytty yhdistdimddn tiedossa
oleviin alttiusgeeneihin.
Perinndllisissd lihassurkastumis-
taudeissa ndhdéddn usein valikoivaa
lihasten vaurioitumista huolimatta
tautigeenien ilmentymisestd kaikis-
sa tai monissa lihaksissa, sekd usein
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my6s muissa kudoksissa. Surkastumis-
ta ndhdddn aluksi usein vain tietyis-
sd lihaksissa. Esimerkiksi tibiaalisessa
lihasdystrofiassa tauti alussa ilmenee
vain "jalan-nosto” lihaksessa, tibialis
anteriorissa. Yksi tavoitteistamme on-
kin selvittdd miksi taudit ilmenevit
vain tietyissd lihaksissa vaikka geenit
ilmenevaét kaikissa tai monessa lihak-
sessa.

Niin kutsuttujen seuraavan suku-
polven sekvensointimenetelmien
(eng. Next Generation Sequencing,
NGS) kehittyminen on merkittavas-
ti vauhdittanut tauteja aiheuttavien
mutaatioiden tunnistusprosessia.
Kohdennetut NGS-paneelit (TNGS),
koko eksomisekvensointi (WES) ja
koko genomin sekvensointi (WGS)
ovat nykyddn rutiinimenetelmia se-
ki perinnollisten tautien perustutki-
muksessa ettd yhd enemmissd maérin
my0s nditten sairauksien diagnostii-
kassa. Koko genomin transkriptomi-
sekvensointi (RNAseq), joka lasketaan
myo6s NGS-menetelmdksi on erin-
omainen uudempi menetelmd, jolla
voidaan analysoida biologisten nayt-
teiden geenien ilmentymisprotfiilia ja
sekvensseja samanaikaisesti. Kaikki
ndmd menetelmét ovat huomattavas-
ti halventuneet viime vuosien aikana
(ks. esimerkki kustannuskehityksestd
National Human Genome Research
Institute; https://www.genome.gov/
about-genomics/fact-sheets/Sequen-
cing-Human-Genome-cost).

Jotta voisi tutkia geenien ilmentymi-
sen poikkeavuuksia sairaista kudoksis-
ta, tdytyy ensin tuntea kyseisten gee-
nien ilmentyminen normaalikudok-
sissa. Tdta varten RNAseq:11a on ana-
lysoitu naytteitd, jotka ovat perdisin
alaraajojen luustolihasnaytteistd yksi-
16iltd, jotka eivit tiettdvasti ole sairas-

taneet lihastauteja. Analyysit osoitti-
vat merkittavid eroavuuksia geenien
ilmentymisessd anatomisesti eri li-
haksissa sekd geenien useiden erilais-
ten isomuotojen ilmentymistd samas-
sa lihaksessa. Tulokset osoittivat myds
mahdollista yhteyttd ilmentymisero-
jen ja perinnoéllisissd lihastaudeissa
ndhtdvin tiettyjen lihasten sairastu-
misen valilld. Tama viittaa siihen, et-
td lihasgeenien erilainen ilmenemi-
nen eri lihaksissa on yksi madrddva
tekijd tiettyjen lihasten osallisuudesta
lihassurkastumataudeissa (5, 6).

Titiinigeenin (TTN) mutaatioiden on
tdhdn mennessd raportoitu olevan
useiden erilaisten lihassairauksien
syynd. Ndihin sairauksiin, joita kut-
sutaan kollektiivisesti titinopatioik-
si, kuuluu luustolihas- ja syddnsaira-
uksia tai niiden yhdistelmia (7). TTN-
geenin koodaama titiiniproteiini on
pisin tunnettu proteiini luonnos-
sa. Titiiniproteiini on hyvin keskei-
nen lihaksen perusrakenteen - sarko-
meerin - rakenteen ja toiminnan kan-
nalta. Geenin valtava koko (yli 100
kiloemadstd) tekee analysoinnin pe-
rinteiselld Sanger-sekvensointimene-
telmalld kidytdnnossd mahdottomak-
si. Geenin suuresta koosta johtuen
samalla yksilolld voi olla useita har-
vinaisia TTN-variantteja, ja oikean
aiheuttavan mutaation tunnistami-
nen vaarattomien varianttien jou-
kosta voi ndin ollen olla haastavaa.
Proteiinista tunnetaan useita vaih-
toehtoisia isomuotoja, ja ndiden iso-
muotojen ilmentyminen on osittain
myo0s lihasspesifistd. Eri lihaksissa siis
ilmenee vaihtelevia méaria tai erilai-
sia isomuotoja lihasgeeneistd. TTN:n
silmukointia on tutkittu RNAseqilla
ja on loydetty aikaisemmin tunnis-
tamattomia isomuotoja (ks. kuva 1).
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Niiden tarkkaa funktiota ei vield tun-
neta, mutta tutkimus osoitti, etta ti-
tiinin silmukointi luustolihaksissa on
monimuotoisempaa kuin aikaisem-
min arveltiin. Tdma tieto on tarkeas,
kun halutaan tutkia TTN-varianttien
kliinistd merkitystd lihaksissa. Vaikka
taustalla olevat molekyylitason me-
kanismit, jotka selittavat lihasten va-
likoivaa osallistumista lihastaudeissa,
tunnetaan edelleen huonosti, autta-
vat nama tulokset tautimekanismien
selvityksessa.

RNAseq on tdrked ja tdydentd-
vd tyokalu neuromuskulaaristen se-
kd myos kaikkien muiden perinnol-
listen tautien diagnostiikassa ja tut-
kimuksessa. Menetelmda ei ole tois-
taiseksi kdytetty jarjestelmallisesti
perinnollisid lihastauteja tutkittaes-
sa. RNAseq:1ld on kuitenkin hiljat-
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tain raportoitu loytyneen joidenkin
perinnollisten sairauksien aiheuttaja-
mutaatioita. Viimeaikaisia julkaistu-
ja esimerkkejd tastd on tiettyjen mi-
tokondriopatioiden syyn l0ytyminen
potilaiden fibroblasteja tutkimalla.
Toinen esimerkki on kollageeni VI
-tyyppinen dystrofia, joka todettiin
RNAseq:11d kdyttden lihasbiopsioi-
ta (8, 9). Menetelmd laajentaa tut-
kimusmahdollisuuksia ja on teho-
kas tyokalu myds geenien koodaa-
vien alueiden ulkopuolisten variant-
tien sekd ns. hiljaisten koodaavien
alueiden muutosten havaitsemiseksi.
"Hiljaiset muutokset” eivdt aiheuta
muutosta koodaavissa aminohapois-
sa, mutta voivat aiheuttaa muutoksia
esimerkiksi geenin ilmentymistasos-
sa tai silmukoitumisessa. RNAseq:11a
voidaan myos tutkia geenien ilmen-

dosentti

Folkhalsan

tymisen muutoksia yksilossd eri ajan-
kohtina tai elamanvaiheissa, otta-
malla nédytteitd eri ajanjaksoina sa-
masta kudoksesta. Koska menetel-
madé voidaan kdyttdd taudin seuran-
nassa, voidaan ymmartda paremmin
taudin mekanismia molekyylitasolla.
RNAseq mahdollistaa siis taysin uu-
den analyysitason, joka lisdd onnis-
tuneen diagnoosin mahdollisuutta ja
voi myos helpottaa uusien tautien ai-
heuttavien geenien tunnistamisessa.
RNAseqilla voidaan siis tutkia sai-
rauksia aiheuttavia geenejd ja va-
riantteja tapauksissa, joissa aiemmat
DNA-pohjaiset NGS-menetelmait ovat
epdonnistuneet. Sitd voidaan myos
kdyttdd ensimmadisend testind joissa-
kin tapauksissa. Menetelmailld voi-
daan lisdksi seurata geenien erilais-
ta ilmentymistd eri ajanjaksoina seka
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Kuva 1. Esimerkkejdi
geenin transkriptien
vaihtoehtoisesta
silmukoinnista ja
uusien isomuotojen
loytymisestd.

A) Geenin eksoni 10
yhdistyy/silmukoituu
uudella tavalla eksonin
12 ja 13 kanssa, seki
agaroosigeelikuva
kyseisistd RNA
isomuotofragmenteista.
B) Agaroosigeeli kuva
eri pituisista RNA
isomuotofragmenteista.
C) Esimerkki miten eksonit
1-9 geenissd voivat
yhdistyd uudella tavalla
RNA isomuodoissa.
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analysoida paremmin eri lihasten va-
lisid eroja. Saatu datan mddrd on kui-
tenkin huomattavasti suurempi kuin
DNA-pohjaisilla NGS-menetelmilla.
Tama tekee tulosten analyysistd huo-
mattavasti haastavampaa. Bioinfor-
maattisia analyysimenetelmid kehite-
tddn siksi jatkuvasti sekd diagnostiik-
ka- ettd tutkimustarkoituksia varten.

Talla hetkelld suuri osa lihastautipo-
tilaista ei saa lopullista geneettista
diagnoosia, jos kdytetddan DNA-poh-
jaisia NGS-menetelmid. RNAseq:11a
voidaan nyt testata suoraan néyttei-
td sairaasta kudoksesta, yleensa lihas-
biopsioista. Tdlld tavalla voidaan ha-
vaita sairauteen mahdollisesti liittyvi-
en geenien poikkeava ilmentyminen
tietyissd lihaksissa sekd poikkeavuuk-
sia my0Os muiden lihasgeenien ilmen-
tymisessd. Voimme tutkia poikkea-
vaa silmukointia, tiettyjen isomuoto-
jen poikkeavaa esiintymistd sekéd esi-
merkiksi eri geenivarianttien yli- tai
aliekspressiota. RNAseq:11d on mah-
dollista havaita my0s geneettinen
mosaikismi, eli eri alleelien esiinty-
minen ja ekspressio eri kudoksissa.
Potilailla saattaa myds olla erilaisia
héirioitd lihasgeenien ilmentymises-
sd eri elamédn vaiheessa. Esimerkik-
si sikiovaiheessa voi ilmentyd ongel-
mia, jotka vaikuttavat lihasten kehi-
tykseen haitallisesti, mutta jotka pa-
lautuvat myohemmin eldmdéssd. Li-
hakset, jotka eivdt muodostu sikio-
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RNAseqg-analyysi perustuu suhteelli-
sen lyhyisiin sekvensseihin. Alusta-
via RNA-tason tuloksia, jotka 10yty-
vit RNAseq:1ld, voidaan varmistaa ja
tarkentaa muilla niin sanotun kol-
mannen sukupolven sekvensointi-
menetelmilld. Nditd ovat esimerkik-
si hyvin pitkien PCR-tuotteiden sek-
vensointi yli eksonirajojen, PACbio-
(enintddn 30 KB) tai Oxford Nano-
pore Technologies (yli 100 KB) -me-
netelmilld. Pitkien sekvenssien avul-
la voidaan tunnistaa paitsi yksittdi-
set silmukoinnin liitoskohdat myds
liitostapahtumien ryhmaét, sekd mi-
ten ne on yhdistetty toisiinsa pitkissa
transkripteissa. RNAseq:11d 1oydetyt
mahdolliset patogeeniset muunnok-
set voidaan tarkistaa edelleen esimer-
kiksi eri toiminnallisten testien avul-
la. Tdmd voidaan tehdd proteiinita-
son testeilld potilasndytteistd tai esi-
merkiksi solulinjoilla.

Uusi kehittyvd menetelmd on niin

sanottu single-cell RNAseq, joka pe-
riaatteessa mahdollistaa geenien il-
mentymisen analyysin yhdestd ai-
noasta solusta. Timd mahdollistaa
kdytdnndssd analyysin hyvin pie-
nestd lahtomateriaalista. Samaa solu-
linjaa tai kudosta voidaan seurata eri
aikapisteissd, esimerkiksi sairauden
etenemisen mukaan. Voidaan myos
analysoida solujen erilaistumisen
aikana tapahtuvaa geenien ilmen-
tymisen muutosta tietyssa kudok-
sessa. Toinen kehittyvd menetelma
on ribosomin profilointi (RiboSeq),
joka on ribosomiin sitoutuneiden
mRNA-fragmenttien sekvensointi.
Tama tekniikka voi paljastaa miten
mRNA muunnetaan proteiiniksi, se-
kd geenien todellisemmat ilmene-
mistasot.

RNAseq:id kdytetdan yhd enem-
mdn molekyylibiologisten proses-
sien tutkimuksessa. Voidaan tutkia
koko transkriptomia, kohdennetusti
tiettyjen geenien, yksittdisen solun
RNA ilmentymistd tai erilaisten gee-
nien sddtelyyn liittyvien RNA luok-
kien, miRNA, siRNA ym. ilmenty-
mistd. Silld on siis monia sovelluk-
sia genetiikan ja biolddketieteen alal-
la, ja uusia on tulossa. Yhteenveto-
na voi todeta, ettd RNAseq on muut-
tamassa perinnollistd tutkimusta ja
diagnostiikkaa nykyisesta geeni-kes-
keisestd enemmadin yksilollisen ge-
neettisen ilmentymisen tutkimisen
suuntaan. ¢
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