.

- J Tampereen yliopisto

Juulia Saarinen

GENEETTISEN LEIMAUTUMISEN JA
LEIMAUTUMISEN HAIRIOIDEN
VAIKUTUS IHMISESSA

Laaketieteen ja terveysteknologian tiedekunta
Kandidaatintyo
Toukokuu 2022



TIVISTELMA

Juulia Saarinen: Geneettisen leimautumisen ja leimautumisen hairididen vaikutus ihmisessa
Kandidaatinty6

Tampereen yliopisto

Bioteknologia ja biolaaketieteen tekniikka

Toukokuu 2022

Geneettinen leimautuminen on epigeneettinen ilmid, joka tarkoittaa geenien ilmenemisen
rippumista siitd, kummalta vanhemmalta geeni on peritty. Tyon tarkoituksena on selvittda
leimautumisen toimintaperiaate ja vaikutus ihmisen eri prosesseihin, leimautumisen hairididen syyt
ja seuraukset ja selvittaa, voiko keinohedelmoitys lisatd leimautumisen hairidista johtuvien
sairauksien riskia verrattuna spontaanisti hedelmaitettyyn lapseen.

Geneettisessa leimautumisessa leimautuneet geenit hiljennetdan aikuisen alkuitusoluissa
riippuen henkilon sukupuolesta. Nain ollen geeni ilmenee jalkelaisessa vain toiselta vanhemmalta
perittynd. Hiljentamista hallitsevat eri epigeneettiset saatelyjarjestelmat, joista vahvimpana toimii
metylaatio. Leimautumisen mekanismit ovat eristyselementti- ja ei-koodaava RNA -valitteinen
mekanismi. Mekanismin tehtdvana on hiljentdd geenin luentaa. Mekanismin tulee olla sellainen,
etta leima pysyy yksilossa mitoottisten ja meioottisten solunjakautumisten seka hedelmaityksen
l&pi aikuisen alkuitusoluihin asti muuttumattomana. Epigeneettisistd saatelyjarjestelmista
metylaatio on ominaisuuksiltaan sellainen, etta se pystyy toimimaan geneettisena leimana.

Ihmisella leimautumista tarvitaan tasapainoiseen kehitykseen jo ennen syntymaa seka kas-
vuun, kehitykseen ja hermoston toimintaan syntyman jalkeen. Leimautumisen hairiét ovat laaja
joukko kromosomien, geenien ja epigenomin mutaatioita, jotka aiheuttavat leimautumisen
toimintaan hairion. Hairion seurauksena leimautunut geeni hiljenee taysin, tai leima haviaa ja geeni
iimenee molemmista alleeleista saattaen aiheuttaa haitallista yli-ilmenemista. Hairididen seurauk-
set voivat olla vakavat. Ne aiheuttavat raskauksien keskenmenoja seka erilaisia leimautumisen
hairidistd johtuvia sairauksia. Yleisimpida leimautumisen hairidistd johtuvia sairauksia ovat
Angelmanin, Prader-Willin, Russell-Silverin, sekd Beckwith-Wiedemannin oireyhtymat. Niita
yhdistavat erilaiset kasvuun ja kehitykseen liittyvat hairiot.

Spontaanien mutaatioiden lisdksi on havaittu, ettd mydés hedelmdityshoitojen olosuhteet
saattavat johtaa hairidihin leimautumisessa. Keinohedelmoitys tapahtuu spontaaniin hedelmaityk-
seen verrattuna hyvin erilaisessa ymparistossd. Taman ympariston olosuhteet voivat vaikuttaa
yksildén epigenomiin, joka muodostuu hyvin nopeasti hedelmdityksen demetylaatioaallon jalkeen.
On todettu, ettd kasvatusmaljoilta usein puuttuvat kriittiset aminohapot sekd alkion maljalla
kohtaama oksidatiivinen stressi altistavat alkion epigenomissa tapahtuviin, leimautumista hairitse-
viin mutaatioihin.

Hedelmdityshoidoilla alkunsa saaneilla lapsilla on suurempi todennakdisyys sairastua
Beckwith-Wiedemannin oireyhtymaan kuin spontaanisti hedelmditetyilla lapsilla. Muihin leimautu-
misen hairidista johtuviin sairauksiin ei ole 10ytynyt yhta vahvaa yhteyttéa keinohedelmaitysta ja
spontaania hedelmoitysta verratessa. Kyseessa on kuitenkin suhteellisen uusi teknologia ja hyvin
harvinaiset sairaudet, joten tamanhetkinen tieto aiheesta on melko suppeaa. Hedelmaityshoidoissa
tulevan aidin ja syntyva lapsen turvallisuus tulisi aina menna muun edelle.

Avainsanat: Geneettinen leimautuminen, metylaatio, leimautumisen hairiét, hedelmoityshoidot

Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck —ohjelmalla.
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AS
BWS
CpG
DMR
DNMT
gDMR
ICR
ICSI

ID
IVF

IncRNA
LOI
miRNA
ncRNA
PWS
RSS
UPD

Angelmanin oireyhtyma
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Sytosiini-fosfaatti-guaniini-emaspari

Eri tavalla metyloitu alue (engl. Differentially methylated region)
Metyylitransferaasi

Sukusoluissa eri lailla metyloitu alue, gameettinen DMR

Geneettinen leima, leimautumiskeskus

Koeputkihedelmaitys, jossa kaytetdan mikroinjektiota (engl. Intra Cytoplasmic
Sperm Injection)

Leimautumisen hairidsta johtuva sairaus (engl. Imprinting disorder)
Koeputkihedelmaitys, jossa sukusolut pariutuvat maljalla (engl. In Vitro
Fertilization)

Pitka ei-koodaava RNA

Leiman haviamien (engl. Loss of imprint)

Mikro RNA
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1. JOHDANTO

Taman opinnaytetydn tarkoituksena on perehtya geenien leimautumisen toimintaan, leimautumi-
sen hairidihin ja naista hairidista aiheutuviin kehityshairidihin, seka pohtia, kuinka hedelmoityshoi-
dot vaikuttavat geneettiseen leimautumiseen. Koska geenien leimautuminen on epigeneettinen il-
mio, tydssa selvitetddn tarkemmin, mita epigenetiikka tarkoittaa, ja mita yksi sen hyvin vahvasti

leimautumiseen liittyva ja tata ilmiéta aiheuttava osa-alue, metylaatio, tarkoittaa.

Diploidisissa soluissa suurin osa geenista 16ytyy kahtena kopiona, isalta ja aidilta perittying, joista
molemmat alleelit ovat aktiivisia. Valilld on kuitenkin tarkoituksenmukaista, etta toinen vastingee-
neista iimenee ja toinen on hiljennetty. Tasta on istukallisilla nisdkkailla ja pussieldimilla kaksi esi-
merkkid: geneettinen leimautuminen ja X-kromosomin inaktivaatio. Naissa tapauksissa geenista
iimenee vain toinen alleeli. Geneettisesta leimautumisesta puhutaan, kun vastingeenin hiljenemi-

nen on jarjestelmallista ja riippuu siitd, kummalta vanhemmalta geeni on peritty. (Horsthemke 2014)

Leimautuminen syntyi istukallisten nisakkaiden evoluutiona aikana, kun istukalliset nisakkaat erka-
nivat munimalla lisaantyvista nisakkaista. llmié on liitetty vahvasti nisakkaan lisdantymisstrategian
evoluutioon. Eri teoriat ovat kiistelleet leimautumisen synnyn syista. Naista konfliktihypoteesi on
tahan mennessa tunnetuin ja hyvaksytyin hypoteesi. Se selittda ilmiéta uroksen ja naaraan erilaisiin
intresseihin mahdollisimman tehokkaaseen lisdantymiseen. Isdn geenit pyrkivat tuottamaan mah-
dollisimman vahvoja jalkelaisia, kun taas aidin geenit pyrkivat sddstdmaan ja jakamaan resursseja
tasaisesti useita poikueita varten. Konfliktiteoriaa puoltaa ensimmaisten leimautuneiden geenien
joukossa loydetty IGF2, joka saatelee ravinnon siirtymista istukan ja aidin valilla. (Renfree ym.
2009)

Geneettisella leimautumisella on tarkea rooli alkion varhaisen kasvun ja kehityksen tasapainotta-
misessa. Lisdksi sen hairidt ovat syy tiettyjen perinnéllisten sairauksien patogeneesissa eli taudin
synnyssa. Kun toinen geeni on hiljentyneena, mutaatiot aktiivisessa geenissa aiheuttavat herkasti
kehityshairioita, kun niiden vajaata toimintaa ei ole paikkaamassa toinen, toimiva alleeli. Leimau-
tumisen hairidistad johtuvia sairauksia tunnetaan useampia, mutta niiden patogeneesi ei aina ole
selvilla. Tasta syysta onkin pohdittu, voiko hedelmdityhoidot vaikuttaa leimautumiseen ja siten li-

sata leimautumisen hairidista johtuvien sairauksien riskia.



2. GENEETTISEN LEIMAUTUMISEN TOIMINTA JA VAI-
KUTUS YKSILOON

Geenien leimautuminen on yleinen epigeneettinen ilmid, jossa yksilossa tiettyjen geenien ilmene-
minen riippuu siitd, kummalta vanhemmalta geeni on peritty. Geneettisesti leimautunut vastingeeni
hilienee, ja leimautumaton vastingeeni iimenee. Tassa luvussa kasitelldan epigeneettisia saately-
jarjestelmia geneettisen leimautumisen taustalla, leiman muodostumista ja yllapitoa seka leimau-
tumisen vaikutusta ihmisen eri prosesseissa: alkion ja istukan kehityksessa, vastasyntyneen kas-

vussa ja kehityksessa seka aivojen toiminnassa. (Barlow & Bartolomei 2014)

2.1 Leimautumisen epigenetiikka

Epigenetiikalla tarkoitetaan muutosta geenin toiminnassa solun tarpeiden mukaan ilman, etta
DNA:n emasjarjestys muuttuu. Epigeneettiset muutokset periytyvat tytarsolulle solunjakautumi-
sessa, mutta niitd on myods mahdollista ohjelmoida soluun kokonaan uudestaan. Epigeneettinen
muovautuminen on voimakkainta varhaisen sikionkehityksen aikana, kun solut erilaistuvat eri ku-
doksiksi. Ihmisen genomin epigeneettisia saatelyjarjestelmia ovat metylaatio, histonimodifikaatiot
ja ei-koodaavat RNA:t. (Aittomaki ym. 2016, s. 82)

Geneettisten leimojen on todistettu iimenevan tapauksissa, joissa kromosomit ovat keskenaan tay-
sin identtiset. Tama tarkoittaa sita, etta leimautumisen mekanismi on epigeneettisten saatelyjarjes-
telmien tulosta eivatka leimat muuta DNA-sekvenssia. Geneettisessa leimautumisessa geenien il-
mentymistd saadelldan epigeneettisesti kahdesta vastingeenista vain toisessa sen alkuperan mu-
kaan. Eniten tutkittu ja parhaiten tunnettu epigeneettisen saatelyn muoto on DNA:n metylaatio, ja
silla on todistettu olevan suuri merkitys geneettisen leiman syntymisessa ja yllapidossa. Se ei kui-
tenkaan ole ainoa leimautumiseen vaikuttava mekanismi, vaan myods histonimodifikaatioilla ja pit-

killd ei-koodaavilla RNA:illa uskotaan olevan vaikutusta ilmiéon. (Barlow & Bartolomei, 2014)

DNA-metylaatio tarkoittaa metyyliryhman (-CHjs) liittdmista kovalenttisella sidoksella DNA:n sytosii-
ninukleotidiin (lyhenne "C”), selkarankaisilla tarkemmin guaniininukleotidin (lyhenne "G”) vieressa
CpG-kohdassa sijaitsevaan sytosiininukleotidiin. CpG-kohta tarkoittaa sytosiini-fosfaatti-guaniini-
emasparia, jossa DNA:n §’-paasta 3’-paan suuntaan luettuna sytosiinia seuraa guaniini. Tallaisia
ryhmittymia on paljon DNA:n toistojaksoissa ja promoottorialueilla, ja niitéd kutsutaan CpG-saarek-
keiksi (engl. CpG islands, CGl). (Kuva 1). CpG-saarekkeesta puhutaan, kun alueen GC-% on vyl
50% ja alue on yli 200 emasparia pitka. (Alberts ym. 2010, s.288)
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Kuva 1. Sytosiinin rakenne ja metylaatio, sekd CpG-saarekkeen rakenne. Sytosiinit metyloitu-
vat metyylitransferaasien vaikutuksesta, jolloin sytosiinin 5-hiileen liittyy metyyli. CpG-saarekkei-
den sytosiinit ovat leimautuneessa geenissé usein metyloituneet. Tehty BioRenderilld, muokattu

ldhteesté (Alberts ym. 2010, s. 288)

Metyyliryhman liittdmisestd DNA:n edelld mainittuihin kohtiin vastaavat metyylitransferaasit
(DNMT:t). Metyylitransferaaseja on erilaisia, ja niiden tehtavat eroavat toisistaan. Esimerkiksi
DNMT1-metyylitransferaasientsyymi huolehtii metylaation sailymisesta solunjakautumisen yli, kun
DNMT3A- ja DNMT3B-metyylitransferaasietsyymit vastaavat uusien metylaatioiden luomisesta.
(Aittomaki ym. 2016 s. 82) Metylaation seurauksena metyloituneen sytosiinin kolmiulotteinen ra-
kenne muuttuu niin, etta transkriptiokoneiston tai transkriptiotekijoiden paasy tai niiden kiinnittymi-
nen alueelle estyy. Nain metylaatio vaikuttaa geenin luentaan repressiivisesti. Metyyliryhmia on
myo6s mahdollista poistaa sytosiininukleotideista joko aktiivisella demetylaatiolla eri entsyymien toi-
mesta tai passiivisella demetylaatiolla niin, ettd DNA:n replikaation yllapitometylointi epaonnistuu.
(Barlow & Bartolomei 2014)

Leimautumisen syntyyn ja saatelyyn vaikuttavat erityisesti eri tavalla metyloidyt alueet eli niin kut-
sutut DMR:t (engl. differentally methylated regions, DMRs). Nailla tarkoitetaan kahden eri alleelin
valistd DNA-metylaation eroa. DMR:t voivat olla itsessdan geneettinen leima, mikali metylaatio
muodostuu gametogeneesin eli sukusolujen muodostumisen aikana ja se pysyy paikallaan viela
somaattisissa soluissa. Talldin puhutaan gameettisista DMR:ista, gDMR:ista (engl. gametic DMRs,
gDMR). DMR:t voivat my6s vaikuttaa leimautumisen aikaansaamaan alleelien hiljentamiseen, mi-
kali alue metyloidaan vasta, kun alkio on diploidi, ja talldin kyseessa on somaattinen DMR (eng|.
somatic DMRs). (Barlow & Bartolomei 2014). Bartolomei ja Ferguson-Smith (2011) toteavat, etta
vain metylaatio tayttaa kaikki tiukat vaatimukset, joita leiman muodostuminen ja yllapito vaativat, ja
on sen vuoksi suurin epigeneettinen geneettisen leimautumisen tekija. Metylaation merkitykseen

leimautumisen synnyssa ja yllapidossa palataan tarkemmin seuraavassa luvussa.

Histonimodifikaatiot ovat toinen epigeneettisistéd saatelyjarjestelmista. Histonit ovat proteiineja,
jotka pakkaavat DNA:ta tiiviimmaksi kromatiiniksi, jonka yksikko on nukleosomi. Kukin nukleosomi



koostuu neljasta eri histoniproteiiniparista (H2A, H2B, H3, H4), histoniparien ymparille kietoutu-
neesta DNA-juosteesta ja kokonaisuutta tukevasta histoniproteiinista H1. Kromatiinin tiiviys saate-
lee geenien aktiivisuutta. Loyha kromatiini, eukromatiini, on aktiivisempaa ja tiivis kromatiini, hete-
rokromatiini, epaaktiivisempaa. Pakkausaste vaikuttaa suoraan transkriptiotekijdiden paasemiseen
kromatiinin sisdan, jotta luenta kaynnistyy, ja siten solun kykyyn lukea geenia transkriptiossa. Kro-
matiinin rakenteeseen vaikuttaa edella esitelty DNA:n metylaatio, mutta myos histoneissa olevien
hantien muokkaus. (Aittomaki ym. 2016, s. 82-83)

Histoneiden hannissa olevat aminohapot ovat usein kemiallisen muokkauksen kohteena translaa-
tion jalkeen. Muokkausvaihtoehtoja ovat esimerkiksi hantien metylaatiot, asetylaatiot ja fosfory-
laatiot, jotka vaihtoehdosta riippuen joko aktivoivat tai hiljentavat geenia. Histonihdntien muok-
kausta hoitavat eri entsyymit, esimerkiksi erilaiset metyyli- ja asetyylitransferaasit. Kromatiinin avoi-
muutta voidaan eri entsyymien avulla muuttaa tarvittaessa nopeastikin tarvittavan aktivaatiotilan
mukaan. (Aittomaki ym. 2016, s. 82). Tata kromatiinin rakenteeseen vaikuttavaa histonin hannan
muokkausta kutsutaan histonimodifikaatioksi. Histonimodifikaatiot ovat toinen todennakdinen peri-
man leimautumisen aiheuttaja, silla ne voisivat tayttdd samat geneettisen leimautumisen vaatimuk-
set kromatiinin aktiivisuuteen vaikuttamalla kuin metylaatiokin. Niiden roolin uskotaan olevan kui-
tenkin metylaatiota pienempi, ja niitd on tutkittu huomattavasti vahemman. (Barlow & Bartolomei
2014)

Kolmas epigeneettinen saatelyjarjestelma on ei-koodaavat RNA:t (engl. non-coding RNA, ncRNA).
Suurin osa ihmisen RNA:ista on ei-koodaavia RNA:ita. Ne ovat joukko erilaisia RNA:ita, joiden
pohjalta ei synny proteiinituotetta. Naitd ovat esimerkiksi pitkat ei-koodaavaat RNA:t (engl. long
non-coding RNA, IncRNA) seka erilaiset pienet RNA:t, kuten mikro-RNA:t (miRNA). Kukin naista
on erikoistunut omiin saatelytehtaviinsa. Pitkat, ei-koodaavat RNA:t ovat yli 200 nukleotidia pitkia,
ja niilld on lukuisia erilaisia tehtavia. Tehtaviin kuuluu esimerkiksi proteiineja koodaavien geenien
transkription saately, joka kaytanndssa hiljentda geenin luentaa kromatiinia muokaten, lahetti-
RNA:han kohdistuva transkription jalkeinen saately ja DNA:n eheydesta huolehtiminen. (Statello
ym. 2022)

Pienet, noin 20-30 nukleotidia pitkat, ei-koodaavat miRNA:t saatelevat kohdegeeniensa aktiivi-
suutta sitoutumalla ndiden koodaamien lahetti-RNA-molekyylien emasjarjestykseltdan taysin tai
osittain komplementaariseen kohtaan saaden aikaan niin kutsutun hiljennyskompleksin (engl.
RNA-induced silencing complex, RISC). Hiljennyskompleksin avulla kyseinen lahetti-RNA tunnis-

tetaan ja vaihtoehtoisesti joko hajotetaan tai translaatio estetaan. (Aittomaki ym. 2016, s. 83-84)

Barlow ja Bartolomei (2014) toteavat kaksi syyta, miksi INcCRNA voi vaikuttaa leimautumiseen. En-

sinnakin IncRNA:t osoittavat yleensa vastavuoroista vanhemmille spesifisté ilmentymista verrat-



tuna leimautuneihin, 1ahetti-RNA:ta koodaaviin geeneihin. Toiseksi DMR:t, jotka kantavat gameet-
tista metylaatiota ja siten saatelevat leimautumista, limittyvat IncRNA:iden promoottorialueiden
kanssa hyvin usein. Samassa yhteydessa lyhyiden ei-koodaavien RNA:iden on todettu osallistuvan

leimautuneiden geenien hiljentamiseen.

Epigeneettisille muutoksille on tunnusomaista niiden mitoottinen periytyminen tytarsolulle solun-
jakautumisen yhteydessa. Meioottinen periytyminen ei ole epigeneettisilla muutoksilla yleista, silla
alkio kay hedelmdityshetken jalkeen lapi koko genomin laajuisen uudelleenohjelmoinnin, jossa tal-
laiset muutokset pyritdén poistamaan. (Aittomaki ym. 2016, s. 84). Tasta syysta geneettista lei-
mautumista voidaan pitda ihmisen epigeneettisen saatelyn erikoistapauksena, jossa muutokset
pysyvat soluissa meioosin ja hedelmoityksen lapi. DNA:n metylaatio on padosassa leiman muo-
dostumisessa ja sen yllapidossa. Histonimodifikaatioilla ja ncRNA:illa voi olla vaikutusta leimautu-
misessa, mutta niiden vaikutusta ilmiddn on vahemman tutkittu kuin metylaation. Vaikka vain toinen
vastinalleeli leimautuneista geeneista ilmenee, tulee muistaa, ettei geneettinen leimautuminen ole
valttdmatta vain geeneja hiljentava prosessi, vaan se voi sdadella geenien ilmentymista muillakin
tavoin, jotta geenien ilmentymiselle aiheutuu vanhempainkohtaisia eroja. (Barlow & Bartolomei
2014)

2.2 Leimautumisen mekanismi ja leiman synty ja yllapito

Geenien leimautuminen tarkoittaa geenin hiljentamista pohjautuen siihen, onko geeni peritty ma-
ternaalisesti eli didiltd vai paternaalisesti eli isaltd. Tassa luvussa perehdytaan leiman mekanismiin
ja toimintaan, sen syntyyn embryogeneesin aikana, yllapysymiseen meioottisen ja mitoottisten so-

lunjakautumisten yli ja siirtymiseen yksilosta toiseen.

Geneettinen leima, ICR (engl. Imprinting control region), on intergeeninen tai promoottorialueella
sijaitseva, cis-toimiva, eri tavalla muokattu epigeneettinen alue, joka aikaansaa joko yksittaisten
geenien tai geeniklusterien hiljenemista. Cis-toimivat alueet vaikuttavat diploidisissa soluissa gee-
nin ilmentymiseen vain toisessa kromosomaalisessa alleelissa, kun taas trans-toimivat alueet vai-
kuttavat molempiin alleeleihin samalla tavalla. Geeniklustereilla tarkoitetaan useamman geenin
mittaista, saman saatelyalueen alaisuudessa toimivien geenien kokonaisuutta. (Barlow & Bartolo-
mei 2014). Sukusoluissa gDMR:t voivat toimia geneettisind leimoina. Kuten aiemmassa luvussa
kerrottiin, nama alueet ovat eri lailla metyloidut toisessa sukusolussa, ja metylaatio sailyy sukuso-
lujen yhdistyessa vain yksilon toisessa kromosomissa. Klustereiden ja gDMR:ien toimintaa on tut-
kittu hiirilld poistamalla gDMR alueesta, ja siten havittdmalla leima. Nain saatiin todistettua, etta
gameettiset DMR:t toimivat ICR:ind. (Barlow & Bartolomei 2014).

ICR:t muuttavat geeniklusterien geenien ilmenemista saatelevien elementtien aktiivisuutta. Ge-

neettisen leimautumisen mekanismi on cis-toimiva, joko eristyselementtivalitteinen tai ei-koodaava



RNA -valitteinen. Mekanismeja on havainnollistettu kuvassa 2. Eristyselementtivalitteisessa meka-
nismissa (kuva 2 A) metyloimaton ICR sitoo proteiinin, tarkemmin CTCF-proteiinin, ja muodostaa
nain niin kutsutun eristeen. Tama eriste estda geenin tehostaja-alueita aktivoimasta sen jalkeen
tulevia geeneja. Tehostaja-alueet vuorovaikuttavat transkriptiokoneiston kanssa ja lisdavat geenin
transkriptiota. Vastakkainen, metyloitu ICR ei metylaation vuoksi kykene sitomaan CTCF-proteiinia
ja muodostamaan eristetta, jolloin siind kromosomissa olevat, ICR:n jalkeen tulevat geenit ovat
tehostaja-alueiden saavutettavissa ja siten iimenevat tdssa kromosomista. Ei-koodaava RNA -va-
litteisessa mekanismissa (kuva 2 B) metyloitu ICR sisaltaa IncRNA:n promoottorialueen, joka on
suoraan hiljennetty DMR:n avulla. Tdman kromosomin, jossa IncRNA:n promoottorialue on me-
tylaatiolla hiljennetty, geenit iimenevat. Kromosomissa, jossa promoottorialue toimii, geenit hiljene-
vat. (Lewis & Reik 2006; Barlow & Bartolomei 2014)

A /* _____.,____,...-- — :
d IGF2 ICR _

IGF2 | ICR H19 Q
B >
IG ICR Inc-RNA |

?

Kuva 2. Leimautumisen mekanismit. Kuvassa on havainnollistettu leimautumisen kahta eri
mekanismia, eristyselementtivélistéd (A) ja ei-koodaava RNA -Vilitteistd (B) yhden kromosomipa-
rin avulla. A kuvaa eristyselementtivélitteistd mekanismia, jossa metyloituun leimautumiskeskus-
keen sitoutuva CTCF-proteiini vaikuttaa alueen geenien ilmenemisen séételyyn. Téllda mekanis-
milla kuvassa esiintyvét, paljon tutkitut leimautuneet geenit IGF2 ja H19 hiljenevét. B kuvaa Inc-
RNA-Vélitteistd& mekanismia, jossa leimautumiskeskuksen yhteydessé sijaitseva Inc-RNA:n pro-

moottorialue séételee geenien ilmenemista. Tehty BioRenderilld, muokattu lahteisté (Barlow &
Bartolomei 2014; Kim ym. 2015).
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Tumansiirtotekniikan mahdollistamien hiirikokeiden ja identifioitujen, leimautuneiden geenien poh-
jalta on tultu seuraaviin geneettista leimautumista koskevaan tutkimustuloksiin: leimautumisen syk-
liin kuuluu tietyt vaiheet, jotka mekanismin tulee pystya toteuttamaan. Ensimmainen vaihe leimau-
tumisen syklissa on leiman laittaminen sukusoluun jo embryogeneesin aikana, kun aidilta ja isalta
perityt kromosomit ovat erillaan, ja sen tulee pysya samassa kromosomissa muuttumattomana lapi
hedelmoéityksen ja alkion varhaisten demetylaatioaaltojen. Leiman tulee olla somaattisissa soluissa
periytyva niin, etta tieto vanhemman alkuperasta sailyy mitoottisen solunjakautumisen yli, ja leiman
pitdd pystya vaikuttamaan geenien transkriptioon. Syklissa viimeisena leima tulee voida poistaa
uusista kehittyvistd sukusoluista, jotta se voidaan ohjelmoida sukusoluihin uudelleen puhtaalta
poydalta. (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011; Barlow & Bartolomei 2014). Leimautumisen synnyn
ja yllapidon vaiheet esitelldaan kuvassa 3. Naita voidaan kutsua leimautumisen mekanismin perus-
pilareiksi, joista jokainen tulee toteuttaa leimautumisen mekanismin avulla. Epigeneettisista saate-
lyjarjestelmistd DNA:n metylaatio kykenee toteuttamaan kaikki kohdat, ja sen on siksi tutkittu toi-

mivan leimana (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011).

Somaattiset -~ )

solut . .
Alkuitusolu o o o

Sukusolut
Tsygootti .

Alkio . .
Ay

Kuva 3. Leiman synty ja yll&pito. Kuvassa on havainnollistettu leiman yllépitoa yksil6lta toiselle
maternaalisesti leimautuvan geenin avulla. Selvyyden vuoksi kuvassa on vain yksi homologinen
kromosomipari. Sininen kromosomi kuvaa paternaalisesti perittyé ja vaaleanpunainen maternaali-
sesti perittyd kromosomia. Keltainen piste kuvaa paternaalisesti iimenevéé alleelia ja tummanpu-
nainen nelié kuvaa hiljentynytté maternaalista leimaa. Sek& miehellé ettd naisella leimautuminen
toimii samalla tavalla. Leima puretaan molempien sukupuolten alkuitusoluista ja leimataan uudel-
leen samaan kohtaan, jonka sukupuolelle leima kuuluu. Néin leima periytyy oikein yksilén suku-
soluihin ja uuteen tsygoottiin. Leimautuminen on yhtéléistd seké& miehellé etté naisella. Tehty
BioRenderilld, muokattu ldhteestd (Horsthemke 2014)
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Gametogeneesin ja varhaisen embryogeneesin aikana epigenomi uudelleenohjelmoidaan globaa-
listi kaksi kertaa. Gametogeneesin aikaisessa uudelleenohjelmoinnissa alkuitusoluista poistetaan
metylaatiot, jonka jalkeen sukusolut taydennetdan uudelleen sukupuolispesifisilla metylaatioilla, lei-
moilla. (Zeng & Chen 2019). Geneettisen leiman tulee syntya haploidiseen sukusoluun, kun suku-
solut ovat erilldan. Tama on ainoa hetki, kun periman alkupera on viela eroteltavissa isan ja aidin
perimaksi, silla epigeneettiset saatelyjarjestelmat eivat voi hedelmoityksen jalkeen erottaa periman
alkuperaa. Maternaalisesti metyloidut gDMR:t metyloidaan munasolujen kasvun aikana ja pater-
naalisesti metyloidut DMR:t metyloidaan prospermatogonian aikana. (Bartolomei & Ferguson-
Smith 2011)

Hedelmadityksen jalkeen embryogeneesin uudelleenohjelmoinnissa solujen erilaistumiseen liittyvat
metylaatiot puretaan ja genomi resetoidaan pluripotentiksi genomiksi, jotta alkiossa on mahdollista
tuottaa kaikkia solutyyppeja. (Zeng & Chen 2019). Yhdistelma cis-toimivia sekvensseja ja trans-
vaikuttavia tekijoitd antavat gDMR:ille suojan embryogeneesin demetylaatiota vastaan ja siten yl-
lapitavat leimoja 1api epigenomin demetylaatioaaltojen. (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011). Ta-
man jalkeen leima periytyy diploidisiin, somaattisiin soluihin. Leiman periytymisestd somaattisissa
soluissa vastaa DNA:n metylaatiota yllapitavat entsyymit. DNA metyylitransferaasi 1 (DNMT1) toi-
mii metylaation yllapitavana tekijana, joka tunnistaa vastareplikoidun DNA:n ja metyloi uudet, me-

tyloimattomat CpG-alueet. (Aittomaki ym. 2016 s. 82)

Metylaatio tulee voida poistaa, jotta se voidaan asettaa uudelleen sukusoluihin ilman, etta aikai-
semmat metylaatiot vaikuttavat siihen. Metylaatiot voidaan poistaa passiivisella demetylaatiolla,
jossa yllapitometylaatio epaonnistuu, tai demetyloivan toiminnan kautta. Tallaisia demetyloivia toi-
mintoja ovat esimerkiksi eri demetyloivat entsyymit. (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011). Talla
monimutkaisella ja tarkoin sdadellylla mekanismilla yksilon kromosomit leimautuvat ja leima siirtyy

muuttumattomana yksilosta toiseen.

2.3 Leimautuneiden geenien tehtavat ja vaikutus yksilossa

Leimautumisen olemassaolon osoitukseksi ja sen kayttaytymisen tutkimiseksi on tehty paljon hiiri-
kokeita. Ensimmaisissa geneettistd leimautumista tutkineissa hiirikokeissa havaittiin, ettd mater-
naalinen ja paternaalinen genomi eivat toimi tasapainoisesti. Suuri askel eteenpain oli tumansiirto-
tekniikan kehittyminen ja sen avulla tehdyt tutkimukset, joissa saatiin luotua uniparentaali diploidia
siten, ettd molemmissa sukusoluissa on identtinen perima. Tekniikalla luotiin gynogeneettisia alki-
oita (kaksi maternaalista genomia) ja androgeneettisia alkioita (kaksi paternaalista alkiota). Kum-
pikaan naista ei tuottanut elinkelpoisia ja hedelmallisia jalkelaisia, toisin kuin alkiot, jotka rekonst-
ruoitiin yhdesta maternaalisesta ja yhdesta paternaalisesta esitumasta. Gynogeneettiset alkiot oli-
vat viallisia alkion ulkopuolisten osien kehityksessa, ja androgeneettiset alkiot olivat viallisia alkion

kudosten kehityksessa. Nain todistettiin 1980-luvulla, kuinka alkion kehitys vaatii aidin genomissa



12

ilmentyvia, isan puolella leimautuneita geeneja ja alkion ulkopuoleisten osien kehitys vaatii isan
genomissa ilmentyvia, aidin puolella leimautuneita geeneja. Talldin perustettiin pohja nisakkaiden
geneettisen leimautumisen olemassaololle ja tarpeellisuudelle. [Imi6 saatiin todistettua, kun onnis-
tuttiin 16ytdmaan ja identifioimaan geeneja, jotka iimenevat spesifisti riippuen siitd, kummalta van-
hemmalta geeni on peritty. Ensimmaiset 16ydetyt leimautuneet geenit olivat IGF2 ja H19, ja ne

onnistuttiin identifioimaan vuonna 1991. (Barlow & Bartolomei 2014).

Jo ensimmaisissa leimautumista tutkivissa hiirikokeissa nahtiin, kuinka leimautuneiden geenien
vaikutus alkion ja alkion ulkopuolisten osien kasvuun ja kehitykseen on suuri. Nykydan voidaan
todeta leimautuneiden geenien vaikuttavan laajasti ihmisen eri prosesseissa. Nakyvimpia proses-
seja ovat kuitenkin edelleen istukan, alkion ja vastasyntyneen kasvu ja kehitys (Barlow & Bartolo-
mei 2014). Naiden lisaksi leimautumisen on todettu vaikuttavan mm. aivojen normaaliin toimintaan,
tiettyjen solulinjojen kehitykseen ja synnytyksen jalkeisen energian homeostaasiin. Koska leimau-
tuminen on monoalleelinen, monimutkaisesti sdadelty iimid, leimautuneiden geenien vaikutus on
kytkeytynyt vaihteluun niiden iimentymisen asteessa. (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011). lime-
neminen on myos hyvin kudosspesifia — leimautuneet geenit ilmenevat laajasti monissa kudok-
sissa, mutta erityisen paljon istukan ja aivojen kudoksissa. Kuitenkin useat tietyssa kudoksessa
ilmenevat leimautuneet geenit ilimenevat myos useissa muissa kudoksissa, ilmeneminen vain on
eri asteista. (Wilkins 2008).

Ihmisella on 16ydetty melkein 130 varmasti leimautunutta geenia. Mikali mukaan lasketaan geenit,
joiden talla hetkelld uskotaan olevan leimautuneita ilman, etta sitd on onnistuttu todistamaan, on
mahdollisten leimautuneiden geenien maara ihmisella yli 200. (Geneimprint, https://www.ge-
neimprint.com/site/home. Viitattu: 4.3.2022). Toisin sanoen ihmisen kaikista geeneista lahes pro-
sentti on todennakoisesti leimautuneita, joten ei ole ihme, etta leimautumisen vaikutus nakyy yksi-
I6ssa laajasti. Ihmiselld leimautuneita geeneja 16ytyy eniten kromosomeista 7, 11, 15 ja 20. Lei-
mautuneiden geenien toiminta voidaan jakaa synnytysta edeltavien ja synnytyksen jalkeisten pro-
sessien toiminnan vaikutukseen. Ennen synnytysta leimautuneet geenit vaikuttavat hyvin vahvasti
sikidn ja istukan kasvuun ja kehitykseen. Synnytyksen jalkeen ne hiljenevat ja toiset leimautuneet

geenit alkavat ilmeta vaikuttaen aivojen toimintaan ja muihin solulinjoihin. (Wilkins 2008)

Ensimmaisia leimautuneiksi geeneiksi maarittyja geeneja ovat IGF2 ja H19. Maternaalisesti lei-
mautunut /GF2 koodaa insuliinin kaltaista kasvutekija 2:sta (engl. insulin like growth factor 2), jolla
on keskeinen tehtava prenataalisessa kasvussa ja kehityksessa. Kyseinen proteiini edistaa solujen
somaattista kasvua ja erilaistumista useissa kudoksissa. Syntyman jalkeen geenin ilmeneminen
vahenee. Paternaalisesti leimautunut H719 taas koodaa proteiinin sijaan ei-koodaavaa RNA:ta. Ta-
man ncRNA:n toiminta ei ole vield tarkasti selvilla, mutta sen uskotaan toimivan tuumorisuppres-
sorina, eli hillitsevan solujen kasvua ja jakautumista. Myds H19 on IGF2:n tapaan aktiivisena ennen

syntymaa laajasti eri kudoksissa, ja ilmeneminen vahentyy syntyman jalkeen. Molemmat geenit
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sijaitsevat samassa, kromosomin 11 p-kasivarren geeniklusterissa ja ne jakavat yhteisen leimau-
tumiskeskuksen. Naiden geenien leimautumisen mekanismi on esitetty aiemmassa luvussa. Ky-
seisen geenilokuksen leimautumisen hairiét aiheuttavat joitain tunnettuja leimautumisen hairidista
johtuvia sairauksia, joita kdydaan lapi myéhemmin. (MedicinePlus, https://medlineplus.gov/. Vii-
tattu 14.4.2022)

IGF2 yhdessa sen vastakkaisesti leimautuneen /GFR2-geenin kanssa loivat todisteet konfliktihy-
poteesin puolesta. (Tycko & Morison 2002). Leimautuneet geenit vaikuttavat eniten istukan ja al-
kion kasvuun ja kehitykseen. Leimautuneiden geenien paatehtava istukassa on saadella ravintei-
den kulkua istukan ja sikion valilla. Ravinteiden kuljetus maaraytyy sikion ja istukan kysynnan mu-
kaan, jotka molemmat kuluttavat aidin voimavaroja. Tama saatiin selville, kun tutkittiin maternaali-

sesti leimautunutta IGFR2-geenia (insulin-like growth receptor 2 gene). (John 2017)

Aivoissa maternaalisesti leimautuneet eli paternaalisesti iimenevat geenit vaikuttavat hypotalamuk-
sessa ja paternaalisesti leimautuneet geenit ilmenevat ja vaikuttavat aivojen neokortikaalisessa
osassa. Leimautuneet geenit vaikuttavat aivoissa alkion aivojen kehityksen lisaksi aikuisen ihmisen
kayttaytymiseen. Esimerkiksi maternaalisesti leimautunut geeni NDN vaikuttaa neurokehityksen
aikana ja silla on suora vaikutus neuronaaliseen kasvuun. Leimautuneet geenit aivoissa ovat osana
aineenvaihduntaa saatelevissa prosesseissa, esimerkiksi kontrolloiden energiankulutusta. Ne
myads liittyvat vahvasti aidille raskausaikana syntyvaan hoivaviettiin, jotka muuttavat ja valmistavat
aidin kayttaytymista jalkelaisiaan kohtaan. Yleisesti leimautuneet geenit aivoissa yhdistetaan eri-

laisiin kayttaytymiseen, oppimiseen ja kehitykseen liittyviin prosesseihin. (Wilkins 2008)

Vaikka geenien leimautuminen korostuu alkion ja istukan kehityksessa, vaikuttaa ilmié myos mo-
nien muiden elinten kehitykseen. Esimerkiksi geeni CDKN1C ilmenee voimakkaasti monissa so-
maattisissa kudoksissa niiden kehityksen aikana. Naihin kudoksiin on tutkittu kuuluvan mm. lihas-
kudos, keuhkot, munuaiset ja silmat. COKN7C:n normaali ilmentyminen liittyy solusyklin paattymi-
seen ja hairiintyneet CDKN1C-tasot ovat johtaneet puutteisiin elinten koossa. (Barlow & Bartolomei
2014). Yleisesti voidaan todeta, ettd maternaalisesti leimautuneet geenit edistavat jalkelaisten kas-
vua kohdussa tai syntyman jalkeen, ja paternaalisesti leimautuneet geenit hillitsevat kasvua. Tama
juontaa juurensa leimautumisen mekanismin syntyyn, konfliktiteoriaan, jossa leimautuminen pyrkii
varjelemaan aidin resursseja mutta kayttdmaan isan resursseja. Leimautuneet geenit vaikuttavat

joko yksilon kasvuun tai kehitykseen, tai seka etta. (Tycko & Morison 2002)



14

3. GENEETTISEN LEIMAUTUMISEN HAIRIOT

Leimautuminen on kriittinen osa varhaista yksilonkehitysta ja tarkeada geenien oikeanlaisen ilme-
nemisen kannalta. Koska leimautumisen seurauksena soluun jaa vain yksi aktiivinen alleeli, ge-
neettisten sairauksien riski kasvaa. Leimautumisen hairioita on erilaisia, mutta jokainen niista joh-
taa leimautuneen geenin toimivan alleelin inaktivaatioon tai liikaekspressioon (Soellner ym. 2017).
Leimautumisen hairididen oireet ihmisella muistuttavat paljon hairididen oireita hiirilla, joilla hairidita
on alun perin tutkittu. (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011). Hairidt leimautumisessa voivat johtaa
vakaviin kehityshairidihin, keskenmenoihin tai leimautumisen hairidista johtuviin sairauksiin. Ihmi-
sellda on Soellnerin (2017) mukaan |6ydetty 12 leimautumisen hairidistad johtuvaa sairautta, ID:ta
(engl. imprinting disorders, IDs), joiden tunnusomaisia piirteitd ovat mm. kasvuhairiot, kayttayty-
misvaikeudet, henkinen kehitysvammaisuus, ongelmat syOmiskayttaytymisen ja verensokerin

kanssa. (Soellner ym. 2017)

Tassa luvussa kaydaan lapi leimautumisen hairiodn johtavat geneettiset muutokset, muutosten
vaikutukset yksilon kasvussa, kehityksessa ja toiminnassa ja joidenkin yleisimpien leimautumisen

hairidista johtuvien sairauksien patogeneesit.

3.1 Hairiotyypit

Geneettisen leimautumisen hairiét voivat johtaa vakaviin kehityshairidihin. Leimautuminen voi hai-
riytya eri tavoin, joista yleisimmat, sairauksiin johtavat hairiét ovat kromosomien rakenteen poik-
keavuudet, uniparentaalinen disomia, mutaatio leimautumiskeskuksessa, intrageeninen mutaatio
leimautuneessa geenissa, epimutaatiot tai leimautumisen haviaminen (kuva 4) (Eggermann ym.
2015; Soellner ym. 2017). Eggermannin (2015) mukaan hairiét leimautuneissa geeneissa voivat

vaikuttaa geenien iimentymiseen, saatelyyn ja syntyvan geenituotteen maaraan.

Oikein leimautunut Intrageeninen Uniparentaalinen  Deleetio Leimautumiskeskuksen  Leimautumisen
geeni mutaatio disomia mutaatio h&aviaminen

@l il El Bl 0

Kuva 4. Geneettisen leimautumisen eri héairibtyypit. Hairibtyyppejé on havainnollistettu yhden
kromosomiparin avulla. Sininen suorakulmio kuvaa paternaalista kromosomia, jossa geeni ilme-
nisi normaalissa tilanteessa. llmenevéé geenid merkitdan keltaisella ympyrélla. Vaaleanpunainen
suorakulmio kuvaa maternaalista kromosomia, jossa geeni on leimautunut. Leimaa merkitdén pu-
naisella nelibll&. Mutaatiotyyppejé on useita erilaisia. Niitéd yhdistd& kuitenkin se, ettd mutaation
seurauksena normaalisti iimenevéa geeni ilmenee epétasapainoisesti. Tehty BioRenderilld, muo-
kattu ldhteesté (Horsthemke 2014).
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Kuvassa 4 havainnollistettujen geneettisen leimautumisen hairidétyyppien toiminnallinen lopputulos
on hairion tyypista rippumatta sama: leimautunut geeni ilmenee epatasapainoisesti, joko hiljentyen
tai yli-ilmentyen. Kuitenkin yksilén fenotyyppinen lopputulos riippuu siitd, kumpaan alleeliin mutaa-
tio vaikuttaa. Sama sairaus voi ilmetd montaa eri leimautumisen hairion reittia, eika mikaan hairio-
tyyppi ole sidoksissa vain yhteen geneettisen leimautumisen hairiésta johtuvaan sairauteen. (Eg-
germann ym. 2015; Soellner ym. 2017). Leimautumisen hairidista aiheutuva sairaus voi puhjeta

myo0s ilman tiedettya syyta (Aittomaki ym. 2016, s. 63).

3.1.1 Kromosomien rakenteen poikkeavuudet

Kromosomien rakenteen poikkeavuuksiksi kutsutaan niitd mutaatioita, jotka muuttavat yhden tai
useamman kromosomin rakennetta. Niitd ovat deleetiot, translokaatiot, inversiot ja duplikaatiot.
Yleensa vain kromosomirakenteen yli- tai alimaaralla on vaikutusta kantajansa terveyteen, ja sen
pohjalta kromosomimuutokset voidaan luokitella tasapainottuneiksi ja tasapainottumattomiksi. Ta-
sapainottuneet kromosomimutaatiot, kuten translokaatiot, inversiot ja duplikaatiot, eivat yleensa
vaikuta geenin toimintaan, silld kromosomi katkeaa harvoin keskeltd geenia aiheuttaen ongelmaa
geenin luennalle. Tasapainottumattomat kromosomimutaatiot, kuten deleetiot, taas vaikuttavat
poikkeuksetta alueen geenien iimenemiseen. (Aittomaki ym. 2016, s. 140). Erityisesti deleetioiden,
mutta my0s translokaatioiden ja duplikaatioiden on todettu aiheuttavan hairiditd geenien leimautu-

miseen (Eggermann ym. 2015).

Deleetiot eli haviamat tarkoittavat kromosomimateriaalin puuttumista. Tama johtaa kyseessa ole-
van alueen kopiolukumaaran muutoksiin. Deleetio on terminaalinen, kun katkoskohtia on yksi ja
kromosomilta on havinnyt osa sen paasta, ja interstitiaalinen, kun katkoskohtia on kaksi ja alue on
havinnyt keskelta kromosomia. Kohdassa, jossa toinen geeni ilmenee normaalisti ja toinen on lei-
malla hiljennetty, saattaa poistua normaalisti toimiva geeni deleetion my6ta. Nain ollen kyseinen
geeni ei ilmene lainkaan, jolloin seurauksena saattaa olla kehityshairiéita. (Aittomaki ym. 2016, s.
140). Leimautumisen monimutkaisen saatelyn vuoksi on myds mahdollista, etta deleetio leimatulla
alueella voi epasuorasti aiheuttaa leimautuneen geenin yli-lmenemista. (Eggermann ym. 2015).
Deleetioiden aiheuttamien oireiden luonne riippuu niista kromosomialueista ja geeneista, jotka ovat
havinneet. Deleetiot ovat usein yksilolla uusi mutaatio eivatka perinndllisesti syntyneita. (Aittomaki
ym. 2016, s. 140)

Translokaatiolla eli siirtymalla tarkoitetaan kahden eri kromosomien osien vaihtumista keskenaan.
Ne jaetaan resiprokaalisiin eli vastavuoroisiin ja sentrisiin eli Robertsonin translokaatioihin. Resi-
prokaalisissa translokaatioissa kromosomimateriaalin maara pysyy samana, mutta kaksi kromo-
somia ovat vaihtaneet kromosomimateriaalia keskenaan. Tama ei yleensa aiheuta ongelmia kan-

tajalleen, mutta huomioitavaa on, ettd tdman vuoksi meioosin jako voi menna sekaisin. Sentriset
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translokaatiot tarkoittavat akrosentristen kromosomien liittymista, jolloin ne muodostavat translo-
kaatiokromosomin. Akrosentrisissa kromosomeissa kromosomin toinen kasivarsi on huomattavasti
toista lyhyempi. Translokaatiot voivat hairitd kromosomien jakautumista meioosissa ja johtaa siten
trisomiaan ja uniparentaalista disomiaa vastaavaan tilanteeseen, jossa translokaatiot paatyvat vai-

kuttamaan myds geenien leimautumiseen. (Aittomaki ym. 2016, s. 137-140)

Duplikaatiolla eli kahdentumalla tarkoitetaan kromosomin tietyn alueen monistumista, yleensa kah-
dentumista. Tama johtaa kopiolukumaaran muutoksiin aiheuttaen tdman kromosomin osittaista
trisomiaa. Duplikaatioissa kahdentunut segmentti I0ytyy joko alkuperaisen vieresta kaantymatto-
mana, jolloin puhutaan tandemduplikaatiosta, tai kdantyneend, jolloin puhutaan invertoituneesta
duplikaatiosta. (Aittomaki ym. 2016, s. 140-141). Duplikaatio voi aiheuttaa leimautuneen geenin
yliekspressiota, ja nain johtaa esimerkiksi Russell-Silverin oireyhtyman syntymaan. (Eggermann
ym. 2015; Aittomaki ym. 2016, s. 66). Inversiolla eli kdantymalla tarkoitetaan kromosomin osan
kaantymista yksittdisen kromosomin sisalla. Kaantyva alue irtoaa ja palaa samaan kohtaan 180
astetta kaantyneend. Tama ei yleensa aiheuta kantajalleen oireita. (Aittomaki ym. 2016, s. 142—
143)

3.1.2 Uniparentaalinen disomia

Uniparentaalinen disomia (engl. uniparental disomy, UPD) tarkoittaa tilaa, jossa molemmat kromo-
somit tai kromosomin osat on peritty samalta vanhemmalta. Kun uniparentaalinen disomia koskee
vain osaa kromosomista, sita kutsutaan segimentaaliseksi UPD:ksi (engl. segimental UPD). UPD
voi olla joko synnynnainen tai elaman aikana syntynyt, hankittu (Li ym. 2017). Synnynnainen UPD
on yleensa meioottisen hairion tulos. Meioottisessa hairidssa tsygoottiin syntyy jonkin kromosomin
trisomia, mutta virhe korjautuu ylimaaraisen trisomisen kromosomin eliminoituessa jo varhaisen
solunjakautumisen aikana. Kun korjauksen jalkeen jaljelle jaa kromosomipari, joka on peraisin sa-

malta vanhemmalta, on yksilolla kyseisen kromosomin uniparentaalinen disomia.

Uniparentaalinen disomia voidaan jakaa uniparentaaliseksi heterodisomiaksi ja uniparentaaliksi
isodisomiaksi, ja UPD:n typpi riippuu siitd, onko kromosomimutaatio syntynyt meioosin ensimmai-
sen jaon (anafaasi 1) vai toisen jaon (anafaasi 2) aikana tapahtuvan nondisjunktion vuoksi. Ana-
faasi 1:n nondisjunktion seurauksena tietyn kromosomin molemmat homologit periytyvat jalkelai-
selle, jolloin ndiden kromosomien geenisisaltd ei ole identtinen. Anafaasi 2:n nondisjunktion seu-
rauksena kromosomipari on homotsygootti sen sisaltdmien geenien suhteen. Taman lisdksi UPD
voi syntya hedelmaityshetkella toisen kromosomin ollessa disominen ja toisen nullisominen saman
kromosomin suhteen. Nullisominen tarkoittaa, ettad toisen vanhemman kromosomi puuttuu koko-
naan. (Aittomaki ym. 2016, s.68, 64-65, 135-136). Syntyman jalkeen UPD voi syntya esimerkiksi

kasvaimen muodostumisen aikana (Li ym. 2017).
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Uniparentaalisen disomian vaikutukset riippuvat paljon siitd, mitd kromosomia tai sen osaa ilmio
koskee ja onko kromosomi peritty kaksinkertaisena isalta vai aidilta. Nain ollen, jos UPD osuu koh-
taan, jossa normaalisti toinen alleeli on leimautunut toimimattomaksi, UPD aikaansaa sen, etta
kriittinen, funktionaalinen alleeli puuttuu. Se voi myds aiheuttaa geenin yliekspressiota, mikali kak-

sinkertaisena peritty kohta on leimautuneen geenin leimautumaton alleeli.

3.1.3 Leimautumiskeskuksen mutaatio

Leimana toimiva ICR on eri tavalla metyloitu alue, joka sdatelee kohdegeeniensa aktiivisuutta. Mu-
taatio ICR-alueella johtaa joko leiman havidmiseen sieltd, missa sen kuuluisi olla, tai sen syntymi-
seen sinne, missa sen ei kuulu olla. Nain ollen mutaatio leimautumiskeskuksessa voi vaikuttaa
geenilokuksen leimautumiseen siten, ettd leimautuminen tapahtuu kromosomissa ns. vaaran su-
kupuolen mukaisesti. Tilanne voi johtaa geenin taydelliseen hiljenemiseen, tai leimautumisen ha-
viamiseen eli LOI-tilaan (engl. loss of immprinting, LOI), jolloin geeni yliekspressoituu. (Aittomaki
ym. 2016, s. 65). ICR-mutaatioiden tunnistaminen on kuitenkin vasta alkutekijoissa. Kehittyneem-
malla ICR-mutaatioiden tutkimisella voitaisiin diagnosoida ja maarittda useampiakin leimautumisen
hairidistd aiheutuvia sairauksia. Jotta ICR-mutaatioista voitaisiin tietdd enemman, vaatisi se alu-

een tarkempaa tutkimista ja DNA-sekvensointia.

3.1.4 Epimutaatiot ja intrageeniset mutaatiot

Epimutaatio tarkoittaa aktiivisen geenin epanormaalia transkription repressiota tai repressoitujen
geenien epanormaalia aktivaatiota, joka johtuu virheesta epigeneettisessa geenirepressiossa. Ge-
neettisen leimautumisen hairidista puhuttaessa epimutaatiot vaikuttavat leiman eri tavoin me-
tyloiduilla alueilla alueen metylaatioon tai histonien modifikaatioon. Epimutaatio voi olla seurausta
DNA:n mutaatiosta cis- tai trans-vaikuttavassa tekijassa, jolloin puhutaan sekundaarisesta epimu-
taatiosta, tai epimutaatio voi tapahtua ilman DNA-sekvenssin muuttumista, jolloin puhutaan pri-
maarisesta epimutaatiosta. Primaariset epimutaatiot iimenevat yleensa hedelmaityksen jalkeen ja

voivat johtaa somaattiseen mosaikismiin. (Eggermann ym. 2015; Soellner ym. 2017)

Intrageeniset alueet ovat koodaavaa DNA:ta. Mutaatiot nailla alueilla, eli leimautuneiden geenien
funktionaalisissa alleeleissa, ovat yksi syy leimautumisen hairi6ille. Mutaatio voi saada aikaan gee-
nin normaalin toiminnan muuttumista tai geenin hiljenemista. Talldin mutaatiot tietyissa leimautu-
neissa geeneissa voivat saada kriittisen alleelin hiljienemaan, jolloin tilanne vastaa paljon esimer-
kiksi deleetiota tai UPD:n tilannetta siind, ettd geenia ei voida lukea koska sita joko ei ole tai se on
mutaation vuoksi muuttunut lukukelvottomaksi. Mutaatio voi olla esimerkiksi pistemutaatio. (Soell-
ner ym. 2017). Tietyille sairauksille on selvitetty tunnusomaisia leimautuneita geeneja, joiden hilje-

neminen johtaa sairauden puhkeamiseen. (Aittomaki ym. 2016, s. 63—-64)
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3.2 Hairioiden vaikutus yksiloon

Elaimilla ja ihmisilla diploidisuus toimii suojana resessiivisid mutaatioita vastaan. Tiettyjen geenien,
kuten leimautuneiden geenien kohdalla tdman menettaminen altistaa geenit haitallisille mutaati-
oille. Mutaatioiden seurauksena leimautuneiden geenien normaali toiminta hairiytyy, ja seurauk-
sena saattaa olla keskenmenoja, vakavia kehityshairidita tai leimautumisen hairidista johtuvia sai-
rauksia. Leimautumisen hairidistd johtuvia sairauksia kutsutaan yleisesti lyhenteella ID:t (engl.
imprinting disorders, 1Ds). Koska leimautuminen on yksildssa laajasti vaikuttava ilmid, myds sen

toiminnan hairidilla on suuri vaikutus yksilon kehitykseen ja normaaliin toimintaan.

Luvussa 2.3 esitelty leimautumisen vaikutus yksildssa antaa jo kattavaa kuvaa siita, mihin kaikkialle
leimautumisen hairiét yksildssa vaikuttavat — samoihin toimintoihin kuin normaalisti toimiva leimau-
tuminenkin. Koska leimautuminen on vahvasti osana jo alkion kasvussa ja kehityksessa, on siina
tapahtuvat hairiot kohtalokkaita alkiolle. Esimerkiksi viallinen istukan kehitys ja fysiologia ovat omi-
naista hairiintyneelle leimautumiselle. (Bartolomei & Ferguson-Smith 2011). Nama varhaiseen si-

kidnkehitykseen vaikuttavien prosessien hairiét voivat johtaa pahimmillaan keskenmenoon.

Synnytyksen jalkeen ilmenevissa leimautuneissa geeneissa tapahtuvat mutaatiot johtavat leimau-
tumisen hairidista johtuvien sairauksien syntyyn. Koska istukan jalkeen aivot ovat yksi yleisimpia
leimautuneiden geenien ilmentdjia, ovat ID:t usein neuropsykiatrisia hairidita. Lisaksi leimautumi-
sen hairididen on todettu aiheuttavan mm. autismia ja kaksisuuntaista mielialanhairiéta. (Wilkins
2008). Seuraavaksi esitellaan tunnetuimpien leimautumisen hairidista johtuvien sairauksien pato-

geneesia.

3.3 Leimautumisen hairioista johtuvat sairaudet

Leimautumisen hairidista johtuvat sairaudet ovat joukko synnynnaisia sairauksia, joille on omi-
naista paallekkaiset kasvuun vaikuttavat kliiniset piirteet. (Eggermann ym. 2015). Yleisimmat kai-
kista ihmisella todetuista 12:sta leimautumisen hairidista johtuvista sairauksista ovat Prader-Willin-
oireyhtyma (PWS), Angelmanin oireyhtyma (AS), Russell-Silverin oireyhtyma (RSS) seka Beck-
with-Wiedemannin oireyhtyma (BWS). Niiden patogeneesi on tarkemmin selvitetty, kuin valtta-
mattd muiden ID:iden (Soellner ym. 2017). Sairauksiin johtavia reitteja on kuitenkin useampia, eika
patogeneesi ole kaikkien tapauksien kohdalla aina selked, yksiselitteinen, tai ylipaataan selvitetta-

vissa.

Prader-Willin- ja Angelmanin oireyhtymia aiheuttavat geenit |10ytyvat kromosomista 15, tarkemmin
alueelta 15911-q13, joissa tapahtuva leimautumisen hairié on oireyhtyman aiheuttaja. Alueelta I16y-
tyy useita vanhemman sukupuolen mukaan eri tavoin leimautuneita geeneja. Oireyhtymille on yh-
teista tietyltd vanhemmalta perityn geenikopio inaktivoituminen. Nain ollen normaalisti vallitsevan

yhden alleelin geenituotteen sijaan tuotetta ei synny ollenkaan. Paternaalisesti iimenevat, hairidssa
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inaktiiviset leimautuneet geenit ovat PWS:n tautigeeneja, kuten SNRPN ja SNORD116, kun taas
AS:n tautigeeneja ovat maternalisesti iimenevat, hairidssa inaktiiviset leimautuneet geenit, kuten
UBEA3. Syndrooman aiheuttama hairié alueella voi olla deleetio, uniparentaalinen disomia, lei-
mautumiskeskuksen mutaatio tai intrageeninen mutaatio (kuva 5). Hairiét ovat yleensa sporadisia.
Yleisia PWS oireita ovat mm. hidastunut kehitys, oppimisvaikeudet, lyhytkasvuisuus ja ylensyonti,
ja AS:n oireita ovat mm. henkinen kehitysvammaisuus, neurologiset hairiét seka ataksia, eli tah-

donalaisten liikkeiden koordinaation hairiét. (Aittomaki ym. 2016, s. 63-65)

Oikein leimautunut Uniparentaalinen Kromosomin Intrageeninen Leimautumiskeskuksen
15g11-q13 lokus disomia rakenteellinen mutaatio mutaatio
muutos
1 Oikein toimiva
IC — IC , g ( - leimautumiskeskus

. Mutatoitunut
leimautumiskeskus
PWS ]

Leimautunut
as M

geeni

C limeneva geeni

Kuva 5. Prader-Willin-oireyhtymén ja Angelmanin oireyhtymén patogeneesi. Sama oireyhtyma
voi syntyd useampaa reittia pitkin. PWS:n ja AS:n syntymekanismeina voi olla uniparentaalinen
disomia, deleetio tai leimautumiskeskuksen mutaatio, AS:n syntymekanismina néiden liséksi viela
intrageeninen mutaatio. Leimautumiskeskuksen mutaatiossa kromosomissa aktivoituu leimautu-
miskeskus, jonka ei kuuluisi olla aktiivinen. Aktivoitunut ICR aiheuttaa kromosomissa vééran gee-
nin leimautumisen. Lopputulos on kuitenkin aina sama. Tehty BioRenderilld, muokattu lahteesta
(Aittoméki ym. 2016, s. 64).

Russell-Silverin- ja Beckwith-Wiedemannin oireyhtymaa aiheuttaa mutaatiot kromosomissa 11,
kohdassa 11p15.5, jossa sijaitsevat ensimmaisena leimautuneiksi maaritetyt geenit H19 ja IGF2 ja
useita muita leimautuneita geeneja. Alueen leimautumista saatelee kaksi leimautumiskeskusta,
joista toinen saatelee geenien IGF2 ja H19 leimautumista. Kaavakuva alueesta I6ytyy kohdasta
2.2. RSS voi aiheutua alueen paternaalisen kromosomin hypometylaatiosta, maternaalisen kromo-
somin uniparentaalisesta disomiasta tai maternaalisista duplikaatioista, jotka johtavat /GF2-geenin
iimentymisen vahentymiseen ja H19-geenin iimentymisen lisdantymiseen. Tama johtaa RSS:n tyy-
pilliseen oirekuvaan, joka on pre- ja postnataalinen pienikasvuisuus. Beckwith-Wiedemannin oi-
reyhtymaa aiheuttaa alueen paternaalinen UPD ja sita kautta leimautumisen havidminen ja oireena

on suurikasvuisuus (Aittomaki ym. 2016, s. 66).

On tutkittu, etta tietylle sairaudelle on yleisinta jokin tietty sairauteen johtava mutaatio, vaikka sai-
raus voi puhjeta eri reitteja pitkin. Kuitenkin on useita tapauksia, joissa patogeneesi ei ole selva.
Yksi leimautumisen hairidista johtuviin sairauksiin johtavista reiteistd on havaittu olevan hedelmai-

tyshoidot. Syita ja seurauksia kdydaan lapi tarkemmin seuraavassa kappaleessa.
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4. HEDELMOITYSHOIDOT JA LEIMAUTUMINEN

Varhainen alkionkehitys on epigeneettisen uudelleenohjelmoitumisen aikaa. Leimat syntyvat jo al-
kuitusoluissa ja sailyvat hedelmdityshetken jalkeisen demetylaatioaallon yli. Keinohedelmaityk-
sessa, jossa hedelmoitys tapahtuu kohdun ulkopuolella, on erilaiset hedelmoityshetken olosuhteet
kohtuun verrattuna. Koska tdma on kriittista aikaa epigenomin muokkauksen ja leimojen sailymisen
kannalta, hedelmdityshetken olosuhteilla voi olla vaikutus leimojen syntyyn ja pysyvyyteen. On pal-
jon todisteita siita, etta alkioiden manipulointi ja luonnollisesta poikkeavat olosuhteet hedelmoityk-
sen kriittisena ajanjaksona voivat altistaa alkion epigeneettisille muutoksille ja vaikuttaa siten syn-
tyvan lapsen fenotyyppiin. (Hiura 2014). Koska DNA:n metylaatio on epigeneettinen mekanismi,
joka saa aikaan geenien leimautumisen, on koeputkihedelmdityksen vaikutusta metylaatioiden

syntyyn ja yllapysymiseen tutkittu enemman kuin muita epigeneettisia prosesseja.

Tassa kappaleessa kaydaan lapi leimautumiseen mahdollisesti vaikuttavia hedelmaditystekniikoita
ja kuinka niiden olosuhteet eroavat spontaanista hedelmoéityshetkesta. Selvitetaan lisaksi, onko
nayttoa siita, etta koeputkinedelmoityksella alkunsa saaneet lapset sairastaisivat ID:ita useammin
kuin spontaanisti alkunsa saaneet lapset. Koska hedelmdéityshoidot ovat tarkea ja koko ajan kas-
vava hoitomuoto hedelmattomille, lisdantymisiassa oleville ihmisille, on tarkea tiedostaa myos tek-
niikan mahdolliset riskit (Henningsen ym. 2020). Koska geneettisen leimautumisen hairidista joh-
tuvia sairauksia on useita, tutkitaan tassa tydssa niista yleisimpien korrelaatiota koeputkihedelmai-

tyksen kanssa. Yleisimmilla tarkoitetaan PWS:aa, AS:aa, RSS:aa ja BWS:aa.

4.1 Hedelmoityshoidot

Hedelmdityshoidoista koeputkihedelmdityshoidot jakautuvat perinteiseen IVF-hoitoon (engl. In
Vitro Fertilisation, IVF) ja mikro- eli ICSI-koeputkihedelmdityshoitoon (engl. Intra Cytoplasmic
Sperm Injection, ICSI). Koeputkihedelmoityshoidot ovat lapsettomuushoitoja, joissa munasarjojen
hormonaalisella stimuloinnilla ne saadaan tuottamaan useita munasoluja, jotka keratdan munarak-
kuloista ja hedelmoitetaan siittidilla laboratorio-olosuhteissa. Alkioita kasvatetaan keskimaarin 2-6
paivaa, jonka jalkeen paras siirretdan kohtuun ja loput pakastetaan seuraavia kiertoja varten. IVF-
koeputkihedelmdityshoidoissa siittiot hakeutuvat munasoluihin maljalla itsenaisesti. ICSI-koeputki-
hedelmoityshoidosta puhutaan, kun hedelmdittymista autetaan injektoimalla yksi siittid kerattyyn,
kypsaan munasoluun lasineulan avulla. (Ovumia. https://www.ovumia.fi’koeputkihnedelmoityshoi-
dot/. Viitattu: 24.4.2022) (Kuva 6)
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Stimulaatio Munasolujen Hedelmaoitys
kerddminen

IVF ICSI

Gonadotropiini ja heg —

Alkion siirto kohtuun / Alkioiden kasvatus
pakastimeen maljalla

Kuva 6. Koeputkihedelmoéityksen vaiheet. Tehty BioRenderilla.

Mikrohedelmaditysta kaytetaan, kun siittididen lukumaara on matala tai niiden liikkuvuus alentunut
(Ovumia. https://www.ovumia.fi’lkoeputkihedelmoityshoidot/. Viitattu: 24.4.2022). ICSI-hoitoja kos-
kee erityinen huoli tulevan lapsen terveyttd kohtaan, koska menetelmassa ohitetaan luonnollinen
siittidvalinta (Kaartinen & Tinkanen 2017). Muita lapsettomuushoitokeinoja ovat mm. inseminaatio,
ovulaation induktio, sukusolujen lahjoitus tai alkiopakastushoidot. (Ovumia. https://www.ovu-
mia.fi’koeputkihedelmoityshoidot/. Viitattu: 24.4.2022). Naissa ei kuitenkaan ole samanlaista riskia
leimautumisen hairidlle, koska hedelmaitys ei tapahdu kohdun ulkopuolella. Jo hedelmoityshoitojen
alkuajoista on oltu huolissaan siitd, vaikuttavatko hoidoissa kaytetyt tekniikat mahdollisesti jalkelai-
sen terveyteen (Henningsen 2020). Yleisesti on voitu todeta, ettd verrattuna spontaanisti hedel-
maditettyihin lapsiin, IVF ja MCSI-hoidoilla hedelmditetyt lapset syntyvat usein ennenaikaisina, pie-
nikokoisempina, heilld on suurentunut perinataalivaineen komplikaatioriski ja enemman rakenne-

poikkeavuuksia (Kaartinen & Tinkanen 2017).

4.2 Hedelmoittymisympariston vaikutus epigenomiin

Epigenomin uudelleenohjelmoinnissa epigenomissa tapahtuu paljon muutoksia, kuten metylaatioi-
den poistoa ja lisddmista (Zeng & Chen 2019). Siksi hedelmditysympariston olosuhteet ja se, kau-
anko alkio hedelmoityshetkella on maljalla, voivat vaikuttaa metylaatioiden muodostumiseen ja si-
ten alkion epigenomiin ja leimojen syntyyn. Tekniikoiden ei kutenkaan odoteta vaikuttavan kromo-

somin rakenteisiin tai aiheuttavan pistemutaatioita. (Henningsen ym. 2020)
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Hedelmdityhoidot voivat vaikuttaa monin tavoin uuden alkion epigenomiin. Hiura ym. (2014) ovat
listanneet useita eri tapoja, kuinka hedelmoityshoidot voivat vaikuttaa ihmisen sukusoluihin ja ke-
hittyvaan alkioon. Siina on todettu, ettd myds munasolujen hormonaalinen stimulointi, kasvatuksen
sailyttaminen, kasvatusmedia ja aika, jonka alkio viettda maljalla ennen siirtoa kohtuun, vaikuttavat
kaikki leimojen oikeanlaiseen syntymiseen ja yllapitamiseen kehittyvassa epigenomissa. (Hiura
2014). Hedelmoityhoitojen vaikutus kerattaviin sukusoluihin on kuitenkin kumottu (Ménézo ja Elder,
2020), ja nykyaan uskotaan siihen, ettd kasvatusalustan olosuhteilla on suurempi vaikutus alkion
kehittyvaan epigenomiin kuin sukusolujen kerdamisvaiheella. Tata tukee myds vuonna 2015 tehty
tutkimus, jossa todettiin, ettd koeputkihedelmoityksessa syntyneet metylaatioerot spontaanisti he-
delmaitettyihin lapsiin liittyvat nimenomaan hedelmdityshoitoihin eikéd vanhemmalla lapsettomuutta

aiheuttaneeseen syyhyn. (Song ym. 2015).

Epigeneettiset poikkeavuudet koeputkihedelmdityksiin liittyen on yhdistetty nimenomaan hedelmaoi-
tyshetkeen ja ajallisesti sen valittémaan laheisyyteen, eika esimerkiksi sukusolujen kerddmisen tai
manipuloinnin aiheuttamiin muutoksiin. (Ménézo ja Elder, 2020). Tama johtuu siita, ettd hedelmoi-
tyshoitojen on huomattu vaikuttavan alkion epigenomiin, joka on rajun muokkauksen alla juuri he-
delmdityshetken jalkeen. Hedelmoityshoidoissa kaytettavan kasvatusmedian yhteys alkion poik-
keavuuksien syyksi ilmaistiin ensimmaista kertaa vuonna 2003 (Edwards 2003; Ménézo & Elder,
2020). Aihetta on sen jalkeen tutkittu syvemmin ja huomattu kasvatusmedian vaikuttavan juuri he-
delmdityshetken jalkeen tapahtuvaan epigenomin uudelleenohjelmointiin. Useat koeputkihedel-
moityksen vaiheet voivat vaikuttaa epigenomiin tai altistaa epigenomin mutaatioille. Tallaisia teki-
joitd ovat esimerkiksi kasvatusmedian sisaltamat valttamattémat aminohapot (engl. essential

amino acids), tai alkion solujen maljalla kohtaama oksidatiivinen stressi. (Ménézo ja Elder, 2020)

Metylaation kannalta valttamattdmiin aminohappoihin kuuluu esimerkiksi metioniini, joka toimii me-
tylaation kofaktorina. Ihmisalkio on kykeneva saamaan metioniinia ymparistostaan, jos sita vain
siella on. Metioniini on kuitenkin yleensa poistettu kasvatusalustoilta, koska valttamattdmien ami-
nohappojen, kuten metioniinin, lasnéolo maljoilla lisdd ammoniakin tuotantoa maljalla. Ammoniakki
on alkiolle myrkyllistd. Ammoniakkia poistetaan maljoilta eri tavoin. Myds metyylitransferaasien eri-
lainen lasndolo maljalla verrattuna spontaaneihin olosuhteisiin voi vaikuttaa metylaatioiden muo-

dostumiseen. (Ménézo ja Elder, 2020)

Oksidatiivinen stressi tarkoittaa solun aineenvaihduntareaktion tuottamien reaktiivisia happiyhdis-
teiden aiheuttamaa haittavaikutusta, oksidatiivisia vaurioita. IVF-hoidoissa kaytetty elatusaine
muodostaa spontaanisti vapaita radikaaleja inkuboinnin aikana, eikd maljoilla ole suojaa radikaa-
leja vastaan. Vapaat happiradikaalit voivat johtaa hydroksimetyyliytosiinin muodostumiseen. Hyd-
roksimetyylisytosiini kiihdyttaa tarpeettomia ja epanormaaleja demetylaatioprosesseja, saaden ai-
kaan leimautumisen kannalta tarkeiden CpG-saarekkeiden demetylaatiota. Metioniinin vahainen

maara lisaa mitokondrioiden oksidatiivista stressia. Oksidatiivinen stressi aiheuttaa demetylaation
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lisdksi myds vaurioita DNA:han. Vaikka alkiolla on DNA:n korjausmekanismit, eivat ne ole yhta
hienostuneet kuin aikuisen ihmisen, jolloin alkio on alttimpi pysyville vaurioille. (Ménézo ja Elder,
2020). Myds hedelmoityshoidon tyyppi vaikuttaa epigenomin riskiin altistua epimutaatioille. Alkiolla
on ICSI-hoidoissa todetusti suurempi riski epimutaatiohin kuin IVF-hoidoissa. (Henningsen ym.
2020). Hedelméityshoitojen vaikutus alkion epigenomiin ei kuitenkaan ole yleisesti tunnustettu.
Osa tuoreista tutkimuksista (Kleijkers ym. 2016; Ji ym. 2018) eivat 16yda yhteytta hedelmoityshoi-

tojen ja metylaatioihin vaikuttavien epimutaatioiden valilla.

4.3 Hedelmoityshoitojen yhteys leimautumisen hairioista johtuviin sai-
rauksiin

Useat tutkimukset ovat selvittaneet koeputkihedelmoitysten vaikutusta ID:iden syntyyn ympari
maailmaa. Pohjoismainen tuore tutkimus (Henningsen ym. 2020) on selvittdnyt Suomessa ja Tans-
kassa vuosina 1990-2014 syntyneiden lasten riskia sairastua ID:ihin. Sairastumisen riski ei kasva-
nut ajan saatossa. Kuitenkin BWS:n riski hedelmoityshoidoissa alkunsa saaneiden lasten keskuu-
dessa oli suurempi kuin spontaanisti hedelmaitetyilla lapsilla. Tutkimuksessa ei [0ydetty yhteytta
hedelmoityshoitojen ja muiden ID:iden valilla. Taman tutkimuksen mukaan BWS:n riski nousi koe-

putkihedelmaitysten myéta, mutta muiden ID:iden riski ei noussut. (Henningsen ym. 2020)

Vuonna 2018 suoritettu tutkimus IVF-hoitojen ja ID:iden yhteydesta Yhdysvalloissa (Johnson ym.
2018) antoi vastaavia tuloksia kuin Henningsenin ym. (2020) tutkimus. Sen mukaan IVF-hoidot
lisdavat nimenomaan BWS:n riskia. Aihetta on tutkittu myds ltaliassa vuonna 2017 (Mussa ym.
2017). Tama, edellisia hieman suppeampi tutkimus tukee edellisia siing, ettd hedelmdoityshoidot
kasvattavat nimenomaan BWS:n riskia. Laaja japanilainen tutkimus hedelmoityshoitojen ja ID:iden

yhteydesta (Hattori ym., 2019) totesi yhteyden hedelmoéityshoitojen ja BWS:n seka RSS:n valilla.

Jos jotkin ID:t litetdan useammin hedelmaityshoitoihin, voi olla, etta kyseiset lokukset ovat alttiim-
pia ulkoisista syista aiheutuville muutoksille kuin toiset. Tutkimuksissa ehdotetaan, etta hedelmoi-
tyshoidot heikentavat joko leimojen syntya tai niiden yllapitamistd BWS:lle tyypillisella alueella
11p15.5. Tdma johtuu siitd, ettd koeputkihedelmoityksen olosuhteet ovat herkempia poistamaan
kuin lisddamaan leimoja, ja BWS syntyi leimautumisen haviamisen mekanismilla. Se, kuinka herkka
tietty alue on epigeneettisille muutoksille, riippuu alueen aktiivisuudesta. Esimerkiksi BWS aiheutuu
mutaatioista alueilla, joiden geenit vaikuttavat varhaiseen alkionkehitykseen. Naita alueita luetaan
ja kaytetdan varhain, joten ne eivat ole samalla tavalla pakkautuneena suojassa kuin toiset, aivojen
toimintaan tai kayttaytymiseen vaikuttavat geenit. Tdma altistaa varhaiseen kasvuun ja kehitykseen

vaikuttavia geeneja mutaatioille hedelmdityshoitojen yhteydessa. (Henningsen ym. 2020)

PWS:n ja AS:n tautigeenit eivat suoranaisesti vaikuta varhaiseen alkionkehitykseen, joten niiden
uskotaan olevan hedelmoityksen aikana ja sen jalkeisina paivind pakkautuneempana ja siten pa-

remmin suojassa kuin BWS:n tautigeenit. PWS:n ja AS:n syntyyn vaikuttaa tutkimusten mukaan



24

enemman aidin ika kuin hedelmadityshoidoissa kaytetty tekniikka. (Henningsen ym. 2020). Ika lisaa

kromosomin rakennemutaatioiden riskia.

Globaalissa tutkimuksessa on kuitenkin joitain merkittavia ongelmia. Eras ongelma tutkimuksia ver-
taillessa on rakennepoikkeavuuden luokittelu. Kaikissa tutkimuksissa ei ole maaritelty kriteereja
rakennepoikkeavuudelle, jolloin tulosten vertailukelpoisuutta voi kyseenalaistaa. Lisaksi kyseessa
on harvinaiset syndroomat, joita esiintyy vaestéssa vahan. Keskimaarin 1-10 vastasynty-
nyttd 100 000:sta sairastuu leimautumisen hairidista johtuviin sairauksiin (Henningsen ym. 2020).
Tasta joukosta hyvin pieni osa on saanut alkunsa hedelmaityshoitojen avulla, joten laajaa aineistoa
ja tutkimusdataa ei ole saatavilla, jotta voitaisiin varmaksi osoittaa ID:iden lisdantyneen koeputki-

hedelmdéityksen seurauksena.

Ensimmainen koeputkilapsi syntyi vuonna 1978, joten tutkimustietoa pitkalla aikavalilla koeputki-
hedelmoityslasten terveydesta ei ole vield saatavilla. Kaikki tutkimukset eivat myoskaan kerro, mita
hedelmdoityshoitokeinoa on milloinkin kaytetty. Tama lisda haastetta saada vertailukelpoisia tulok-
sia aiheesta ympéari maailmaa. Koska oireiden kirjo on laaja, sairaus voidaan varmasti diagnosoida
vasta muutaman vuoden kuluttua syntymasta. (Henningsen ym. 2020). Vaikka hedelmoityshoi-
doilla alkunsa saaneilla lapsilla on hyvin vahan suurempi todennakoisyys sairastua BWS:aan kuin
spontaanisti hedelmaitetyilla lapsilla, olisi siihen johtavat syyt hyva selvittaa ja riski pystya pienen-
tamaan entisestaan. Hedelmoityshoitojen tulisi ennen kaikkea varmistaa seka tulevan aidin etta

syntyvan lapsen turvallisuus.
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5.YHTEENVETO

Geneettisesti leimautuneiden geenien vastinalleelit iimenevat eri tavoin riippuen siitd, kummalta
vanhemmalta geeni on peritty. Tietyt geenit hiliennetaan miehen ja tietyt geenit hiliennetaan naisen
alkuitusoluissa. Leimautuminen on eri epigeneettisten saatelyjarjestelmien, metylaatioiden, histo-
nimodifikaatioiden ja ei-koodaavien RNA:iden, tarkkaan saadeltya yhteistydta. Nailla keinoilla
useat yksilon varhaiseen kehitykseen, kuten istukan ja alkion kehitykseen, vaikuttavat geenit toi-

mivat niin, etta kehitys on tasapainoista.

Joissain tapauksissa leimautuminen voi hairiytya. Leimautumisen hairiét ovat kromosomin raken-
teeseen tai leiman syntymiseen tai imenemiseen vaikuttavia tekijoita, joiden vuoksi leimautuminen
ei toimi kuten sen kuuluisi. Hairididen seurauksena geeni hiljenee kokonaan tai yli-ilmenee molem-
milta vanhemmilta, aiheuttaen yleensa ongelmia hairiéta kantavalle yksildlle. Lahtdkohtaisesti lei-
mautumisen hairiét aiheuttavat yksildlle ongelmia jo varhaisessa kehityksessa, johtaen keskenme-

noihin tai leimautumisen hairidista johtuviin sairauksiin.

Yleisimpia leimautumisen hairidista johtuvia sairauksia inmisella ovat Prader-Willin oireyhtyma, An-
gelmanin oireyhtyma, Russell-Silverin oireyhtyma ja Beckwith-Wiedemannin oireyhtyma. Oireyhty-
mat voivat syntya montaa eri reittia, mutta niita yhdistaa leimautuneiden geenien epatasapainoinen
ilmeneminen, joka johtaa sairauksille tyypillisiin oireisiin, kuten kehitys- ja kasvuhairidihin. Kaikkien
ID-tapausten patogeneesi ei aina selvid. Yksi sairauksiin johtava reitti saattaakin olla hedelmoitys-

hoidot ja hoitojen olosuhteiden vaikutus alkion kehittyvaan epigenomiin.

Hedelmaityshoitojen pitkd historia ja kehittynyt tekniikka ovat johtaneet hoitojen yleistymiseen. He-
delmdityshoitomuodoista niiden hoitojen, joissa hedelmoitys tapahtuu kohdun ulkopuolella (IVF- ja
ICSI-hoidot) on kuitenkin havaittu vaikuttavan alkion kehittyvaan epigenomiin. Hedelmaityshetken
ja sen jalkeisten hetkien ollessa epigenomin uudelleenohjelmoinnin aikaa, on epigenomi talldin altis
ei-toivotuille muutoksille. Kasvatusmaljan media eroaa huomattavasti spontaanin hedelmdityksen
ymparistosta, ja aiheuttaa sitd kautta riskeja epigenomin muodostukselle. Epigenomin ohjelmoin-
tia, eli tuolloin syntyvid metylaatioita ja histonimodifikaatioita, vaarantaa hedelmd&ityshoitojen ym-
paristdn oksidatiivinen stressi, kriittisten aminohappojen ja entsyymien puute ja alkion naissa olo-

suhteissa viettama aika ennen siirtoa kohtuun.

Tunnetuimmista ID:istd BWS:n riskin on todettu kasvavan hedelmodityshoitojen yhteydessa. Kaikki
leimautumisen hairiéta aiheuttavat syyt tai hairididen syntyhetki eivat ole viela selvilla. Tulee muis-
taa, etta koeputkihedelmoitysten ollessa suhteellisen tuore hoitomuoto ja ID:iden ollessa erittain
harvinaisia sairauksia tarvitaan viela paljon lisaa tutkimusta, jotta voitaisiin varmaksi sanoa hedel-

maityshoitojen kasvattavan ID:iden riskia.
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