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Yhden nukleotidin polymorfismit (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) ovat yhden
emésparin muutoksia DNA-ketjussa. DNA:ssa esiintyvit emésparin muutokset aiheuttavat
suurimman osan ihmisen genomin muunteluista ja periytyessdin nima pistemutaatiot voivat
muuttaa esimerkiksi ihmisen l4dkevastetta tietyille lddkeaineille. Ne voivat my0s altistaa
tietyille sairauksille, kuten syoville, autoimmuunisairauksille, Parkinsonin taudille ja

Alzheimerin taudille.

Yleisimmat kéytetyt menetelmdt SNP:iden tutkimiseen ovat fluoresenssiin perustuvia.
Fluoresenssiin perustuvissa havainnointimenetelmissid kiytetyt fluoresenssikoettimet ovat
leimattu fluoresoivalla vériaineella ja ne ovat yleensa alleelispesifisid. Nditd koettimia voidaan
soveltaa moniin polymeraasketjureaktio- ja sekvensointimenetelmiin, joiden avulla tutkitaan
DNA:ssa esiintyvid SNP:itd. Muita havainnointimenetelmid ovat muun muassa DNA-
microsiruteknitkka ja DNA:n erilaisiin ominaisuksiin perustuvat — menetelmét, kuten

lampdokéyrit ja DNA-molekyylin massaan perustuva massaspektrometria.

Monet kaupallisessa kdytossd olevat SNP-havainnointimenetelmat ovat ty6laitd ja kustannukset
erittdin korkeita. My6s madrityksessd kidytetyt ndytepitoisuudet ovat suuria, jonka takia
pyritddn kehittimédn herkempid menetelmid. Uusia SNP-havainnointimenetelmié tutkitaan ja
kehitetddn jatkuvasti, jotta saadaan menetelmistd my0s kustannustehokkaampi SNP:iden

havainnointiin.

Avainsanat: SNP, DNA, PCR, sekvensointi, microsiru
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Kiytetyt lyhenteet selityksineen

ARMS = amplikaatio-refraktorinen mutaatiojarjestelmé (engl. amplification-refractory
mutation system)

ddNTP = dideoksinukleotidi

dHPLC = denaturoiva korkean erotuskyvyn nestekromatografia (engl. denaturing high
performance liquid chromatography)

DNA = deoksiribonukleiinihappo

FRET = fluoresenssi-resonanssi-energiansiirto (engl. fluorescent resonance energy transfer)
HRMA = korkea resoluutio sulamisanalyysi (engl. high-resolution melting analysis)

KASP = kilpaileva alleelispesifinen —PCR (engl. competitive allele specific PCR)

LAMP = silmukkavilitteinen isoterminen monistus (engl. loop-mediated isothermal
amplification)

MALDI-TOF MS = matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio lentoaikamassaspektrometri
(engl. matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)

NGS = seuraavan sukupolven sekvensointi (engl. next generation sequencing)
PCR = polymeraasiketjureakio
RNA = ribonukleiinihappo

SNP = yhden nukleotidin polymorfismi (engl. single nucleotide polymorphism)



1. Johdanto

Deoksiribonukleiinihappo (DNA) on yksi tdrkeimmistd molekyyleisté eldvissé soluissa, koska
se siséltdd eldvien solujen geneettisen materiaalin. Genomi on organismin geneettisen tiedon
taydellinen joukko, kuten eukaryooteilla DNA sijaitsee kromosomeissa, ja toimiva genomi on
ehto yksilon normaalille kehitykselle ja elamén ylldpitdmiselle. Lisddntyessa jélkeldinen perii
yhden kromosomisarjan kummaltakin vanhemmalta, jolloin jdlkeldiselle syntyy diploidinen

genomi. !

DNA on monomeeriyksikoisti koostuva polymeeri, missd monomeeriyksikot ovat nukleotide;jé.
Nukleotidi koostuu 5-hiilisestd sokeriosasta , deoksiriboosista, typpiemésosasta sekd yhdesta
tai useasta fosfaattiryhmistd (Kuva 1 A). DNA-synteesin aikana fosfaattiryhmit havidvit,
jolloin DNA-nukleotidiin jii jaljelle yksi fosfaattiryhmé. Nukleosidi on nukleotidin osa, johon
fosfaattiryhmit kiinnittyvit (Kuva 1 A). ! DNA-ketjussa esiintyy nelji erilaista typpiemésti
(Kuva 1 B). DNA on kaksijuosteinen rakenne, jossa kaksi juostetta kulkee vastakkaisiin

suuntiin. Nima ketjut ovat sitoutuneet toisiinsa emisparien vililli olevilla vetysidoksilla. !
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Kuva 1. DNA:n nukleotidin rakenne sekd eméspariutuminen DNA:ssa. A) DNA-nukleotidin
rakenne koostuu nukleosidista. Nukleosidin rakenteessa deoksiriboosiin on kiinnittynyt
typpiemisosa, ja fosfaattiryhmén kiinnittyessd nukleosidiin muodostaa nukleotidin. Kuvassa
deoksiriboosiin  kiinnittynyt  typpiemisosa, jolloin muodostunut nukleotidi on
guanosiinimonofosfaatti. B) DNA:ssa typpiemékset pariutuvat emésparisddannén mukaisesti
siten, ettd kaksirenkaiset puriiniemikset adeniini (A) ja guaniinini (G) pariutuvat ja

yksirenkaiset pyrimidiiniemikset sytosiini (C) ja tymiini (T) pariutuvat.



Perinndllisen tiedon tutkimiseen vaaditaan erilaisia madritysmenetelmid. Ndiden menetelmien
valintaan vaikuttaa halutun tiedon saanti ja menetelmien rajoitukset. Jokaisella menetelmaélla
on omat rajoituksensa, jonka takia niiden ymmairtiminen on peruspohjana
maidritysmenetelmédn valinnalle. Genotyyppimééritys on prosessi, jossa maiéritetddn
geneettinen rakenne eli genotyyppi. Genotyyppimaarityksilld on monenlaisia sovelluskohteita
muun muassa perinndllisten sairauksien ja terveysriskien tutkinnassa sekd erilaisien
tutkimuksien ja rikostutkinnan tutkimusmenetelmissd. Useita menetelmid on tutkittu ja osa
niistd  ovat  jo  kaupallisesti  saatavilla. = Viime  vuosikymmenien  aikana
genotyyppiméiiritysmenetelmissi on tapahtunut merkittivid kehitystd. 2 Tutkielmassani
perehdyn erilaisiin havainnointimenetelmiin, joilla on mahdollista havainnoida yhden
nukleotidin polymorfismeja DNA-néytteestd. Tarkemmin keskityn polymeraasiketjureaktioon
(engl. polymerase chain reaction, PCR), sekvensointiin ja DNA-microsiruun pohjautuviin
menetelmiin. Lopuksi esittelen myds muita vaihtoehtoisia menetelmid. Aiheeseen perehdyn

tarkemmin, miten esitellyt menetelmét toimivat ja soveltuvat SNP:iden havainnointiin.

2. Yhden nukleotidin polymorfismit

Yhden nukleotidin polymorfismit ovat DNA-ketjussa esiintyvid yleisimpid geneettisen
variaation muotoja. > SNP:t ovat yhden emisparin vaihdoksia, deleetioita ja insertioita, joita
esiintyy genomin koodaavilla alueilla ja sddtelyalueilla (Kuva 2). Nama muutokset vaikuttavat
ihmisten sairauksiin seki ldikevasteeseen, geenien ilmentymiseen ja populaatiogenetiikkaan. *
Suuri osa geneettisistd mutaatioista altistavat tietyille sairauksille, kuten syovit, diabetes,

Parkinsonin tauti, autoimmuunisairaudet ja Alzheimerin tauti. >
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Kuva 2. DNA-sekvenssissd (A) tapahtuneet kolme mahdollista SNP:n esiintymismuotoa. B)
DNA-sekvenssissd on yhden emadsparin vaihdoksen aiheuttama SNP, jossa kuvassa A—T-
emdspari on vaihtunut G—C-pariksi. C) DNA-sekvenssissd esiintyvd SNP on deleetio, missa
yksi eméspari on hivinnyt kokonaan DNA-sekvenssistd. D) SNP esiintyminen DNA-

sekvenssissd on insertio, jossa DNA-sekvenssiin on liittynyt ylimdardinen emaspari.

SNP:t esiintyvit ihmisen genomissa keskiméédrin muutaman sadan emidksen vilein ja ovat
periytyvid muunnelmia. DNA-sekvenssien analyysien avulla on saatu selville, ettd suuri osa
yksildiden genomin viélilld tapahtuvat vaihtelut ja mutaatiot johtuvat DNA:ssa esiintyvistd
SNP:istd. Tdmin takia SNP:iden havaitseminen on tirkedd muun muassa taudin aiheuttavien
geenien tunnistamisessa ja sopivien lddkeaineiden annostuksissa. Potentiaalisesti ikdvimmét
SNP:iden aiheuttamat seuraukset ovat perinndlliset sairaudet, sillda SNP:illd on merkittdva rooli
perinndllisten sairauksien kehittymisessd. ° Seuraavissa osioissa kisitelldin PCR:in,
sekvensointiin ja DNA-microsiruun pohjautuvia menetelmié, joilla on mahdollista havainnoida
tutkittavista DNA-sekvensseistd esiintyvid SNP:itd. Lopuksi on vield muita vaihtoehtoisia

havainnointimenetelmié, joissa sovelletaan DNA:n omia erilaisia ominaisuuksia.

3. Polymeraasiketjureaktioon ja DNA-sekvensointiin

pohjautuvat havainnointimenetelmét

Tutkielmassani esitetyissd polymeraasiketjureaktioon ja DNA-sekvensointiin pohjautuvissa
menetelmissd havainnointiin on sovellettu fluoresoivalla vériaineella leimattuja koettimia (engl.
probe). Niiden tuottaman fluoresenssi-signaalien avulla tarkastellaan tutkittavan DNA-
ndytteessd esiintyvid SNP:itd. PCR:&4n pohjautuvissa menetelmissd sovelletaan DNA-
sekvenssin monistusvaiheessa olevan DNA-polymeraasientsyymin toimintaa, jolloin SNP:n
esiintyminen DNA-sekvenssissd ~ havaitaan  estyneend =~ DNA-polymeraasientsyymin
eksonukleaasin toimintana. Viimeisend PCR-menetelmistd esittelen vaihtoehtoisen
menetelmidn PCR:lle, missd mdiéritykset voidaan suorittaa ilman PCR:ssd tarvittavaa
lampdosyklivaihetta. Sekvensointiin  pohjautuvissa menetelmissd sekvensoinnin avulla
médrittdd  tutkittavan =~ DNA-sekvenssin  nukleotidiemdsjérjestys, jolloin  voidaan
nukleotidiemaisjérjestystd selvittdmalld tutkia tutkittavista sekvensseistd esiintyvdt SNP:t.
Sekvensointiin pohjautuvissa menetelmissa esittelen lopuksi myos kisittelyohjelman, jolla

voidaan automatisoidusti kisitelld sekvensointidataa.



3.1. Polymeraasiketjureaktioon perustuvat menetelmat

Polymeraasiketjureaktio on DNA-sekvenssien monistusmenetelmé, joka on nopea ja herkka.
Menetelmdssd tutkimuksen kohteena oleva DNA-sekvenssi on tunnettava ennen
monistusvaihetta PCR:Il4, jotta monistettavan DNA-alueen piihin voidaan kiinnittda
monistettavaa aluetta rajaavia synteettisid alukkeita, ja tehdd DNA-sekvenssille
komplementaarisen koettimen. Télloin DNA-polymeraasientsyymi voi monistaa alukkeiden

rajaaman halutun DNA-péatkan.

Menetelmd koostuu kolmesta vaiheesta, jotka toistuvat sykleittdin (Kuva 3). Ensimméiinen
vaihe on denaturointi, missd kaksoisjuosteiset DNA-fragmentit ldmmitetddn, kunnes ne
avautuvat yksijuosteisiksi. Toisessa vaiheessa lampoétilan laskiessa yksijuosteiset DNA-
fragmentit eli alukkeet sitoutuvat sen komplementaarisiin tutkittavan niytteen sekvensseihin.
Viimeisessd vaiheessa tapahtuu DNA-synteesi, jossa DNA-polymeraasi laajentaa DNA-
sekvenssin alukkeista tutkittavaa DNA:ta pitkin. Useasti toistuvat syklit saavat aikaan
tutkittavan DNA-kohteen moninkertaisen monistuksen. > PCR:##n pohjautuvista menetelmisti
tarkastellaan tarkemmin kolmea erilaista menetelmié sekd kdydadn tarkemmin 1épi1 ja lopuksi
kdydddan ldpi PCR-vapaan monistukseen perustuvaa menetelmdd, jossa DNA-ndytteen

monistus voidaan tehdd ilman PCR:ssé vaadittavaa lamp0syklivaihetta.
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Kuva 3. PCR:n toimintaperiaate. A) Denaturointivaihe korkeassa lampétilassa (94-98 °C),
missd kaksijuosteiset DNA-ketjut aukeavat yksijuosteisiksi DNA-ketjuiksi. B) Lampdtilaa
lasketaan (55-70 °C), jolloin alukkeiden nukleotidisekvenssit voivat liittyd nithin

komplementaarisiin yksijuosteisiin DNA-ketjuihin. C) Alukkeen liittymisen jélkeen tapahtuu



DNA-synteesi lampdétilassa 68—72 °C, jossa DNA-polymeraasi luo yksijuosteiselle DNA:1le
alukkeesta alkaen vastinjuosteen. D) A-, B- ja C-kohdan vaiheet toistetaan useina sykleini
riippuen tarvittavan PCR-tuotteen mééristi. Tyypillinen sykliméiri vaihtelee 2040 vililld. 2

Kuva piirretty BioRender.com

3.1.1. TagMan

TagMan-menetelmassi kaytetddn SNP:iden havainnointiin kaksoisleimattua
hydrolyysikoetinta, joka on leimattu fluoresoivalla viriaineella. Menetelmén toiminta perustuu
DNA:n 5’-pdédhin kiinnittyneen Tag-entsyymin polymeraasin eksonukleaasin aktiivisuuteen.
TagManin hybridisoituessa DNA-sekvenssiin tapahtuu tdydellinen pariutuminen, jossa
TagMan-koetin on komplementaarinen DNA-sekvenssille. Télloin ~ Tag-polymeraasin
eksonukleaasin toiminta on aktiivista ja Tag-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuudella
hajotetaan koetin, jolloin muodostuu fluoresenssi-signaali (Kuva 4 A). %" DNA-sekvenssissi
oleva SNP estdd Taqg-polymeraasin eksonukleaasin toiminnan, jonka takia koetin ei pysty
sitoutumaan tdydellisesti DNA-sekvenssiin, jolloin fluoresenssi-signaali pysyy matalana, kun
fluoresoivan viriaineen ja sammuttajamolekyylin etédisyys toisiinsa on ldheinen (Kuva 4 B).
TagMan-menetelméssd havainnointi tapahtuu PCR:n aikana fluoresoivan alleelispesifisen

koettimen avulla. ’
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Kuva 4. TagMan-menetelmidn toimintaperiaate. A) Menetelmédssdi DNA-sekvenssiin
spesifisesti sitoutunut TagMan-koetin korvataan pidentyvélld alukkeella (engl. primer) ja
DNA-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuus pilkkoo koettimen tuottaen korkean fluoresenssi-
signaalin. B) DNA-sekvenssissé olevan SNP estaa Taq-polymeraasin
eksonukleaasiaktiivisuuden, jolloin koetin ei pysty sitoutumaan DNA-sekvenssiin. Télloin
fluoresenssi-signaali pysyy matalana, koska sammuttajamolekyylin ja fluoresoivan vériaineen

etdisyys sdilyy lyhyeni ja fluoresenssi-signaali sammuu. 8



TagMan-menetelmd on yksi ensimmadisid menetelmid SNP-genotyyppimaarityksille. SNP-
genotyyppimairitykset voidaan suorittaa péétepiste-PCR:114 tai yhdistdmalla paitepiste-PCR
ja reaaliaikaisen-PCR. TagMan-menetelmilld pystytddn sekd pddtepiste- ja reaaliaikaiseen-
PCR:44n. Tdma mahdollistaa automatisoidut SNP-genotyyppimédritykset sekd manuaaliset
madritykset tuntemattomille néytteille muodostuneiden PCR-syklien avulla. TagMan-
menetelmin avulla pystytddn erottamaan kahden eri alleelin epéspesifiset fluoresenssi-signaalit

toisistaan, jotka tuottavat haasteita SNP-genotyyppiméiirityksien myohiisessi vaiheessa. ’

3.1.2. Kilpaileva alleelispesifinen -PCR

Kilpaileva alleelispesifinen PCR (engl. competitive allele specific PCR, KASP) on
homogeeninen ja fluoresenssipohjainen genotyyppimédritysmenetelmd. KASP perustuu
alleelispesifiseen oligonukleotidien mééran kasvattamiseen PCR:n avulla. Fluoresenssi-
signaalin tuotto tapahtuu fluoresenssi-resonanssi-energiasiirron (FRET) avulla, missd kahta
fluoresoivaa koetinta kiytettddn tunnistamaan alleelispesifiset monistukset yksittéiselle
kaksoisalleeliselle SNP:lle. PCR:n alkuvaiheessa fluoresoivalla vériaineella leimattu
oligonukleotidisekvenssit ~ ovat  sitoutuneena  sammuttajamolekyylilld  leimattuihin
komplementaarisiin oligonukleotidisekvensseihin, jolloin fluoresenssi-signaali on alhainen.
PCR:n edetessd fluoresoivalla vériaineella leimatut oligonukleotidisekvenssit korvataan
pidentyvillad alukkeella, joiden polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuus pilkkoo ndmi leimatut
oligonukleotidisekvenssit, ja havaitaan korkea fluoresenssi-signaali. ! SNP-
genotyyppimédritykset KASP-menetelmén avulla vaativat kaksi alleelispesifistd aluketta, jossa
kummatkin ovat fluoresoivasti leimattuja erilaisilla vériaineilla sekd yhden yhteisen
kdanteisalukkeen (engl. reverse primer). Tamén jilkeen KASP:n avulla saadaan jokainen

tutkittava alleeli monistettua. '

KASP-systeemissd voidaan kayttdd vain pédtepiste-PCR:n avulla ndytteen tuottamaa
fluoresenssia erottamaan leimatut alleelit, kun taas TagManissa voidaan kiyttdd pédtepiste-
PCR:n lisdksi my0s reaaliaikaista-PCR genotyyppiméérityksissd, mika on erittdin tarkeaa, jotta
pystytddn erottamaan kahden eri alleelin tuottamat epéspesifiset fluoresenssi-signaalit
toisistaan. Talloin KASP-menetelmén kiyttd SNP-genotyyppimairityksissd on rajoittuneempi,

mutta kustannuksiltaan se on halvempi menetelmi kuin TagMan. ’



3.1.3. Amplifikaatio-refraktorinen mutaatiojirjestelma —PCR

Amplifikaatio-refraktorinen mutaatiojérjestelméd (engl. amplification-refractory mutation
system, ARMS) on klassinen ja vakiintunut PCR-menetelmd SNP-genotyyppimaéérityksille.
Menetelmdssd madrityksien periaatteena on kdyttdd kahta alleelispesifistd aluketta, jotka
pystyvit kohdentamaan SNP:t kahteen erilaiseen alleelisekvenssiin. '> ARMS-PCR-
menetelmdd voidaan kayttdd erilaisten SNP-tyyppien alukespesifisyyden vaikutuksien
analysointiin ja eripari emiksien ominaisuuksien tarkasteluun. > ARMS-PCR:1ld voidaan
reaktiosyklissd havaita ndytteestd vain yhden mutaation, miké tekee siitd tydlddn ja kalliin
menetelmdn tutkimaan néytteessd olevia erilaisia mutaatioita. Myods menetelmassé tarvittava
tutkittavan ndytteen pitoisuudet ovat suuret, jolloin menetelmid ei voida kayttdd, kun
tutkittavaa DNA:ta on rajoitetun méiérin. ' ARMS-PCR-menetelmiissi monistussyklien
lisdéntymisen myd6td menetelmén luotettavuus kérsii. Tdmén takia sen soveltuvuus kliiniseen
kiyttoon on vield erittdin rajoittunut. 1> Menetelmi kiyttid padtepiste-PCR:44 ja menetelmin
kayttd tutkimuksissa vaatii niytteen jalkikisittelyd, joka on erittdin tyoldstd ja aikaa vievaa.
TagMan-menetelméé kayttdmalld on voitu vélttimain ARMS-PCR-menetelmén haasteet, silld
TagMan on ARMS-PCR:dd herkempi ja nopeampi menetelmd. TagMan-menetelmissé
ndytepitoisuudet ovat pienempid eikd myoskddn vaadi tutkittavan nidytteen jalkikéasittelya,
jolloin voidaan vélttdd mahdollinen kontaminaatioriski, ja myds sen takia ndytteen madritykset

ovat nopeampia kuin ARMS-PCR:114. #

3.1.5 Silmukkavalitteinen isoterminen monistus

Silmukkavilitteisessd  isotermisessd monistuksessa (engl. loop-mediated isothermal
amplification, LAMP) voidaan haluttu DNA-sekvenssi monistaa ilman PCR:ssd tarvittavaa
lamposyklid. LAMP-menetelmédn avulla DNA-alueen replikaatio on erittdin spesifistd ja
tehokasta. Mééritysajossa lampdtila on vakio koko méiéritysajon ajan, jolloin menetelmé ei
tarvitse kalliita laitteistoja muodostamaan ldmpdsyklejd. Mairityksessd monistetut tuotteet
voidaan havainnoida monilla eri tavoilla, kuten fluoresenssin avulla. '® Soveltamalla
fluoresenssikoetin LAMP-menetelmiddn on saatu SNP:iden havainnointiherkkyyttad

paranneltua. !

LAMP-menetelmaistd on tullut vaihtoehtoinen menetelmi PCR:dén pohjautuviin menetelmiin,
silli se mahdollistaa yksinkertaisen, edullisen ja nopean tavan DNA-ndytteen tutkimiseen.

Menetelmélld on onnistuttu tekemién samoja genotyyppimiérityksid havaitsemaan DNA-



ndytteissd tapahtuneet mutaatiot kuten TaqManilla. Lisdksi LAMP-menetelmédssa

niytteenkisittelyd voidaan tehdi monissa erilaisissa olosuhteissa. 1618

3.2. Sekvensointimenetelmat

DNA-sekvensointi on menetelma, jossa selvitetidn DNA:n nukleotidisekvenssin emaisjérjestys
saadakseen vilttimatontd tietoa geenistd tai genomista. DNA:n nukleotidisekvenssin
tunteminen toimii geneettisen toiminnan ymmaértdmisen pohjana. Sekvensointimenetelmid
SNP:iden havainnointiin on olemassa monia ja niitd voidaan muokata erilaisilla tavoilla, kuten
menetelmissd kdytetyn laitteiston, kemian ja erilaisten ohjelmistojen valinnalla voidaan

vaikuttaa sekvensoitavan alueen pituuden tarkkuuteen ja toistettavuuteen. '

DNA-sekvensointimenetelmié on useita ja yksi tapa luokitella ne ovat ensimmadisen, toisen ja
kolmannen sukupolven DNA-sekvensointimenetelmiin, joista jokaisesta esittelen tarkemmin
yhden menetelmédn ja niiden soveltuvuudet SNP:iden havainnointiin. Kunkin sukupolven
menetelmit ovat kehittyneet edellisen sukupolven pohjalta, kun on ollut tarvetta kehittda ja
parantaa vanhoja menetelmid jatkuvasti luotettavimpien ja tarkempien tutkimustuloksien

saavuttamiseksi ja siten lisdtd menetelmien sovelluksia DNA:n tutkimiseen.

3.2.1. Sangerin sekvensointi

Sangerin sekvensointi (engl. Sanger sequencing) on ensimmadisen sukupolven DNA-
sekvensointimenetelmd, joka perustuu selektiivisiin  DNA-ketjujen muodostumisen
padttymiseen, joita tapahtuu DNA-polymeerasin muodostamien ddNTP:den avulla DNA-
replikaation aikana. On olemassa nelja erilaista ddNTP:td jokaiselle nukleotidille, ja ne ovat

20 Sekvensointilaitteistossa DNA-sekvenssin

fluoresoivalla vériaineella leimattuja.
havainnointi tapahtuu leimattujen ddNTP:iden tuottamien fluoresenssi-signaalien avulla.
Ennen sekvensointia on tarvittaessa PCR-vaihe, jonka avulla voidaan monistaa tutkittavat

spesifiset alleelit. 202!

Sangerin  sekvensointia  pidetddn = SNP:iden  havaitsemisen ja  tunnistamisen
standardimenetelménd, silli menetelmd toimii perustana uudemmille ja automatisoiduille
menetelmille sekd tuottaa luotettavaa maédritystulosta. Menetelmd kuitenkin vaatii kalliita
laitteistoja, jonka takia sen kédyttokustannukset ovat suuret, ja my0s menetelmain eri tyovaiheet

ovat tydliiti ja hitaita. '° Tdmin takia menetelmi ei ole enii kovin kiytetty, koska on kehitetty



muita havainnointimenetelmid, jotka ovat esimerkiksi nopeampia tai kustannukset ovat

pienemmiit.

3.2.2. Seuraavan sukupolven sekvensointi

Seuraavan sukupolven sekvensoinnissa (engl. next generation sequencing, NGS) kokonaiset
genomit sekvensoidaan fragmentteina (Kuva 5). Toisen sukupolven NGS-menetelméa on nopea
sekd kustannustehokas menetelma, joka mahdollistaa kattavan geneettisen tiedon saannin. Yksi
NGS-menetelmin tarkeimmistd sovelluksista on yksildiden vélisten genomitason variaatioiden

havainnointi, kuten tutkittavien niytteiden sisiltimien SNP:iden havainnointi. **%}

Adapteri
I — e
A s B mmmmm C HMOQHAMEAM
DNA-fragmentit DNA-kirjasto
L ]
DNA-néyte ™

Sekvensointi

Kuva 5. NGS-menetelmidn toimintaperiaate. A) DNA-ndyte fragmentoidaan eli pilkotaan
lyhyiksi DNA-pétkiksi. B) DNA-fragmentteja kisitelldén siten, ettd molempiin péihin liitetddn
adapterisekvenssi. Adapterisekvenssit ovat synteettisid tunnettuja oligonukleotideji. C) Joukko
késiteltyja DNA-fragmentteja muodostaa DNA-kirjaston. Adapterien vilissd olevat DNA-
fragmentit ovat tutkittavaa DNA-ndytettd, joiden sekvenssien nukleotidieméisjdrjestystd

saadaan selville DNA-kirjaston sekvensoinnilla. ** Kuva piirretty BioRender.com

Kokonaisten genomien sekvensoinnin myoté kaikkien olemassa olevien SNP:iden 16ytdminen
on mahdollista. Menetelmén avulla voidaan yleisesti ilmenevien SNP:iden lisdksi tunnistaa
harvinaiset SNP:t. Hyvd kattavuus genomista on edellytys luotettavaan SNP:iden
havainnointiin. > Genomitason tieto helpottaa tautia aiheuttavien geenien ja sairauksiin
liittyvien sddtelyelementtien 10ytdmistd. Kohdennettu sekvensointi mahdollistaa tautia

aiheuttavan mutaation tunnistamista taudin diagnosointia varten. >

3.2.3. MinION
MinlON-menetelmd on kolmannen sukupolven sekvensointimenetelmd. Menetelmalla
sekvensoidaan yksittdisida DNA- ja RNA-molekyylejd ilman PCR-monistusvaihetta. MinlON-

sekvensointimenetelmd on virtauspohjainen nanopore-menetelméd, missé DNA-ndyte



kulkeutuu nanopore-kalvon ldpi, joka ldpdisyttdd yhden DNA-molekyylin kerrallaan
sahkdvirran ja sopivan puskuriliuoksen avulla. Tutkittavan DNA:n virratessa ldpi nanopore-
kalvosta, jokaisen nukleotidin vaikutus sdhkovirtaan voidaan havaita menetelmissa
kéytettdvalld sensorilla. Tutkittavan DNA:n pituus ei ole rajoitteena menetelmén kaytolle,
koska sekvensointi tapahtuu jatkuvasti jokaiselle huokoselle ldpéiseville DNA-molekyylille.
Kuitenkin menetelmin rajoituksena on kéyttdjan kyky saada ehjid ja pitkid DNA-fragmentteja

tutkittavasta kohdealueesta. ¢

MinION-menetelmi mahdollistaa myds pitkien DNA-molekyylien sekvensoinnin. ?® MinlON
on NGS:td nopeampi ja edullisempi menetelmd kokonaisten genomien sekvensointiin.
Menetelmén etuutena NGS-menetelmadn on, ettdi MinlON pystyy sekvensoimaan pidempid
DNA-molekyyleja. Myds MinlONilla saadun sekvensointidatan analysointia on kehitetty
kéayttdjaystavillisemméksi kuin NGS-datan analysointia. NGS-datan analysointi on aikaa
vievad, silld raakadatan on kdytdva useita analyysivaiheita. Tdmén takia menetelmin kayttd
voi vaatia kayttdjaltd bioinformatiikan erityisosaamista saadakseen oikeaa tietoa
sekvensointidatasta. >*?’ Yksi MinlONin suurena etuutena toisiin sekvensointimenetelmiin,
kuten NGS, on sekvensointilaitteen pienikokoisuus ja mahdollisuus reaaliaikaiseen data-
analyysiin. MinlON-menetelmédn reaaliaikaisen data-analyysi saadaan sekvenssilukemien
lukumaaristd sekd DNA-pituuksien jakautumisesta, jonka takia saatujen tietojen analysointiin
tarvittava jarjestelméa vaatii rajoitetun laskentainfrastruktuurin. Kuitenkin jatkuvan kehityksen
sekvensointikemiassa ja ohjelmistojen parannuksilla menetelmin kapasiteettia on saatu

parannettua. 26

3.2.4. PolyPhred

PolyPhred on automatisoidun PRC-datan késittelyohjelma. PolyPhredissé sovelletaan kolmea
eri menetelmdi. Namd kolme menetelmid, joita sovelletaan yhdessa ovat Phred, Phrap ja
Consed.  PolyPhred-menetelmilld  havaitaan  fluoresenssipohjaisella  sekvensoinnilla
yksittiisten heterotsygoottisten nukleotidien substituutioiden olemassaolo PCR-tuotteiden
sekvensseissd. PolyPhredissa kéytettyd fluoresenssipohjaista sekvensointia voidaan kéyttaa
myo0s tutkittavien ndytteiden uudelleensekvensointiin, jonka takia menetelmi soveltuu DNA:n

polymorfismien ja mutaatioiden havainnointiin. 2
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PolyPhred on yleinen menetelmd SNP:iden tunnistamisesta saatujen tietojen
uudelleensekvensointiin, koska menetelmalld pystytdén havaitsemaan sekvenssissd ilmenevit
heterotsygootit ja niiden sijainnit. PolyPhred-menetelmdi kdytetddn ensisijaisesti pienten
sekvenssien tietojen analysointiin. 2° Fluoresoivien viriaineiden kiiyttd menetelmissi antaa
paremman tarkkuuden heterotsygoottien tunnistamisessa sekvensseissid. Ndiden viriaineiden
kdyttd olisi hyvd mahdollinen kehitys menetelmiddn. Menetelméé voitaisiin siten soveltaa
paremmin diagnostiikassa, missd hyvd havainnointitarkkuus on valttimatontd. PolyPhred-
menetelmdn  myotd  voidaan  tehdd ~ automatisoidusta  fluoresenssipohjaisesta
uudelleensekvensoinnista kiytannollisempdd ja kustannustehokkaampaa SNP:iden

havainnointiin moniin biologisiin ja lifketieteellisiin sovelluksiin. 2

4. DNA-microsirumenetelmat

DNA-microsirumenetelmét ovat DNA:n hybridisaatioon perustuvia menetelmid, missd nédyte
hybridisoituu DNA-microsiruihin. DNA-microsirumenetelmassé sirusysteemin DNA-lastussa
kiinnitetddn tai syntetisoidaan spesifisid tunnettuja oligonukleotidisekvensseja kovalenttisesti
tai ei-kovalenttisesti kiintedlle alustalle (Kuva 6 A), mihin tutkittavat DNA-sekvenssit
hybridisoituvat. DNA-microsiru koostuu useista tunnetuista oligonukleotidisekvensseistd seké
fluoresoivalla vériaineella leimatuista tutkittavista DNA-ndytteen sekvensseisti. DNA-
microsirussa kaytetyn kiintedn alustan materiaali voi vaihdella kéaytetystd microsiru-
menetelmistd. Oligonukleotidisekvenssit toimivat menetelméssd koettimina, mihin tutkittava
DNA hybridisoituu sen l6ydettyd komplementaarisen oligonukleotidisekvenssin (Kuva 6).
Koettimiin liittyneiden DNA-sekvenssien tuottamien fluoresenssi-signaalien avulla
tarkastellaan tutkittavan ndytteen DNA:ta, ja yhdelld microsirulla voidaan samanaikaisesti

tutkia tuhansia SNP:iden aiheuttamia sekvenssimuutoksia niytteesti. *°
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Kuva 6. DNA-microsirun toimintaperiaate. A) Kiinteélle alustalle on kiinnittyneend tunnetut
oligonukleotidisekvenssit, johon tutkittavat DNA-sekvenssit voivat hybridisoitua 10ydettydin
komplementaariset oligonukleotidisekvenssit microsirualustalta. B) Tutkittavat DNA-
sekvenssit késitellddn siten, ettd ne leimataan fluoresoivalla viriaineella. DNA-sekvenssien
hybridisoituessa  oligonukleotidisekvensseihin ~ voidaan  tarkastella =~ muodostuneiden
fluoresenssi-signaalien voimakkuutta. C) DNA-sekvensseissd, joissa ei esiinny SNP,
hybridisoituvat tiydellisesti  oligonukleotidisekvensseihin. Hybridisoitumisen jilkeen
microsiru pestdén, jolloin tdydellisesti hybridisoituneet DNA-sekvenssit tuottavat fluoresenssi-
signaalia. SNP:ta siséltdvissa DNA-sekvensseissi hybridisoituminen
oligonukleotidisekvensseihin on epétiydellistd, jolloin DNA-microsirun pesun aikana suurin

osa niisti pestéin pois. Tilloin fluoresenssi-signaali on matala. *°

4.1. Affymetrix-siru

Affymetrix-microsirumenetelmilld voidaan tutkia satoja tuhansia ihmisen SNP:ita.
Menetelmaissi tutkittava DNA-ketju fragmentoidaan tunnetuista alueista siten, ettd SNP:t ovat
kaukana DNA-fragmenttien pdistd. Néytteen DNA-fragmentit monistetaan PCR:n avulla,
jonka jilkeen fragmentit leimataan. Késittelyn jdlkeen niyte hybridisoituu microsirulla oleville
tunnettuihin koettimiin. 3! Niytteessid olevien DNA-fragmenttien SNP-kohtien tutkimiseen
kdytetddn microsirulla olevia koettimia, jotka ovat DNA-ndytteen molemmille alleeleille
suunniteltuja  25:n  oligonukleotidin  pituisia  sekvenssejd. Ne ovat suunniteltu

komplementaarisiksi  tutkittavan DNA-sekvenssien kanssa, jolloin DNA pystyy
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hybridisoitumaan molempiin koettimiin riippumatta koettimen kantamasta alleelista. SNP:n
esiintyminen DNA-sekvensseissd havaitaan oligonukleotidisekvenssien hybridisoitumisen
perusteella, ja SNP:td siséltdvdssd DNA-sekvenssissd hybridisoituminen koettimen

oligonukleotidisekvenssiin on epitiydellisti, jolloin fluoresenssi-signaali on matala. 3

Affymetrix-siru on ensimmaéinen kaupallisesti tuotettu sirumenetelmd SNP:iden havainnointia
varten, jolla pystyttiin tekemddn 1500 SNP:iden genotyyppiméérityksid yhdelld sirun DNA-
lastulla. Menetelméd on kehitetty jatkuvasti suuremmille nidytemaiirille, ja nykypdivind on
saatavilla jopa 500 000 (500k) SNP:iden genotyyppimédrityksid yhdelld DNA-lastulla. Siru-
datan luotettava analysointi vaatii useita miérityksid, jonka takia vadrien positiivisten tuloksien
valttdimiseksi yhden méirityksen merkitsevyystaso on alhainen, jolloin voidaan poissulkea

méirityksissd huonosti toimivat SNP:t. 33

4.2. Illuminan GoldenGate

[lluminan GoldenGate-menetelma mahdollistaa suuren mairén lokusten multipleksoinnin eli
moninkertaistumisen yhden reaktion aikana spesifisen laajennus- ja monistusvaiheen kautta.
Menetelméssd DNA-nidytettd ei tarvitse monistaa ennen maéritystd, mikd on menetelméin yksi

tarkeimmisti eduista. 3*

GoldenGate-sirun  kolme oligonukleotidisekvenssid muokataan kullekin tutkittavan
ndytesekvenssin ~ SNP-lokukselle = komplementaarisiksi, siten ettd kaksi ndistd
oligonukleotidisekvensseistd ovat spesifisii SNP-kohdan alleelille, joita kutsutaan
alleelispesifisiksi oligoiksi (ASO) ja kolmas oligonukleotidisekvenssi hybridisoituu ASO-
kohdasta alaspdin on lokusspesifinen oligo (LSO) (Kuva 7). Sekvenssi on suunniteltu niin, etti
SNP ja LSO vilinen etdisyys on 1-20 emésparia, jolloin SNP:n havainnointi on tehokkainta
eikd LSO:n sitoutuminen héiritse sitd. Hybridisaatioprosessin aikana oligonukleotidisekvenssit
hybridisoituvat DNA-ndytteen komplementaarisiin kohtiin sitoutuneisiin paramagneettisiin
hiukkasiin. Monistettu GoldenGate-menetelmaélld saatu tuote jdlleen hybridisoituu toiselle
sirulle, kuten Sentrix-sirulle, jolloin voidaan analysoida tuotteen tuottamaa fluoresenssi-

signaalia. 34

13



\ N
:

A - B o —A  —— -

. ASO1 5 R Bogg>y ¥ LSO

AsO2 5~
|~
. v, .
-

C TR T TN D PZ/J o = -

- ASO = alleelispesifinen oligo
LSO = lokusspesifinen oligo
E P1, P2, P3 = PCR-alukkeet
\ / \ / osoite = sekvenssi, joka kohdentaa
tietynlaiseen partikkelityyppiin

Kuva 7. Illuminan GoldenGate-sirumenetelmén toimintaperiaate. A) Leimattu yksijuosteinen

DNA-sekvenssi, jossa sijaitsee SNP. B) Yksijuosteinen DNA-ndytteeseen lisdtddn
oligonukleotidejd, johon tutkittava DNA-sekvenssi voi hybridisoitua sen Idydettyd
komplementaarisen oligonukleotidisekvenssin. Hybridisaation aikana
oligonukleotidisekvenssit hybridisoituvat tutkittavan DNA-nédytteen komplementaarisiin
kohtiin sitoutuneisiin paramagneettisiin  hiukkasiin (B) ja pestddn ylimddrdiset ja
epatdydellisesti hybridisoituneet oligonukeleotidisekvenssit (C). Téamén jéilkeen tapahtuu
alleelispesifinen laajennus- ja ligaatiovaihe. D) Laajennus- ja ligaatiovaiheen jilkeinen tuote
leimataan fluoresoivalla vériaineella ja monistetaan PCR:n avulla siten, ettd DNA-sekvenssi
esiintyy niytteessd yksijuosteisena. E) Fluoresoivalla viriaineella leimatut ja monistetut
yksijuosteiset DNA-sekvenssit hybridisoituvat Sentrix-sirulle, jolloin voidaan tutkia ndytteen

tuottamaa fluoresenssi-signaalia. 34

4.3. Alukelaajennus

Alukelaajennus (engl. arrayed primer extension, APEX) on
minisekvensointimicrosirumenetelma, joka perustuu kaksiulotteisiin oligonukleotidikoettimiin.
APEX-menetelmissd kéytettyjen koettimien oligonukleotidien 5’-pdétd muokataan, jolloin ne
sitoutuvat kovalenttisesti microsirun lasialustaan. Oligonukleotidikoettimet on suunniteltu
sitoutumaan tiydellisesti ndytteen DNA-sekvensseihin jéttden tutkittavat SNP:t vapaiksi, joka

mahdollistaa hybridisaation koettimien komplementaaristen oligonukleotidien kanssa. Kaikkia
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neljdd erilaista ddNTP-fragmenttia muokataan neljdlld eri fluoroforilla, jolloin jokainen
fragmentti hybridisoituu niille spesifisiin koettimiin microsirualustalla. Tdmén jélkeen DNA-
polymeraasin eksonukleaasi pidentdé hybridisoituneita sekvensseja SNP-kohdista alkaen, silld
ne ovat komplementaarisia késiteltyjen ddNTP-fragmenttien kanssa. Télldin jokaiselle
emikselle spesifinen fluoresoiva viriaineen havainnointi antaa tietoa tutkittavista SNP:ista.
Samalla alustalla voidaan tehdd erilaisia SNP:iden rinnakkaisanalyysid erilaisten
microsirualustalla kiiytettyjen oligonukleotidien havainnoinnin avulla. 3°3® Affymetrixin ja
[lluminan maéritykset kestivit useita tunteja, jotta tutkittivat DNA-sekvenssit hybridisoituvat
sirusysteemiin, joten APEX verrattuna Affymetrixiin ja [lluminaan on huomattavasti nopeampi

médritysmenetelmi, silld madritykset kestivit vain 20 minuuttia. *’

4.4. Infintumin koko genomin genotyyppimééritys

Infiniumin koko genomin genotyyppimaéadritys (engl. whole-genome genotyping, WGG) on
yksinkertainen ja vakaa menetelmid genomilaajuisiin méarityksiin. *® Menetelmi perustuu
alleelispesifiseen hybridisaatioon, johon on yhdistettynd genomisen DNA:n alukelaajennus
(engl. allele-spesific primer extension, ASPE) tai yhden eméaksen laajennus (engl. single base
extension, SBE). ASPE:ssa kéytetdéin kahdenlaisia partikkeleita (engl. beads) yhtd SNP:td
varten. Namé partikkelit ovat leimattu samalla fluoresoivalla vériaineella. SBE:ssa kdytetddn
yhdenlaisia partikkeleita yhtd SNP:td kohti, joka on leimattu kahdella erilaisella fluoresoivalla

vériaineella. 383°

Menetelmassé kdytetty koetin koostuu 80:n emiksen oligonukleotidisekvensseistd, joiden 5°-
padt ovat muokattu siten, ettd ensimmadiset 30 emadstd kiinnittyvét tutkittavaan ndytteeseen.
Loput 50 emistd muodostavat ensin sekvenssin, johon SNP:td siséltdva tutkittavan ndytteen
sekvenssin pystyy hybridisoitumaan sen 16ytéessd komplementaarisen
oligonukleotidisekvenssin. Hybridisaation jdlkeen tapahtuu alukkeen laajennus menetelméssa
valitun ASPE:n tai SBE:n kautta, mikd luo alleelisen erottelun liitetyn alukkeen
koetinsekvenssin DNA-polymeraasin pidennysvaiheessa. Télloin koetinsekvenssien tietyissa
partikkeleissa pidennetddn ja leimataan vain niiden hybridisoituessaan tdydellisesti
komplementaarisiin sekvensseihin. Tamén jdlkeen néytteestd tutkitaan menetelmén samalta
valmistajalta tarjoamalla data-analysointiohjelmalla, kuten Illuminan GenCall-ohjelmalla,

partikkeleiden tuottamien fluoresoivan-signaalien vilistd intensiteettisuhdetta, jossa verrataan
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suuressa ndytemadrdssi olevien koettimien intensiteettisuhdetta ndytteen siséltimien erilaisten

alleelien valilla. 3840

5. Muita havainnointimenetelmia

PCR:ddn, sekvensointiin ja microsiruun pohjautuvien havainnointimenetelmien lisdksi on
useita muita menetelmiéd tutkia SNP:itd. Muita havainnointimenetelmid ovat muun muassa
massaspektrometriaan, korkean erotuskyvyn nestekromatografiaan ja lampokayriin perustuvia.
Osa néistd menetelmistd voidaan kdyttdd edeltdvien menetelmien sijasta, kun halutaan tutkia

SNP:itd ilman fluoresoivia leima-aineita.

5.1. Matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio

lentoaikamassaspektrometria

Matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio lentoaikamassaspektrometria (engl. matrix assisted
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) on menetelma,
jolla tutkitaan biomolekyylejd. Menetelmidn MALDI-osassa biomolekyylit upotetaan matriisiin,
joka sisédltda aromaattisia yhdisteitd, joiden tunnusomaisena ominaisuutena on niiden alhainen
molekyylipaino. Menetelméssi laserin kiytto tietylld aallonpituudella saa aikaan molekyylien
desorption ja ionisaation. Desorptoituneet ja ionisoituneet molekyylit kiihdytetdin
sahkokentdssd lentoaikalaitteessa (TOF), jolloin ndytteen molekyylien massavaraussuhteet

lasketaan lentoaikalaitteen putken piissi olevalla detektorilla. !

Menetelmdssd ndytteiden médritykset ovat nopeita, jonka takia voidaan tuhansia nidytteitd
madrittid paivissi ja nditd mairityksid on mahdollista automatisoida. > Menetelmi on herkk
emdisvaihdoksien havainnointiin  homotsygooteissa sekd heterotsygooteissa, jolloin
massaspektrometrin tuottamat signaalit ovat tarkkoja ja niiden signaali-kohinasuhteet ovat
korkeita. TAmi johtaa siihen, etti menetelmiin antamat viirit signaalit ovat alhaiset. ** Toisin
kuin monet muut hybridisaatioon perustuvat genotyyppimééritystekniikat, MALDI-TOF MS
avulla molekyylien molekyylimassat saadaan suoraan mitattua. Menetelmi tarjoaa siis
joustavan ja erittidin spesifisen lihestymistavan SNP:iden havainnointiin ja analysointiin. **
MALDI-TOF MS:lld tehdyt madritykset ei vaadi valmistajan tehtyjd templaatteja, kuten

esimerkiksi DNA-microsiruissa, télloin MALDI-TOF MS -menetelméd voidaan vapaasti

muokata ja mukauttaa tutkittavien SNP:iden havaitsemiseksi. 4’
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5.2. Denaturoiva korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Denaturoiva korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (engl. denaturing high performance
liquid chromatography, dHPLC) kéytetddn usein yhdessd PCR:n kanssa, silld ndytettd pitdd
usein monistaa ennen kuin dHPLC-menetelmii kiytetisin SNP:iden analysointiin. “® SNP:iden
havainnointi dHPLC-menetelméissd perustuu DNA:n erilaisiin  termodynaamisiin
ominaisuuksiin. Periaatteena on heterodupleksi-DNA:n havainnointi PCR-tuotteesta, joka on
heterotsygoottinen sekvenssimuunnokselle. Ndiden heterodupleksien havainnointiherkkyys on
riippuvainen dHPLC:ssd kiytetyn kolonnin ldmpdétilasta. Kolonnin ldmpdtilaa pidetiddn
vakiona mdirityksen ajan, jotta SNP:td sisdltdvd heterodupleksi-DNA on havaittavissa.
Optimildmpdtila SNP:iden havainnoinnille on l[dmpdtila, jossa puolet ndytteestd olevat DNA:t
ovat yksijuosteisena ja loput puolet ovat kaksijuosteisena tai sen sulamispisteessd, jossa

kaksijuosteinen DNA aukeaa yksijuosteiseksi DNA :ksi. 4/

dHPLC:std on tullut hyoddyllinen menetelmd SNP:iden tunnistamiseen. Menetelmissa
kuitenkin méiritykset tehdddn yksi mairitysajo kerrallaan, jolloin menetelmé ei ole erittdin
tehokas tapa tehdd suurten ndytemaérien genotyyppimairityksid. On kuitenkin tehty lukuisia
tutkimuksia dHPLC:n tarkkuudesta ja herkkyydestdi DNA-mutaatioiden havaitsemisessa, ja

menetelmiin on osoitettu olevan luotettava polymorfisten geenien analysoinnissa. 4°

5.3. Korkea resoluutio sulamisanalyysi

Korkea resoluutio sulamisanalyysi (HRMA) on post-PCR-menetelmad, jossa kaksijuosteiset
PCR-tuotteet altistetaan kasvavalle ldmpotilalle kdyttden reaaliaikaisia PCR-laitteistoja.
Menetelmassé lampdtilaa lasketaan PCR-reaktion jélkeen, jotta yksijuosteinen DNA pariutuisi
kaksijuosteiseksi ennen kuin lampdtilaa nostetaan jilleen, jolloin kaksijuosteinen DNA aukeaa
erilleen yksijuosteisiksi. Tutkittavaan néytteeseen lisdtddn fluoresoiva vériaine, joka sitoutuu
kaksijuosteiseen DNA:han, mutta ei yksijuosteiseen DNA:han. Fluoresoivan vériaineen
erottuminen kaksijuosteisesta DNA:sta johtaa fluoresenssi-signaalin laskuun, jonka takia
fluoresenssi on verrannollinen ndytteen jdljelld olevaan kaksijuosteisen DNA:n madrdin.
Fluoresenssi-signaalin intensiteetti suhteessa lampotilaan vaihtelevien ldmpotilavaiheiden
alueella saadaan madritettyd tutkittavan DNA-ndytteen juosteille sulamiskdyrit, ja ndytteen
DNA-juosteiden  fluoresenssi-signaalien  intensiteettimuutokset ovat verrattavissa
vertailuprofiiliin, joka sisdltdd tunnettujen DNA-juosteiden sulamiskdyrit, jolloin on

mahdollista tarkasti médritti tutkittavien juosteiden sulamislimpétilat. 44
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HRMA on suljettu, yhden putken maédritys, jolloin ndytettd ei tarvitse siirtdd useisiin putkiin,
ja ndin voidaan vilttdd mahdollinen PRC:n jéilkeen tapahtuva kontaminaatioriski.
Madrityksessd luotettavimmat tulokset saadaan, kun SNP:td sisdltdvien sekvenssien vililld
olevat sulamislimpétilaerot ovat selkedt. ** HRMA:lla on monia kiyttdkohteita, kuten
mutaatioiden havainnointi ja yksittdiset SNP-genotyyppimairitykset. Hyvistd suorituksista
huolimatta HRMA:lla ei ole toistaiseksi saatu kdyttoon laajamittaisissa SNP-
genotyyppitutkimuksissa, mikd johtuu menetelmén rajoituksista erottaa kahta

homotsygoottiprofiilia toisistaan, kun niiden sulamislimpétilaerot ovat pienet. >

6. Johtopaitokset ja yhteenveto

SNP:t ovat yksi yleisimmistd mutaatiomuodoista, joita esiintyy ihmisten keskuudessa. Niiden
havaitseminen on tdrkedssd roolissa monissa erilaisissa sovelluksissa, kuten sairauksien
ennustamisessa, chkiisyssd ja diagnosoinnissa, potilaiden lddkevasteen tutkimuksissa ja
geenitutkimuksissa. Perinnéllisen materiaalin ymmartaminen on tarkeda
havainnointimenetelmén valinnassa sekéd tulosten tulkinnassa. Tdmén takia on ymmaérrettiva,
ettd jokaisella menetelmélld on omat rajoituksensa DNA-tutkimuksissa. Menetelmén valinta
riippuu tutkimuksen erityisvaatimuksista, ja on otettava huomioon tarvittavan geneettisen
tiedon tarkkuus, tutkittavien niytteiden maara, niytteen esi- ja jilkikasittelyvaiheet, erilaisten
laitteiden ja  ohjelmistojen analyysikyvyt sekd lopuksi taloudelliset rajoitteet.
Havainnointimenetelmin tulee tarjota hyvin tasapainoin tutkitun néytteen tarvittavan tiedon
kattavuuden ja herkkyyden vililld, joka sopii parhaiten ndytteen geneettisen tutkimuksen
tarkoitukseen. Tdlloin voidaan parantaa SNP-havainnoinnin kestdvyyttd ja tarkkuutta, kun

tiedetddn menetelmén vahvuudet kattavan geneettisen analyysin saavuttamiseksi.

PCR-menetelmit tarjoavat spesifisen ja tarkan tavan pienten nidytemédrien olevien SNP:iden
havainnointiin. Ndiden menetelmien rajoituksena on vain entuudestaan tunnettujen SNP:iden
havainnointi ndytteestd, silli menetelmdt vaativat tarkan alukkeen suunnittelun, jotta
havainnointi olisi mahdollista. PCR:44 kdytetddn myos osana useissa muissa menetelmissé
ndytemaddrien monistuksessa. Sekvensointimenetelmét puolestaan soveltuvat koko genomin tai
tietyn halutun alueen analyysiin, ja ne tarjoavat kattavan analyysin tunnettujen sekéd uusien

SNP:iden tunnistamisen. Sekvensointiin pohjautuvat menetelmét ovat maédritysajoiltaan
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PCR:id nopeampia, mutta sekvensointidatan analysointi edellyttdd kayttdjaltd kehittynyttd
bioinformatiikan osaamista. PCR:44n ja sekvensointiin verrattuna suurin etu DNA-
microsirumenetelmissd ovat niiden mahdollisuudet tehdd samanaikaisesti suurien
ndytemddrien médrityksid. Kuitenkin madritysherkkyys ovat PCR:d4 ja sekvensointia
heikommat ja mdiéritykset rajoittuvat sirusysteemissd oleviin ennalta madriteltyihin
oligonukleotidisekvensseihin. Talloin uusien SNP:iden tunnistaminen ei ole mahdollista DNA-

microsirumenetelmilla.

Kaikissa menetelmissd on edelleen omat haasteensa, ja jatkuva suuri haaste on menetelmien
korkeat kdyttokustannukset, miki rajoittaa niiden kayttdd. Kuten PCR:ssd, menetelmét eivét
ole itsessdéin erittdin kalliita, mutta tarvittavat laitteistot ovat puolestaan hyvin kalliita.
Sekvensointimenetelmit ovat PCR:id kalliimpi, mutta ne tarjoavat kattavampaa tietoa
SNP:iden havainnointiin, mikéd tekee niistd kuitenkin kustannustehokkaan laajamittaisissa
tutkimuksissa tai kun tarvitaan yksityiskohtaista geneettistd tietoa. DNA-microsirut puolestaan
tarjoavat kustannustehokkaan tavan laajamittaiseen SNP-genotyyppimédritykseen, etenkin kun

kasitelldadn suuria madrid SNP:itd ndytteesta.

Kaikki ylld esitellyistdi menetelmistd ovat kaupallisesti saatavilla, mutta niitd
havainnointimenetelmié ja muita tekniikoita kehitetddn jatkuvasti, silld menetelmistd pyritddan
tekemiddn kustannustehokkaampia, jotta ne olisivat laajemmin kdytdssd. Mahdollinen tapa
saada kayttokustannukset alhaisemmaksi on automatisoida mééritykset, jolloin voidaan
vihentad tydvoimakustannukset menetelmissi ja tehdd enemmaén méadrityksid samanaikaisesti.
Kaikissa mainituissa menetelmissd kéytettyjen teknologian ja data-analysoinnin kehittiminen
tehokkaammaksi voidaan saada menetelmien kustannukset alhaisemmaksi. Myo6s jatkuva
yleinen kehityksen kohteena monissa menetelmissi ovat ndytteen kapasiteettien kasvattaminen
médrityksissd sekd menetelmien herkkyyden kasvattaminen, jotta SNP:iden havainnointi olisi

entistd tarkempaa ja luotettavampaa.
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