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KATSAUS B

Uudet long-read-teknologiat
— kohti tarkennettua genomitietoa
perinnollisista sairauksista ja syovista

Uusien molekyylibiologisten menetelmien kehitykselld ja laajamittaisella hyddyntamiselld on avainase-
ma eri sairauksien taustalla vaikuttavan geneettisen vaihtelun tutkimisessa. Uuden sukupolven sekven-
sointimenetelmdt ovat mahdollistaneet lukuisien tautigeenien tunnistamisen, ja kustannustehokkuu-
tensa ansioista ne ovat tulleet tarkedksi osaksi myés kliinistd rutiinidiagnostiikkaa. On silti tdrkeaa tie-
dostaa ndiden menetelmien puutteet erityisesti genomin rakenteellisten muutosten havaitsemisessa,
jossa hyddynnetddn edelleen padasiassa tavanomaisia sytogeneettisid menetelmia. Viimeaikaisen tek-
nologisen kehityksen mydta uudet long-read-menetelmadt voivat mahdollistaa entista tarkemman ja kat-
tavamman genomitiedon muodostamisen seka korvata nykyisia tutkimusmenetelmia tulevaisuudessa.

olmesta miljardista emisparista koostu-
va ihmisgenomi on rakenteeltaan hyvin
onimutkainen. Suurimmaksi osaksi eri
ihmisten genomi on identtinen, mutta siind
esiintyy my0s vaihtelua, joka vaikuttaa yksilon
ilmiasuun. Osa tistd vaihtelusta voi aiheuttaa
sairauden tai vaikuttaa yksilon sairastumisris-
kiin (1).

Yksittdisten emédsparimuutosten tai emésten
pienten lukumdairimuutosten lisiksi genomi
on tdynnd pituuksiltaan vaihtelevia DNA-
toistojaksoalueita sekd rakenteellista muun-
telua, johon lukeutuvat kaikki kooltaan yli 50
emisparia kattavat muutokset. Tillaisia ovat
esimerkiksi tietyn genomialueen kopioluku-
muutokset (copy number variation, CNV, de-
leetiot tai duplikaatiot), insertiot, inversiot,
translokaatiot ja muut monimutkaiset genomi-
set uudelleenjdrjestdytymiset. Jos tarkastellaan
naissd mukana olevien eméasparien lukumaaras,
rakenteelliset muutokset selittavit suuremman
osuuden eroista kahden satunnaisen ihmis-
genomin vlilld kuin pistemutaatiot ja pienet
emisten lukumidrin muutokset yhteenlasket-
tuna (2). Pistemutaatioiden tavoin genomin
rakenteelliset muutokset voivat liittyéd lukuisiin
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eri sairauksiin, esimerkiksi syopddn ja kehitys-
hiirisihin (3).

Genetiikan menetelmat kehittyvat

Geneettisen vaihtelun yhdistiminen eri
sairauksiin on aina ollut vahvasti riippuvaista
molekyylibiologisten menetelmien kehityk-
sestd (1). Varhaisimmat genetiikan menetel-
mat, kuten kromosomien raitavirjiys, geno-
min kytkentdanalyysit ja paikkakloonaus seki
myohemmin yksittdisten kandidaattigeenien
Sanger-sekvensointi ja genominlaajuiset asso-
siaatiotutkimukset, ovat osaltaan lisdnneet ym-
marrystd eri sairauksien geneettisestd taustasta.

Viimeksi kuluneen reilun vuosikymmenen
aikana uuden sukupolven sekvensointimene-
telmit (next-generation sequencing, NGS eli
rinnakkaissekvensointi) ovat hallinneet geneet-
tistd tutkimusta ja mahdollistaneet lukuisten
uusien tautigeenien tunnistamisen sekd tulleet
tarkedksi osaksi kliinistd rutiinidiagnostiikkaa
(4,5). Niiden menetelmien ansiosta geneet-
tinen tutkimus ja geenitestit ovat siirtyneet
yksittdisten geenien tarkastelusta laajempien
geenipaneelien ja koko genomin tai sen proteii-
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neja koodaavan alueen, eksomin, sekvensoin-
tiin. Tdmid on mahdollistanut my6s merkit-
tavid edistysaskeleita syovan molekulaaristen
mekanismien ymmirtimisessi (6). Nykyisten
NGS-menetelmien tirkeimmait vahvuudet ovat
kustannustehokkuus, nopeus ja luotettavuus
DNA:ssa esiintyvien pienten emdsmuutosten
havaitsemisessa (TAULUKKO) (4).

Vaikka NGS-teknologiat ovat kiistatta mul-
listaneet genetiikan alan tutkimusta ja diagnos-
tiikkkaa ennennikemattomilld tavalla, ihmisge-
nomille tyypillinen runsas toistojaksoalueiden
esiintyminen, rakenteellinen muuntelu seki
homologia-alueet (kuten toiminnallinen geeni
ja sen toimimaton geenikopio eli valegeeni) ai-
heuttavat perustavanlaatuisia rajoitteita ndille
menetelmille. Nykymuotoinen NGS perustuu
lyhyisiin (alle 300 emisparia) sekvenssifrag-
mentteihin, niin sanottuihin lukuihin (read)
ja niiden linjaamiseen verrokkigenomia vasten
(7).

Ihmisgenomin runsaiden toistojaksoalueiden
vuoksi yksittdinen Iyhyt luku ei aina sisalld tar-
peeksi informaatiota sen ankkuroimiseksi var-
muudella oikeaan kohtaan genomia. Tama voi
johtaa sekvensointituloksien tulkinnanvaraisuu-
teen ja virheisiin. Lukujen lyhyyden vuoksi ra-
kenteellisten muutosten tunnistaminen NGS:n
avulla perustuu useimmiten suoran havainnoin-
nin sijasta episuoraan paittelyyn (esimerkiksi
lukusyvyyden poikkeavuudet) (7).

Useimmat NGS-menetelmit hyodyntavit
my6s PCR-monistamista, mika voi johtaa epi-
tasaisuuteen sekvensoitavien kohdealueiden
sekvenssilukujen mairissi ja heikentdd analyy-
sin luotettavuutta. Erityisesti genomiset alueet,
joilla esiintyy runsaasti guaniini (G)- ja sytosii-
ni (C) -emiksid, ovat entsymaattisesti vaikeasti
monistettavia, minkd vuoksi alueelle saadaan
vihemmain sekvenssilukuja. Tami vaikeuttaa
GC-rikkaiden alueiden luotettavaa analyysia
(8).

Edelld mainittujen puutteiden vuoksi NGS-
menetelmat eivit toistaiseksi ole kyenneet kor-
vaamaan klassisia sytogenetiikan menetelmis,
joita kdytetddn kliinisessd diagnosoinnissa laa-
jempien kromosomaalisten muutosten havait-
semiseen. Uusimmat long-read-teknologiat,
mukaan lukien long-read-sekvensointimenetel-
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mit ja optinen genomikartoitus, ovat kuitenkin
nousemassa tutkimusmenetelmiksi, joilla voi-
daan tdydentdi tai osittain jopa korvata vallit-
sevia sekvensointimenetelmid seki sytogenetii-
kan tutkimuksia (2,9).

Long-read-teknologiat

Long-read-sekvensointimenetelmisti (LRS)
kaytetadn myos nimitystd kolmannen sukupol-
ven sekvensointimenetelmat. Niiden tarkein
etu vallitseviin NGS-menetelmiin verrattuna
on nimensd mukaisesti sekvenssilukujen pi-
tuus, joka on keskimdirin jopa kymmenid tu-
hansia eméspareja (TAULUKKO).

PCR-monistamisen sijaan LRS-teknologiat
perustuvat yksittdisten DNA-molekyylien sek-
vensointiin, jolloin monistamiseen liittyvid
epitasaisuuksia ei synny ja DNA:ssa mahdol-
lisesti esiintyvit modifikaatiot siilyvit. Tami
mahdollistaa esimerkiksi DNA-metylaation ja
muiden epigeneettisten muutosten havainnoi-
misen suoraan sekvensoimalla (8). Nykyiin
hallitsevat LRS-menetelmit ovat single mole-
cule real-time (SMRT) -sekvensointi (PacBio)
sekd nanopore-sekvensointi (Oxford Nanopore
Technologies).

Ensimmadisen kaupallisen pitkiin lukuihin
perustuvan sekvensointilaitteen lanseerasi Pac-
Bio vuonna 2011. Varhaisen vaiheen PacBion
SMRT-sekvensoinnin tarkkuus oli hyvin heik-
ko, mutta nykyisin ongelma voidaan kiertdd
sekvensoimalla sama DNA-molekyyli useaan
kertaan, ja emdstason tarkkuus lihestyykin jo
NGS-menetelmiid. Hyva sekvensointitarkkuus
yhdistettyna yli kymmenentuhannen emispa-
rin mittaisiin lukupituuksiin tarjoaa mahdolli-
suuden erittdin kattavaan koko genomin ana-
lyysiin (9). SMRT-sekvensoinnin merkittivim-
mit nykyiset rajoitteet ovat moninkertainen
hinta ja hitaus verrattuna NGS:ddn sekd me-
netelmadn vaadittava korkealaatuisen DNA:n
miird (TAULUKKO).

Oxford Nanopore Technologies julkaisi pit-
kiin lukuihin perustuvan nanopore-sekvensoin-
tilaitteensa vuonna 201S. Nanopore-sekven-
soinnin etuna ovat keskimiarin jopa pidemmit
luvut kuin SMRT-sekvensoinnissa sekd edul-
lisempi hinta. Nanopore-sekvensaattorista on
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TAULUKKO. Yhteenveto NGS- eli rinnakkaissekvensointimenetelmistd, long-read-teknologioista ja tavanomai-
sista sytogeneettisistd menetelmista.

Menetelma Lukupituus | Pistemutaatioiden | Rakenteellisten muu-
(emasparia) | havaitseminen tosten havaitseminen

NGS-mene- 75-300 Hyva tarkkuus ja Epdsuora havainnointi, Pitkaan kaytetty menetelmd, jolle
telmat luotettavuus lyhyiden lukupituuksien vakiintuneet analyysikdytannot
vuoksi puutteellinen Voidaan kéyttaa my6s huonolaatuisen
DNA:n analysoinnissa
Long-read- 10 000- Emastason tarkkuus | Kylld, usein suora havain- | Voidaan kayttaa vaativien genomisten
sekvensointi 20 000 ei vield NGS-mene- | nointi alueiden tutkimisessa
telmid vastaava Menetelmit edelleen kalliita, ja nii-
hin tarvitaan runsaasti hyvalaatuista
DNA:ta
Optinen ge- > 250 000 Ei, eméstason erot- | Kyll3, erottelukyky noin 500 | Analyysin helppous ja edullinen hinta
nomikartoitus telukyky puuttuu emasparia verrattuna long-read-sekvensointiin
Havaitsee pienet klonaaliset | Suuret DNA:n laatuvaatimukset, tarvi-
muutokset ja suuret kromo- | taan oma DNA:n eristysmenetelma
somaaliset muutokset
Karyotyypitys | Analyysi Ei, emdstason erot- | Kyll3, erottelukyky noin Kokonaisten kromosomien analyysi,
(G-raitavarjdys) | kromoso- telukyky puuttuu 5-10 miljoonaa emdsparia | myds Robertsonin translokaatiot
meittain Analyysi vaatii jakautuvia soluja
Molekyy- - Ei, emdstason erot- | Kyll3, erottelukyky noin Ei havaitse balansoituneita muutoksia
likaryotyypitys telukyky puuttuu 1 000-2 000 emésparia
FISH-koettimet | — Ei, eméstason erot- | Kyll3, vain ennalta maarite- | Solutason analyysi
telukyky puuttuu tyt muutokset

saatavilla my6s kannettava versio, jota voidaan
hyodyntai erilaisissa kenttiolosuhteissa, esi-
merkiksi virusepidemioiden valvonnassa (10).

Nykyisen nanopore-teknologian merkittiva
heikkous on sekvensointivirheiden suuri mai-
rd. Virheprofiili on my6s osittain systemaatti-
nen, jolloin pelkistddn sekvenssilukujen mai-
rad lisadmalld sekvensointivirheistd ei paastd
eroon (8). LRS-menetelmien data-analyysi on
my0s merkittavisti varhaisemmassa kehitysvai-
heessa verrattaessa pitkdan kiytossd olleisiin
NGS-menetelmiin (11).

Edelld mainittujen uusien sekvensointime-
netelmien lisiksi long-read-teknologioihin
voidaan lukea myds Bionano Genomicsin ke-
hittdimd optinen genomikartoitus. Menetelmi
perustuu suuren erottelukyvyn mikroskopiaan
sekd automatisoituun kuva-analyysiin, joka
mahdollistaa ultrapitkien (yli 250 000 emis-
paria) entsymaattisesti leimattujen DNA-mo-
lekyylien kuvantamisen (12). Genomi koos-
tetaan ndiden kuvien perusteella, ja jokaisen
kromosomin leimakuviota verrataan verrokki-
genomiin rakenteellisten muutosten tunnista-
miseksi. Optinen genomikartoitus ei perustu

DNA:n sekvensointiin, joten se ei havaitse pis-
temutaatioita (TAULUKKO).

Kohti tarkentuvaa genomitietoa

Harvinaisten geneettisten sairauksien diagno-
sointi on parantunut huomattavasti NGS:n
my6td. Rutiinimaisesti kliinisessd kaytossd
olevat menetelmit kuten eksomisekvensointi
ja mikrosiruihin perustuva molekyylikaryotyy-
pitys eivit silti tarjoa kokonaisvaltaista kuvaa
geneettisestd vaihtelusta. Tautiryhmin mukaan
eksomi- tai genomisekvensoinnin avulla pys-
tytddn diagnosoimaan arviolta noin 30-70 %
tutkittavista potilaista (13,14). Uusien tauti-
geenien ja mutaatioiden tunnistamiseksi onkin
tarkedd selvittdd uusien teknologioiden tarjoa-
mia mahdollisuuksia.

Rakenteelliset geneettiset muutokset. Osa
puuttuvista molekyylitason diagnooseista voi
selittyd havaitsematta jaaneilld genomin raken-
teellisilla muutoksilla. Eri teknologioiden vili-
set vertailut ovat osoittaneet, ettd lyhyisiin sek-
venssilukuihin perustuvissa NGS-analyyseissa
jopa yli 70 % genomin rakenteellisista muu-

Uudet long-read-teknologiat
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TIETOLAATIKKO. Termeja ja kasitteita.

Genomilla tarkoitetaan ihmisen koko perimaa. Se si-
saltaa kaikki proteiineja koodaavat alueet eli geenit
sekd ne periman alueet, jotka eivdt koodaa proteiineja.
GC-rikas alue. Genomin alue, jossa esiintyy runsaas-
ti guaniini (G)- ja sytosiini (C) -emaksid. Alueet ovat
entsymaattisesti vaikeasti monistettavia.

DNA:n toistojaksoalueet. Useimmat geenisek-
venssit esiintyvdt genomissa vain kerran. Sen sijaan
DNA:n toistojaksoalueet esiintyvat useina, jopa tu-
hansina kopioina. Toistot voivat esiintyda perakkain
(tandem) tai sattumanvaraisesti (interspersed) ympa-
ri genomia, kuten liikkuvat LINE- ja SINE-retrotrans-
posonielementit.

SMRT-sekvensointi (single molecule real-time) -ter-
mia kdytetdan PacBio-yrityksen long-read-sekven-
sointiteknologiasta.

Sytogenetiikka on tieteenala, jossa selvitetdan pe-
riytymisen ja sairauksien suhdetta kromosomaalisiin
muutoksiin. Sytogeneettisen tutkimuksen térkeim-
mdt menetelmat ovat G-raitavdrjdys (karyotyypitys),
FISH-koettimet (fluorescence in situ hybridization) ja
mikrosiruanalyyseihin perustuva molekyylikaryotyy-
pitys.

Genomin rakenteellisella muutoksella viitataan
kaikkiin yli 50 emdsparia kattaviin periman muutok-
siin. Tallaisia ovat deleetiot (perimdaineksen havia-
mat), duplikaatiot (perimdaineksen monistumat),
insertiot (uuden perimaaineksen liittyminen DNA-
ketjuun), translokaatiot (perimdaineksen jarjestayty-
minen tavanomaisesta poikkeavalla tavalla yleensa
kahden kromosomin valilld), inversiot (kromosomin
tietyn osan perimadaineksen jarjestyksen muuttumi-
nen kaanteiseksi) ja aneuploidiat (kokonaisten kro-
mosomien lukumaaramuutokset).

Uuden sukupolven sekvensointimenetelmat
(next-generation sequencing, NGS) eli rinnakkaissek-
vensointi tarkoittaa lukuisien DNA-ketjujen emdsjar-

toksista voi jdddi tunnistamatta (2). NGS:std
poiketen LRS-menetelmien pitkit luvut voivat
usein kattaa koko rakenteellisen muutoksen
emistason tarkkuudella mukaan lukien mah-
dolliset DNA:n toistojaksot, jotka ovat usein
my0s osallisina genomin rakenteellisten muu-
tosten muodostumisessa (15).
Long-read-teknologioita on viime aikoina
hy6dynnetty erityisesti yksigeenisten sairauk-
sien tutkimuksissa. Esimerkiksi aggressiivisen
keskushermostosydvin (epityypillinen teratoi-
di-rhabdoidikasvain, ATRT) geneettistd syyti
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jestyksen yhtaaikaista selvittamista eli sekvensointia.
Lyhyisiin lukupituuksiin (alle 300 emdsparia) perus-
tuva menetelma soveltuu erityisesti yksittaisten pis-
temutaatioiden seka pienten insertioiden ja delee-
tioiden havaitsemiseen. Ndihin menetelmiin lukeu-
tuvat koko genomin ja eksomin sekvensointi seka
geenipaneelit.

Verrokkigenomi on kansainvdlisen ihmisgeno-
miprojektin tuottama emadsjarjestys ihmisen geno-
mista, jota on sovittu kdytettavaksi vertailusekvens-
sind genomianalyyseissa.

Valegeeni on evoluution kuluessa tapahtuneen toi-
minnallisen geenin osittaisen tai taydellisen kopioi-
tumisen myo6ta syntynyt toimimaton geenikopio.
Long-read-sekvensoinnilla (long-read sequen-
cing, LRS) viitataan uusiin sekvensointimenetelmiin,
joiden avulla voidaan tuottaa kymmenien tuhansi-
en tai jopa satojen tuhansien emdsparien mittaisia
DNA-sekvenssilukuja. Naistd teknologioista kayte-
tdan myos nimitystd kolmannen sukupolven sekven-
sointimenetelmat. NGS-menetelmien tapaan ndiden
teknologioiden avulla voidaan sekvensoida koko ge-
nomi tai kdyttad kohdennettuja analyysitapoja. Pit-
kat luvut mahdollistavat ihmisgenomin vaativimpien
alueiden analysoinnin seka rakenteellisten muutos-
ten paremman havaitsemisen.
Nanopore-sekvensointi on Oxford Nanopore
Technologies -yrityksen kehittdmd LRS-menetelmd,
joka perustuu DNA-molekyylin kulkeutumiseen kal-
volla sijaitsevan kanavaproteiinin lavitse.

Optinen genomikartoitus perustuu useiden sato-
jen tuhansien emadsparien mittaisten, entsymaatti-
sesti leimattujen DNA-molekyylien kuvantamiseen.
Koko genomi koostetaan ndiden leimakuvioiden
avulla. Naytteen leimakuvioiden vertaaminen ver-
rokkigenomista saatuihin leimakuvioihin mahdollis-
taa rakenteellisten muutosten havaitsemisen.

etsittiin perheessd, jonka kaksi lasta oli meneh-
tynyt timéin hyvin harvinaisen sairauden vuok-
si (16). Yleensi ATRT-kasvaimissa havaitaan
SMARCBI-kasvunrajoitegeenin inaktivaatio
molemmissa alleeleissa, ja noin 30 % ndistd
syOvistd syntyy ituradan uuden heterotsygoot-
tisen SMARCBI1-mutaation seurauksena.
Tutkitun perheen molempien potilaiden kas-
vaimissa todettiin proteiinitasolla SMARCBI-
inaktivaatio, mutta diagnostiset tutkimukset
ituradan muutoksen havaitsemiseksi, mukaan
lukien eksomi- ja koko genomin sekvensointi
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sekd molekyylikaryotyypitys, jaivit tuloksiltaan
negatiivisiksi.

Jatkoselvityksissd hyédynnettiin long-read-
teknologioita, joista ensin toteutettu optinen
genomikartoitus tunnisti noin 2 800 eméspa-
rin kokoisen insertion SMARCBI-geenissi.
SMRT-sekvensoinnilla toteutettu emistason
karakterisointi tunnisti muutoksen genomin
liikkuvaksi DNA-elementiksi, retrotransposo-
niksi, joka oli insertoitunut SMARCBI:n intro-
niselle alueelle ja aiheuttanut silmukointivir-
heen. Sama muutos todettiin mys didin veri-
néytteestd lievind mosaikismina, mika varmisti
lopullisen diagnoosin molekyylitasolla seka sa-
malla mahdollisti oikeaan tietoon perustuvan
perinnoéllisyysneuvonnan ja perhesuunnittelun
(16). Vastaavanlaisia transposoni-insertioita
on tunnistettu LRS-menetelmien avulla myos
perinnélliseen rinta- ja munasarjasyopaalttiu-
teen liittyvissi BRCAI-kasvunrajoitegeenissd
(17).

Toisessa esimerkkitapauksessa tunnistettiin
X-kromosomaalisesti periytyvin korioidere-
mian aiheuttava geenivirhe CHM-geenissd,
joka on toistaiseksi ainoa sairauteen yhdistetty
tautigeeni (18). Perheessi oli todettu mRNA-
tasolla CHM:n silmukointivirhe jo kaksi vuo-
sikymmenti aikaisemmin, mutta genomitason
muutosta ei yrityksistd huolimatta ollut 16y-
detty. Optisen genomikartoituksen ja SMRT-
sekvensoinnin avulla taudin aiheuttavaksi gee-
nivirheeksi tunnistettiin lopulta yhden eksonin
kattava kddntynyt duplikaatio CHM-geenissi
(18).

Lukuisten yksittaisten tapausten lisdksi long-
read-menetelmid on onnistuneesti hyddynnet-
ty useiden eri potilasryhmien rakenteellisten
muutosten tunnistamisessa ja uusien tautigee-
nien tunnistamisessa (19,20).

Vaikeasti sekvensoitavat genomiset alueet.
Genomin sekvensoinnin osalta on osoitettu,
ettd LRS-menetelmien avulla voidaan sekven-
soida jopa noin 35S miljoonaa emisparia, mika
kasittad yli sata geenid sellaisilta genomisilta
alueilta, jotka eivit ole luotettavasti analysoi-
tavissa nykyisten NGS-menetelmien avulla
(21). Niihin sisiltyy muun muassa genomin
toistojaksoalueita ja GC-rikkaita alueita (22).
Nihtaviksi kuitenkin jad, 16ytyyko nailtd alueil-
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Ydinasiat

» Rinnakkaissekvensointi (NGS) -mene-
telmilld havaitaan erityisen tehokkaasti
pienten emadstason mutaatioita mutta
puutteellisesti genomin rakenteellisia
muutoksia.

» Uusien long-read-teknologioiden avulla
voidaan tuottaa entistd tarkempaa tietoa
ihmisen genomista ja sen rakenteesta.

»» Optinen genomikartoitus voi tulevaisuu-
dessa korvata nykyisid sytogeneettisia
tutkimusmenetelmia.

ta tulevaisuudessa sairauksien kannalta uusia
merkittivid geeneji ja mutaatioita (23).

Perikkiiset toistojaksolaajentumat. Ge-
nomissa esiintyvit lyhyet perdkkdiset eli tan-
demtoistojaksot muodostuvat yleensd 1-6
emdsparin mittaisista DNA-jaksoista, jotka
ovat erityisen alttiita DNA:n kahdentumisen
aikana tapahtuville mutaatioille. Toistaiseksi
on tunnistettu ainakin 50 yksigeenistd sairautta,
jotka ovat seurausta DNA-toistojaksojen laaje-
nemisista (24).

Toistojaksolaajentumien tutkiminen PCR:n,
kloonaamisen ja DNA-sekvensoinnin keinoin
vaatii erityisid kohdennettuja analyysitapoja.
NGS:n kdyttiminen toistojaksojen koon maa-
rittdimisessd on ongelmallista, koska valtaosa
sairauden aiheuttavista toistojaksolaajentumis-
ta on pidempii kuin NGS:n lukupituudet (11).

LRS-menetelmilld voidaan sen sijaan sek-
vensoida kokonaisia pitkid ja GC-rikkaita
toistojaksolaajentumia, esimerkiksi sir6-X-
oireyhtymin (fragile X syndrome) tapauksessa
(25). Erityisen lupaavaa niiden teknologioiden
osalta on my6s genominlaajuinen toistojakso-
laajentumien paikantaminen ja sekvensoimi-
nen, joka on mahdollistanut uusien patogee-
nisten toistojaksolaajentumien tunnistamisen
(26,27).

Valegeenit ovat toimimattomia geeneji,
jotka ovat syntyneet geeniduplikaatioiden seu-
rauksena ja muistuttavat siksi sekvenssiltidn
alkuperaistd toiminnallista geenid. Useilla klii-
nisesti merkittavilld geeneilld esiintyy genomis-

Uudet long-read-teknologiat
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samme valegeenejd, jotka voivat hankaloittaa
geneettisen vaihtelun luotettavaa tunnistamista
ndistd geeneisti ja johtaa jopa véiriin diagnoo-
seihin (28,29).

Kiytettiessi LRS-menetelmid kymmenien-
tuhansien emésparien mittaiset luvut sisaltavit
tarpeeksi muuntelevia kohtia, jotta toiminnal-
lisesta geenistd ja valegeenistd periisin olevat
sekvenssit voidaan luotettavasti erottaa toisis-
taan. Long-read-sekvensoinnilla on saatu hyvia
tuloksia useiden vaativien geenialueiden, kuten
PKDI:n (autosomissa vallitsevasti periytyvi
munuaisten monirakkulatauti) ja farmakoge-
neettisesti tirkean CYP2D6:n luotettavasta sek-
venssianalyysisti (30,31).

Optinen genomikartoitus
- seuraavan sukupolven
sytogeneettinen analyysi?

NGS ei ole toistaiseksi pystynyt korvaamaan
kromosomaalisia muutoksia tunnistavia ta-
vanomaisia sytogeneettisid analyyseja. Naihin
menetelmiin lukeutuvat kromosomien G-raita-
virjdys (karyotyypitys), FISH-koettimet (fluo-
rescence in situ hybridization) ja mikrosiruihin
perustuva molekyylikaryotyypitys, joilla on tar-
ked osa diagnoosin mairittimisessd ja riskiar-
vioinnissa erityisesti hematologisissa syovissa
sekd kehityshiiriiden ja infertiliteetin syiden
selvittamisessa.

Kyseisilld menetelmilld on kuitenkin myds
hyvin tunnetut heikkoutensa: karyotyypityk-
sen erottelukyky on huono (5-10 miljoonaa
emisparia) ja FISH-koettimet toimivat vain
kohdennetusti ennalta méaritetyn muutoksen
havaitsemisessa. Molekyylikaryotyypityksen
erottelukyky on parhaimmillaan noin 1 000-
2 000 emdsparia, mutta menetelma ei havaitse
balansoituneita muutoksia (TAuLUKKO) (32).
Tallaisia ovat muun muassa inversiot ja balan-
soituneet translokaatiot, kuten BCR-ABL-gee-
nifuusioon johtava translokaatio kroonisessa
myelooisessa leukemiassa (33). Yksittdisten
sytogenetiikan testien puutteiden vuoksi on
yleistd, ettd diagnoosivaiheessa joudutaan kayt-
tamdan useiden eri testien yhdistelmai. Tama
on kallista ja vie aikaa.

Long-read-teknologioihin lukeutuvan opti-

T. Mantere ja K. Pylkds

sen genomikartoitusteknologian kiytettivyyt-
td kattavana sytogeneettisend testind on sel-
vitetty uusissa tutkimuksissa, ja tulokset ovat
olleet lupaavia (34,35). Hematologista syopéi
sairastavien 52 potilaan naytteille, joista rutii-
nidiagnostiset sytogeneettiset testit olivat tun-
nistaneet kromosomaalisia muutoksia, tehtiin
optinen genomikartoitus (35). Tulokset olivat
erittiin yhtenevit aikaisempien sytogeneet-
tisten testien kanssa, ja lisiksi menetelmilld
kyettiin tunnistamaan uusia muutoksia. Opti-
nen genomikartoitus tarjoaa ndin mahdollisen
kliinisen kaytettdvyyden lisdksi helppokiyttoi-
sen keinon l6ytdd uusia sydpdian mahdollisesti
liittyvid muutoksia (35).

Toisessa monikeskustutkimuksessa analy-
soitiin kromosomaalisten muutosten osalta 85
ndytettd, joista oli aikaisemmin diagnostisesti
raportoitu yhteensd 99 muutosta karyotyy-
pityksen, FISH-analyysien sekd molekyylika-
ryotyypityksen yhdistelmin perusteella (34).
Kaikki samat muutokset tunnistettiin kaytta-
milla yksittdistd optiseen genomikartoitukseen
perustuvaa testid. Ndiden tutkimustulosten pe-
rusteella on mahdollista, ettd optinen genomi-
kartoitus voi tulevaisuudessa toimia seuraavan
sukupolven sytogeneettisend testina.

Optisen genomikartoituksen avulla ei vield
voida tunnistaa kromosomien sentromeeri-
alueiden katkoskohtia, silld alueilla ei sijait-
se genomin niytekohtaisessa koostamisessa
kaytettavia leimakohtia. Menetelmin teknistd
toteuttamista varten tarvitaan lisdksi aina hy-
vilaatuista alkumateriaalia, jotta ultrapitkien
DNA-molekyylien eristiminen on mahdollista.
Edullinen hinta ja data-analyysin helppous il-
man kattavaa bioinformatiikkaa voivat kuiten-
kin mahdollistaa optisen genomikartoituksen
kiyton diagnostisena sytogeneettisend testind
lihitulevaisuudessa sekd tutkimuskiyton val-
litsevilla NGS-menetelmilld saatavan genomi-
tiedon tdydentimiseksi. Lisiksi menetelmin
herkkyys mahdollistaa pienten klonaalisten
muutoksien havaitsemisen syOpandytteisti,
esimerkiksi muutosten, jotka esiintyvit alle
10 %:ssa tutkitun niytteen soluista (35). Sek-
vensointiteknologioilla, mukaan lukien LRS:11a
ja NGS:1l4, tima ei toistaiseksi ole vield kustan-
nustehokasta koko genomin osalta.
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Lopuksi

Uudet long-read-teknologiat ovat viime vuo-
sina kehittyneet nopeasti ja voivat tulevai-
suudessa mahdollistaa entisti kattavamman
geneettisen analyysin. Erityisesti genomin-
laajuinen rakenteellisten muutosten tarkem-
pi tunnistaminen sekd toistojaksoalueiden ja
-laajentumien tutkiminen voivat mahdollistaa
tarkeitd 16ydoksid eri sairauksien taustalta. Nai-
den teknologioiden yleistymisen ja laajemman

TUOMO MANTERE, FT, Suomen Akatemian
tutkijatohtori
Syobpéagenetiikan ja tuumoribiologian laboratorio, Syévan

kiyttdonoton myotd on oletettavissa, ettd paa-
semme kohti yhi tarkempaa seki perinnollisia
sairauksia ettd syopadd koskevaa genomitietoa.
Teknologioita voidaan hy6dyntid myos kan-
sansairauksien ja yksil6llisten ominaisuuksien
geneettisten taustatekijéiden tutkimuksissa
sekd entisti tarkemman ihmisen verrokkige-
nomin tuottamisessa sekvensoimalla kaikki
kromosomit paistd paihin (36,37). m
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