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Laajojen kliinisten sekvensointitutkimuksien
bioinformatiikka nyt ja tulevaisuudessa

DNA-sekvensointia hyddyntavat laajat geenitutkimukset ovat yleistyneet terveydenhuollossa viime vuo-
sina. Erityisen tarkeddn asemaan ndma pienien emasmuutoksien madrittamisessa erinomaisesti parjaa-
vat ratkaisut ovat nousseet sydpatautien ja perinndllisten harvinaissairauksien diagnostiikassa ja hoidon
ohjaamisessa. Viime vuosina tutkimuksia on yha enemman kdytetty myds laajempien rakennepoikkea-
mien tunnistamisessa. Sekvensoinnissa tuotettujen valtavien tietoaineistojen tulkinta ja analyysi on kui-
tenkin monimutkaista, ja tuotetun raakatiedon kasittely hoidollisesti merkittavassa ajassa vaatii teho-
kasta ja erikoistunutta tietotekniikkaa ja bioinformatiikkaa. Kédytettévien tiedontallennus-, laskenta- ja
ohjelmistoratkaisujen tulisi myds olla kustannusvaikuttavia ja vikasietoisia sekd geenitiedon arkaluontei-
suuden vuoksi mahdollisimman tietoturvallisia kansallisten ja kansainvélisten lakien mukaisesti.

ekvensointiteknologioiden nopean ke-

hittymisen my6td perimin luenta on ar-

kipdivaistynyt. Nykymenetelmien avulla
henkil6n koko perimin tai perimén osan emas-
jarjestys voidaan selvittdd nopeasti ja vahiisin
kustannuksin (1,2). Erityisesti tistd on hydty-
nyt syopétautien ja perinnéllisten harvinaissai-
rauksien diagnostiikka. Perimin sekvensoin-
nissa syntyva raakatieto on yleensd kuitenkin
ihmislukukelvotonta, ja sen kayttokelpoisuus
riippuu pitkalti analyyseissa kaytettivistd algo-
ritmeista. Esimerkiksi tuhansien referenssistd
poikkeavien mutaatioiden havaitseminen mil-
joonista referenssinmukaisista eméshavainnois-
ta on mahdotonta ilman tehokasta bioinforma-
tiikkaa. Laadullisesti huonot tai tehtdvain muu-
ten epdsopivat algoritmit voivat taas sivuuttaa
sairauteen liittyvid mutaatioita. Koneoppimis-
ratkaisujen voidaan olettaa helpottavan tulevai-
suudessa sekvensointitutkimuksien nykyistd on-
gelmakohtaa eli sairauteen tai sen hoitoon liitty-
vien muutosten erottelua harmittomista (3).

Laajat kliiniset
sekvensointitutkimukset

Suomalaisissa kliinisen genetiikan laborato-
rioissa on tarjolla useaan sekvensointistra-

tegiaan ja -teknologiaan perustuvia laajoja
DNA-sekvensointitutkimuksia (Kuva 1). Ni-
ma tutkimukset kuuluvat suurimmilta osin
testauslaboratorioiden pitevyysalueille ja teh-
diin usein SFS-EN ISO/IEC 15189:2013 (tai
uudemman) standardin vaatimuksien mukai-
sesti. Pddasiallisesti tutkimuksien teossa kayte-
tadn Illuminan ja Ion Torrentin lyhyitd lukuja
tuottavia sekvensointiteknologioita. Luon-
teeltaan tutkimukset ovat lihes poikkeuksetta
kohdennettuja. Tutkimuksien kohdennuksissa
on kuitenkin eroja, ja tarjolla on niin rajallisia
madrid kliinisesti merkittavia alueita kasitti-
vid paneelisekvensointitutkimuksia kuin my6s
lihes kaikki genomin koodaavat alueet sisal-
tavia eksomitutkimuksia. Esimerkiksi HUS-
diagnostiikkakeskuksessa molempia kiytetdan
laajalti. My6s rakennepoikkeavuuksien sisillyt-
tamisissd tutkimuksiin on eroja. Tulevaisuutta
silmalld pitden testauslaboratorioissa on aloi-
tettu kartoittamaan koko genomin sekvensoin-
nin etuja ja haittoja.

Laajojen kliinisten sekvensointi-
tutkimuksien bioinformatiikka
Laajoihin geenitutkimuksiin liittyvien bioin-

formatiivisten analyysien tarkoituksena on ja-
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KUVA 1. Laajojen kliinisten DNA-sekvensointitutki-
muksien polku naytteesta diagnoosiin. Tutkimuksien
edellytyksena on sairautta edustava ja tarpeeksi hy-
valaatuista DNA:ta sisaltdva ndyte. Naytekasittelyssa
ndytteen DNA eristetdan ja DNA:han liitetddn sekven-
sointi-, ndytetunniste- tai PCR-tunnisteadapterit. Koh-
dealueet rikastetaan tarvittaessa PCR-monistuksella
tai hybridisaatiovalinnalla. Ennen rinnakkaissekven-
sointia useampi naytekirjasto yhdistetdaan instrumen-
tin sekvensointikapasiteetin jakamiseksi. Kasvainnayt-
teiden sekvensoinnissa kédytetdaan usein suurta luku-
peittoa (> 3 000 x) kun taas perinndllisten ndytteiden
kohdalla kaytetdan maltillisempaa (~ 30 x) lukupeit-
toa. Sekvensointi tehdaan nykyisin yleensa lyhyita
sekvenssilukuja tuottavilla sekvensointiteknologioilla.
Tulevaisuudessa pidempia sekvenssilukuja tuottavien
teknologioiden kayttd sekvensoinnissa todenndkoi-
sesti yleistyy. Bioinformatiivisessa analyysissa emas-

lostaa sekvensoinnissa tuotettu massiivinen ja
ihmislukukelvoton tieto hyddyllisempdan muo-
toon ja auttaa tulkitsijaa ymmartimadn sitd.
Yleensd tyovaihe alkaa emdskutsusignaalien
muuntamisella sekvenssiluvuiksi ja sisiltdd eri
naytekirjastoihin kuuluvien sekvenssilukujen
erottelun toisistaan. TyGvaihe tehdddn tavalli-
sesti laitevalmistajien ohjelmistoilla, ja sen lop-
putuloksena on ndytekohtaiset sekvenssiluvut
sisaltava tiedosto. Tallennustilan sddstimiseksi
tulostiedostot yleensd pakataan. Tyovaiheessa
yleisesti kdytetyt pakkausalgoritmit kuitenkin
pakkaavat sekvenssitietoa varsin epidoptimaa-
lisesti, ja tarvittaessa tiedostoja voidaan huo-
mattavasti tiivistad lisad esimerkiksi SPRING ja
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kutsusignaalit muutetaan ndytekohtaisiksi sekvenssi-
tiedostoiksi, luvuista poistetaan huonolaatuiset- seka
adapteriemdkset, luvut linjataan referenssigenomiin,
PCR-monistetut luvut tunnistetaan linjaustietojen tai
PCR-tunnisteadapterien avulla, emaskohtaiset laatuar-
vot arvioidaan uudelleen ja emdsmuutokset tunniste-
taan. Analyyseissa voidaan kayttda tavanomaisia CPU-
tai kiihdytettyja GPU/FPGA-suorittimia. Tulkinnassa
havainnot luokitellaan tietokoneavusteisesti. Monet
tyohon soveltuvat ohjelmistot esitdyttavat arvioita-
via luokittelukohtia tekemiensa tietokantahakujen
perusteella. Vaikka arvioitavista 28 kohdasta useim-
mat ovat esitdytettdvissd, luokittelu voi olla tyoldsta.
Tulevaisuudessa syvdoppimismenetelmédt voivat te-
hostaa luokitteluty6ta. Patogeeniset, todennakdisesti
patogeeniset ja merkitykseltaan epaselvat muutokset
raportoidaan, kun taas todennakoisesti harmittomik-
si ja harmittomiksi tulkittuja muutoksia ei raportoida.

Original Read Archive (ORA) pakkausmene-
telmien avulla (4).

Seuraavaksi tehtdvissi linjausanalyysissa sel-
vitetddn alkuperdisten tai adapterisekvensseistd
ja muista virheisti siivottujen sekvenssilukujen
sijainnit referenssigenomissa. Yleensi linjauk-
set tehdddn ultranopeiden Burrows—Wheeler-
muunnosta hyddyntivien linjausalgoritmien
avulla, vaikkakin my6s muunlaisia ratkaisuja on
olemassa (5). Nykyalgoritmien linjaustulokset
ovat yleensi laadukkaita. Ongelmat liittyvit la-
hinnd moniselitteisesti ja hankalille genomialu-
eille linjautuviin sekd pitkid poistuma- ja lisdys-
muutoksia (indel) sisiltiviin sekvenssilukuihin.
Kliinisissd suosituksissa linjauksissa suositel-
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KUVA 2. Pienien emdsmuutoksien tunnistus sekven-
sointitiedosta graafiteorian avulla. Emasmuutoksien
tunnistuksessa potentiaaliset emasmuutosalueet tun-
nistetaan linjaustiedon perusteella, potentiaalisten
muutosalueille seka niitd reunustavilla genomialueille
linjattujen sekvenssilukujen tukemat haplotyypit ra-
kennetaan De Bruijn kaltaisten graafien avulla ja ha-
vaitut haplotyypit linjataan referenssigenomiin aina
optimaalisen linjauksen |6ytavalla Smith-Waterman-
algoritmilla. Viimeisessd vaiheessa muutosalueen

laan kdytettavin uusimpia referenssigenomei-
ta, joissa on muun muassa paikattu aukkoja ja
mahdollista analysoida poikkeaviakin haplo-
tyyppeji (6). Esimerkiksi uusin T2T-referens-
sigenomi tarkentaa emdsmuutoksien tunnistus-
ta lihes puolella aiemmasta (7). Laboratorion
lausuntokéytinteiden péivityshankaluuksien
vuoksi kliinisessi tyossd kuitenkin usein tur-
vaudutaan vanhempiin referenssigenomeihin.
Pienien emismuutoksien tunnistuksessa
pyritddn l6ytimain tutkittavan néytteen ja re-
ferenssigenomin viliset pistemutaatiot sekd
pienehkét (noin parikymmentd emisti pitkit)
indel-muutokset. Koska virheiden seurauksena
potilas voi saada vddrin diagnoosin tai hoidon,
vain tarkimpia kutsuohjelmia tulisi hy6dyn-
tad. Nykytietimyksen valossa monet parhaista
kutsuohjelmista ovat kaupallisia ja hy6dynti-
vit graafiteoriaa mutaatioiden tunnistamisessa
(kuva 2) (8). Lisiksi monien ohjelmistojen

sekvenssiluvut linjataan haplotyyppeihin ja haplo-
tyyppien laadut arvioidaan niitd tukevien sekvens-
silukujen perusteella. Monissa ohjelmistoissa emas-
muutoshavaintojen herkkyyttd voidaan parantaa te-
kemallad analyysi yhtdaikaisesti verrokkipotilaiden tai
sukulaisndytteiden kanssa. Menetelmdssa lainataan
tietoa ndytteiden vadlilla ja hyvaksytaan heikkolaatui-
set emdsmuutokset, jotka on luotettavasti tunnistettu
toisissa naytteissa. Kuvan esimerkissa kuvattu GATK-
kutsuohjelmiston tapa tunnistaa emasmuutoksia (9).

avulla on mahdollista kisitelld useampia nayt-
teitd yhtiaikaisesti (9). Timi analysointitapa
tarkentaa tuloksia huonosti katetuilla alueilla ja
auttaa todentamaan periytymattomien de novo
-mutaatioiden puuttumisen sekvensoiduista
perheenjisenistd. Koska liian pieni lukupeit-
to voi estia mutaation havaitsemisen, labora-
torioiden tulisi maarittdd tutkimuskohtaiset
lukupeittokriteerit, joiden avulla ne arvioivat
saavuttavansa tutkimuksellensa asettamansa
suorituskykyvaatimukset. Thannetapauksissa
lukupeittokriteerit huomioivat kohdealueiden
ominaispiirteet ja olisivat kohdealuekohtaisia.
Hankitut ja perinnélliset emismuutokset
tunnistetaan pédpiirteittdin samoin. Koska
hankitut emdsmuutokset voivat esiintyd milld
tahansa alleelifrekvenssilld 0 ja 100 %:n vilill4,
somaattisten muutoshavaintojen seassa voi olla
runsaastikin sekvensointi- tai muista virhelah-
teistd kumpuvia virheiti. Virheiden miaria voi-
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daan kuitenkin merkittavasti vihentdd hyodyn-
taimadlld analyysissa potilaan normaalindytettd
ja raportoimalla kasvainniytteille tunnusomai-
set muutokset (10). Monissa kutsuohjelmissa
virheellisid havaintoja voidaan my6s suodattaa
syopddn liittymattomistd normaalindytteistd
kerittyjen mutaatiohavaintojen avulla. Vaik-
ka suodatus vihentad virheitd, potilaan nor-
maalindytteen kiytt6 mahdollistaa tarkemmat
analyysit, minkd vuoksi niiden kiytt6a tulisi
niytteenottohankaluuksista huolimatta suosia.
Esimerkiksi HUS-diagnostiikkakeskuksessa
tehdyissd validointikokeissa potilaskohtaisten
normaalindytteiden avulla voitiin poistaa kol-
mannes eksomitutkimuksessa havaituista ami-
nohappoa vaihtavista emdsmuutoksista. My0s
lukupeitto vaikuttaa suorituskykyyn (11).

Kromosomimuutoksien
bioinformatiikka

Pienien emédsmuutoksien lisiksi ihmisgenomi
sisdltda tuhansia suuremman kokoluokan ra-
kennepoikkeamia (12). Niiden tunnistamiseen
sekvensointitiedosta on kehitetty useita lasken-
nallisia lihestymistapoja (kuvA 3). Lihesty-
mistavoista erityisesti epatavallisesti linjattuja
parittaisia sekvenssilukupareja ja epdjatkuvasti
linjattuja sekvenssilukuja kdyttavit kutsuohjel-
mat tunnistavat laadukkaasti muutoksia koko
genomin sekvensoinnilla tuotetuista sekvens-
sitietoaineistoista (13). Kohdennetuissa tutki-
muksissa muutoksien tunnistus taas rajautuu
lahinnd lukupeittovertailuun ja kopiolukumuu-
toksien havainnointiin. Kopiolukumuutoksien
tunnistuksella voidaan kliinista vaikuttavuutta
kuitenkin parantaa jopa S % (14). Tulokset tu-
lisi tosin virheldydoksien suuren mairin vuoksi
varmistaa muilla menetelmilla. Kohdennetuis-
sa tutkimuksissa muiden lihestymistapojen
kompastuskiveni on sensitiivisyys, koska muu-
tosten katkeamiskohdat sijaitsevat harvoin
koodaavilla alueilla, jonka vuoksi negatiivinen
tulos ei sulje pois geneettistd taustaa. Kasvain-
ndytteisiin liittyvit rakennemuutokset ennuste-
taan pitkalti kuten ituradalliset. Eroavuudet liit-
tyvit tarpeeseen huomioida kasvaimen osuus
ndytteestd ja mahdollinen alikloonaalisuus seka
tunnistaa heterotsygotian menetykset. Lisaksi

M. Kankainen ja S. Kytola

kasvaimille tyypillisten kromosomi- ja kisivar-
sikokoisten poikkeamien tunnistus voi vaatia
erillisten kutsuohjelmien kayttoa.

Kompleksisten
kromosomipoikkeamien
bioinformatiikka

Kromotripsis, kromoanasynteesi ja kromo-
pleksis ovat yksittdisid katastrofitapahtumia
(KuvA 3), joissa muutama (kromotripsis ja kro-
moanasynteesi) tai useampi (kromopleksis)
kromosomi hajoaa osiksi ja osista muodostuu
kaoottisessa jdrjestyksessi olevia uusia kro-
mosomeja (15). Niitd voi esiintyi ituradassa,
mutta huomattavasti yleisempid ne ovat syopa-
kasvaimissa, vaikkakin ndiden kompleksisten
kromosomipoikkeamien roolia sy6véin kehityk-
sessd ei tdysin ymmarretd (16,17). Menetelmal-
lisesti koko genomin sekvensointi on ylivertai-
nen verrattuna kohdennettuihin tutkimuksiin
sensitiivisyyden vuoksi.

Mutaatiohavaintojen tulkinta

Emismuutoksien tulkinnassa harmittomat
emismuutokset erotellaan tutkittavaan sairau-
teen tai sen hoitoon liittyvistd kerddmalld ja
arvioimalla niihin, sairauteen ja potilaaseen liit-
tyvaa tietoa. Tehtdvddn on useita ohjelmistoja
ja toimintamalleja, ja se on tutkimuksien tyo-
laimpid vaiheita. Erityisesti eksomitutkimuksi-
en, joiden lopputulemana voi olla kymmenia-
tuhansia havaintoja, tulkinta voi olla tyolasta.
Niiden ja muiden tutkimuksien tyékuorman
kohtuullistamiseksi tulkintaa voidaan rajata, ja
usein rajataankin, ennalta valittuihin tautigee-
neihin tai oirekuvaan sopiviin geeneihin. Koska
aihetta on kisitelty kattavasti aiemmin, kisitte-
lemme tulkintaty6td seuraavassa yleisluontei-
semmin (18,19).

Useimmat kliiniset testauslaboratoriot kasit-
televit havaintoja kansainvilisten suositusten
mukaisesti (20-22). Niissi suosituksissa emis-
poikkeamien patogeenisuuden arviointi perus-
tuu monenlaisiin tietoihin. Esimerkiksi itu-
ratamuutoksien kohdalla luokittelutulokseen
vaikuttaa muutoksen vaikutus (hiljainen, ami-
nohappoa vaihtava ja proteiinirakennetta rikko-
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KUVA 3. Laskennalliset 1ahestymistavat rakennepoik-
keamien etsintdaan. A) Lukupeittovertailussa poistu-
mat ja monistumat tunnistetaan etsimalld genomi-
alueiden tai naytteiden vailisia lukupeittopoikkea-
mia. Koska saman kopioluvun genomialueet voivat
kohdennetussa sekvensoinnissa tulla sekvensoiduksi
erilaisilla lukupeitoilla, lukupeittolukuja usein korja-
taan normalisointi- tai monimuuttujamenetelmilla.
Analyysin paatteeksi perakkaiset ja saman lukupeiton
alueet yhdistetdan yhtenaisiksi ennustuksiksi. Jos ana-
lyysissa kasitelldadn useampia naytteitd, niiden nayte-
kasittelyt ja ndytetyypit olisi hyva olla yhtenevaiset.
B) Epatavallisesti linjattuja parittaisia sekvenssiluku-
pareja hyddyntavassa analyysissa rakennepoikkeamat
tunnistetaan vertaamalla lukuparien etdisyyksia ja
linjaussuuntia oletettuihin. C) Epdjatkuvasti linjattu-
ja sekvenssilukuja hyddyntavéssa lahestymistavassa
etsitdan lukuja, jotka ovat linjautuneet epdjatkuvasti

va emidsmuutos), laskennallisten ennusteohjel-
mien arviot haitallisuudesta, esiintyvyys vies-
tossd, aiemmat luokittelu- ja patogeenisuus-
arviot, kirjallisuustieto sekd periytymismalli.
Niiden ja muiden olennaisten kuvailutietojen

T e

useampaan kohtaan referenssigenomissa. D) De novo
kokoamisessa sekvenssilukujen tukemat haplotyypit
rakennetaan De Bruijn kaltaisten graafien avulla. Toi-
sin kuin pienien emasmuutoksien kohdalla syétteena
voi tosin olla kaikki luvut. E) Kromotrypsiksessa yksi tai
muutama kromosomi hajoaa osiksi yksittdisessa ka-
tastrofitapahtumassa ja osista muodostuu yhta monta
kaoottisessa jarjestyksessa olevaa uutta kromosomia.
F) Kromoanasynteesissa yhden tai muutaman kro-
mosomin replikaatio epdonnistuu ja synnyttdaa kro-
mosomaalisia monistumia sekd muita kromosomivir-
heitd. G) Kromopleksissa useampi kromosomi hajoaa
osiksi yksittdisissa katastrofitapahtumissa ja osista
muodostuu useampi kaoottisessa jarjestyksessa oleva
kromosomi. H) Kataegis kuvaa paikallista hypermutaa-
tiotapahtumaa, missa pienelle DNA-alueelle kohden-
tuu monia pistemutaatioita.

perusteella genetiikan asiantuntijat luokitte-
levat havainnot ennalta sovittujen sdintdjen
mukaan patogeenisuusluokkiin. Vaikka iturata-
tulkintaprosessissa arvioitavista 28 kohdasta 18
on kerittavissa laskennallisesti, luokitusprosessi
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KUVA 4. Laboratorion omissa tiloissa ja pilvikonesa-
lissa sijaitsevien laskentapalvelimien ja analyysiohjel-
mistojen yllapitovastuiden tyypillinen jako. Laborato-
rion omissa tiloissa olevat palvelimet ovat tyypillisesti
laboratorion itsensd tai ulkopuolisen toimittajan ylla-
pitovastuulla. Vaihtoehdon etuna ovat lyhyet vasteajat
ja nopea tiedonsiirto. Ratkaisu ei kuitenkaan skaalau-
du kdyton mukaan, palvelin- ja ohjelmistoyllapitovas-
tuut voivat olla epdselvat ja testi- ja varaymparistdjen
toteutus voi olla puutteellinen. Tallennusratkaisu ei
my0dskaan skaalaudu ja tallenteiden varmennus voi
olla hankalasti toteutettavissa. Pilvipalvelujen ylldpito-

on tyélis (23). Tulevaisuudessa koneoppimis-
perusteiset tulkintatyokalut todennakoisesti
tehostavat tyoti (3).

Yksittdisten kasvainmutaatioiden raportoi-
miseen on myds olemassa kansainvalisid suo-
situksia (24-26). Useimmissa niisti mutaatiot
luokitellaan moniportaisesti huomioiden diag-
nostinen, ennusteellinen tai hoidollinen merki-
tys. Taman lisaksi kasvainanalyysien yhteydessi
raportoidaan usein mutaatiohavaintoihin liitty-
vid tunnuslukuja. Niistd keskeisimpid ovat mu-
taatioiden mairai tutkimusaluetta kohden ku-
vaava mutaatiokuorma, miki ennustaa immu-
noterapian hyotyd, sekd mikrosatelliittitoisto-
jaksojen stabiiliutta kuvaavat indeksit (27,28).
Rakennemuutoksien jatkoanalyysilla voidaan
taas arvioida homologisen rekombinaatioreitin
(HR) hiiriintymisti ja PARP-estijien hyotyi
hoidossa (29). Koska kasvainten mutageeniset
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vastuu riippuu tuotteesta ja palveluntarjoajan yllapi-
tovastuu voi rajoittua vain verkko-, palvelin- tai tallen-
nusalustoihin (laaS palvelu), ylettya myos kayttojarjes-
telmaan ja valiohjelmistoihin (PaaS) tai kattaa kaiken
varsinaiseen analysointiohjelmistoon asti (SaaS). Pal-
velujen etuna on skaalautuvuus, palvelin- ja ohjelmis-
toyllapitovastuiden selkeys, laitekannan ajantasaisuus
ja mahdollisuus maantieteelliseen tai konesalikohtai-
seen hajautukseen. Haittana on tiedonsiirron hitaus.
Pilvialustojen epdoptimaalinen varaus voi myos tuot-
taa yllattavia kustannuksia.

prosessit synnyttavét niihin tunnusomaisia mu-
taatioita, kasvainmutaatioiden avulla voidaan
tunnistaa kasvaimeen vaikuttaneita mutageeni-
sia prosesseja (30). Niitd profilointianalyyseji
tehdain kuitenkin harvalti vield diagnostiikas-
sa. Muiden mainittujen tunnuslukujen rapor-
tointi on taas perustoiminto useimmissa kau-
pallisissa tulkintaohjelmistoissa. Vaihtoehtoi-
sesti tunnusluvut ovat laskettavissa tehtivdin
suunnitelluilla erillisohjelmistoilla (28,29,31).

Potilaan taudinkuvaan sopivien geenien li-
siksi laajoissa sekvensointitutkimuksissa voi-
daan havaita muihin sairauksiin liittyvid pe-
riytyvid geenivirheitd. American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) ny-
kysuosituksessa, jota laajalti noudatetaan myos
Suomessa, nimé niin sanotut sivuléydokset
tulisi raportoida tutkittavan niin toivoessa va-
hintdin 78 geeniin liittyen (32,33).
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Alati kasvava emismuutostieto voi muuttaa
aiemmin tehtyjd luokituksia ja mahdollistaa
ajan saatossa toisenlaisen diagnoosin ja hoi-
tosuosituksen. Taman vuoksi genetiikan alan
useat kansainviliset kattojarjestot kannustavat
analysoimaan uudelleen sekvensointitietoa
(34-36). My6s Suomessa useimmat testausla-
boratoriot suorittavat tarvittaessa analysointia
uudelleen, kuten esimerkiksi HUS-diagnostiik-
kakeskus.

Geenitietojarjestelmat

Geenidiagnostiikassa kiytettavit analyysioh-
jelmistot ovat yleensa kaupallisia, vaikka lain-
sddddnto ei estd omien tai tutkimuksellisten
ohjelmistojen kayttod omavalmisteina, jos
potilashoidon tarpeita ei muuten voida téyt-
tad. Koska ohjelmistojen suorittamat analyysit
vaativat laskentatehoa, muistia ja tallennuska-
pasiteettia, analyysit suoritetaan useimmiten
laboratorion tiloissa, terveydenhuoltoyksikon
konesaleissa tai pilvessd sijaitsevissa teholas-
kentapalvelimissa. Vaihtoehdoilla on omat
vahvuutensa ja heikkoutensa, ja useampi voi
olla varteenotettava vaihtoehto. Niilli on
myds erilaiset palvelumallit (kuva 4). Mikaili
tutkimukset on vastattava nopeasti, GPU- tai
FPGA-prosessorit ovat huomionarvoinen
vaihtoehto. Niitd resursseja on tosin vahiisesti
saatavilla, ja ne ovat kalliita. Kaikki algoritmit
eivit myoskddn osaa hyodyntad niditd erikois-
prosessoreja.

Geenitiedon kasittelyssa
kaytettavien tietojarjestelmien
lainsaadanto

Useat lait, asetukset, ohjeet ja maaraykset sdi-
televit sekvensointitutkimuksissa tuotetun
arkaluonteisen geenitiedon hallintaa ja kasit-
telyd sekd niiden tietojen kasittelyyn tarkoi-
tettujen tietojirjestelmien toteutusta. Naistd
erityismaininnan arvoinen on asiakastietolaki
(784/2021). Laki velvoittaa suunnittelemaan
ja valmistamaan henkil6tietojen kisittelyssa
kaytettavit tietojirjestelmit tietoturvaa, tieto-
suojaa ja yhteentoimivuutta koskevien lakien,
sddnnosten ja madrittelyjen mukaisesti. Laki

my0s velvoittaa terveyspalvelujen tuottajat
laatimaan itselleen tietoturvasuunnitelman
ja mdirittelee miten, milloin ja kuka tieto-
jarjestelmid yllipitdd ja kayttdd. Geenitiedon
arkistointia ohjaava potilasasiakirja-asetus
(94/2022) madrittia lopullisten laboratorio-
tuloksien siilytysajaksi vihintddn 12 vuotta
ja perinnollisyysldaketieteellisten yksikdiden
tutkimuksissa muodostuvat asiakirjat pysy-
vaissailytettiaviksi. Henkilotietojen kaisittelyd
siitelevd EU:n yleinen tietosuoja-asetus (EU
2016/679) velvoittaa arvioimaan henkildtie-
don Kkisittelytoimien tarpeellisuutta ja oikea-
suhteisuutta sekd henkildtiedon kisittelysta
aiheutuvia riskejd ja niiden hallintakeinoja.
Lisdksi tietojirjestelmien ja niiden valmista-
jien on tdytettivi EU:n IVD-asetuksen (EU
2017/746) ehdot, mikili valmistaja on tarkoit-
tanut niitd kéytettaviksi in vitro -diagnostiikas-
sa. Kaupallisten laitteiden lisiksi IVD-asetus
sddtelee osaltaan my0s terveydenhuoltoyk-
sikdiden omaa laitevalmistusta ja velvoittaa
laatimaan omavalmisteille kéyttotarkoitusta,
suunnittelu- ja valmistusprosessia sekd suori-
tuskykytietoja koskevat asiakirja-aineistot.

Akkreditointialueella kaytettavat
geenitietojarjestelma

Laajojen geenitutkimuksien teossa kéytettivien
tietojarjestelmien on taytettivi laboratorion
noudattamien standardien vaatimukset, jos nii-
td kdytetaan akkreditoitujen tutkimuksien osa-
na. Talléin niihin kohdistuu samat vaatimukset
kuin muihinkin akkreditointialueen menetel-
miin, ja ne on hankittava, dokumentoitava,
otettava kiyttoon ja yllapidettivd standardin ja
sisdisten menettelytapojen mukaisesti. Ne on
myos verifioitava tai validoitava kayttotarkoi-
tukseensa. Suorituskykytavoite voisi esimer-
kiksi olla tunnistaa verindytteiden mutaatiot ja
indelit 99,5 %:n herkkyydelld ja 99,5 %:n posi-
tiivisella ennustearvolla. Lisaksi standardi edel-
lyttdd maarittimadn hallintavastuut, kdytinteet
hairiotilanteissa ja menettelyt tallenteiden hal-
lintaan. Standardit my0s asettavat vaatimuksia
henkilokunnan perehdyttimiseen, pitevyyden
valvontaan ja ammattitaidon yllapitoon.

Useat standardit asettavat omia erityisvaati-
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Laaja geenitutkimus tai sekvensointitutkimus:
useamman kohdealueen emasmuutokset tunnista-
va rinnakkaissekvensointi-instrumenteilla tehtava
DNA-tutkimus.

Pistemuutos (eng. single nucleotide variant): peri-
maaineksen yksittdisen emdksen vaihtuminen toi-
seksi emakseksi.

Insertio-deleetiomuutos (eng. insertion-deletion
variant): perimaaineksen poistuma tai lisdys.
Pienet emdsmuutokset (eng. short variant): Emas-
muutosryhma, joka kasittdd yksittdisten emdsten
pistemuutokset seka yleisimmin noin parikymmen-
td emadsta pitkat indel-muutokset. Kategoriaan voi-
daan laskea kuuluvaksi myos pidempia indel-muu-
toksia algoritmin mukaan.

De novo -mutaatio (eng. de novo mutation): poti-
laan ituradan genomissa oleva mutaatio, jota ei ole
potilaan vanhempien ituradan genomeissa.
Referenssigenomi (eng. reference genome): usei-
den eri yksiloiden DNA-sekvensseista koostettu ku-
vaus lajin genomista. Uusimmat ihmisreferenssigen-
omit kuvaavat kunkin alueen yleisinta vaihtoehtoa.
Linjausalgoritmi (eng. read alignment tool): sek-
venssilukuja referenssigenomiin vertaileva algorit-
mi. Algoritmin avulla selvitetddan sekvenssilukujen
sijainnit referenssigenomissa. Sekvenssiluvut, joi-
den ldhtokohtaa ei voida selvittaa yksiselitteisesti
saavat huonomman laatuarvon kuin sekvenssilu-
vut, joiden ldhtokohta on yksiselitteinen.
Kutsuohjelma (eng, variant caller): sekvensointitie-
don emédshavainnoiksi muuttava algoritmi. Algorit-
min avulla voidaan mm. tunnistaa, milta osin poti-
las eroaa referenssigenomista.

Emashavainto (eng. base-call): Emadsmuutoksien
kutsussa kdytettavan kutsuohjelman ennustus tie-
tyn genomikohdan sisaltdmistd emaksista. Tulokse-
na voi olla referenssin mukainen havainto tai refe-
renssista poikkeava mutaatiohavainto.
Mutaatiokuorma (eng. tumor mutation burden):
hankinnaisten mutaatiohavaintojen lukumaara per
sekvensointitutkimuksen kattaman genomialueen
koko kertaa miljoona. Tuloksena voi olla esimerkiksi
luku 11 mutaatiota per Mb.

muksia tietojarjestelmille. Standardi SFS-EN
ISO/IEC 15189:2013 edellyttid yllapitimdin
ohjelmistot ja laitteet valmistajan ohjeistuksen
mukaisesti ja varmistamaan muutoksien vai-
kutukset suorituskykyyn ennen kiytt66nottoa.
Geenitiedon kasittelyyn tarkoitettujen ohjel-
mistojen kohdalla tulisi esimerkiksi maarittas,
kuka seuraa piivitystiedotteita, miten ja missd
péivityksien toimivuus tarkastetaan sekd ketkd
vastaavat paivityksien asennuksesta. Standardi
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Haplotyyppi (eng.haplotype): isén tai didin puolei-
sen kromosomin tietyn (yleensa lyhyehkon) geno-
mialueen sisdltamien alleelien yhdistelmd. Alueen
alleelit periytyvat usein yhdessa

Sekvenssiluku (eng. read): kuvaus yksittdisen DNA-
tai RNA-molekyylin emésjarjestyksesta. Molekyylin
emasjarjestys voidaan sekvensaattorista riippuen
selvittda molekyylin yhdestd tai molemmista padista.
Kun sekvensointi on tehty molemmista paista, mo-
lekyylista saadut kaksi lukua muodostavat yhdes-
sa parittaisen sekvenssilukuparin (eng. paired-end
read).

Rakennepoikkeama (eng. structural variant): pe-
rimdnaineksessa oleva laajahko poikkeama. Ra-
kennepoikkeamien koolle ei ole olemassa tarkkaa
kokorajaa ja joissain tapauksissa ryhmdan on si-
sallytetty kaikki yli 50 emastd kasittavat poikke-
amat. Yleisimmin rakennepoikkeamilla kuitenkin
viitataan yli tuhat emasta kasittaviin poikkeamiin.
Useimmiten ryhmdan on sisdllytetty niin poistu-
mat, lisdykset, translokaatiot, kddantymat ja monis-
tumat kuin myos laajat ja monimutkaiset kromo-
somitason muutokset, mutta tdhdnkin saantoon
on poikkeuksia.

Epatavallisesti linjattu parittainen sekvenssiluku-
pari (eng. discordantly mapped read-pair): parittai-
nen sekvenssilukupari, jonka sekvenssiluvut linjau-
tuvat oletettua l[ahemmaksi tai kauemmaksi toisis-
taan tai epatavallisiin suuntiin referenssigenomissa.
Epdjatkuvasti linjattu sekvenssiluku (eng. split
read): sekvenssiluku, jonka linjaus hajautuu eri gen-
omialueille. Esimerkiksi ensimmdiset 40 emadsta
kattavat referenssikromosomissa alueen 500-540 ja
viimeiset 60 emdsta alueen 2500-2560.
Henkilotieto: Tieto, mika liittyy tunnistettuun tai
tunnistettavissa olevaan henkiléén (EU 2016/679).
Geenitiedot, jotka siséltavat potilaan yksildivia mu-
taatioita tai mutaatioyhdistelmia, ovat itsestaan
henkilétietoja. Geneettiset tiedot ovat myds ns. eri-
tyisiin henkilotietoryhmiin kuuluvaa henkil6tietoa
kun niista selviaa yksilollista tietoa kyseisen poti-
laan fysiologiasta tai terveydentilasta

myds velvoittaa toteuttamaan tietojirjestelmit
voimassa olevien tietoturva- ja tietosuojalakien
mukaisesti seki varmistamaan toiminnan jatku-
vuus hiiriotilanteissa.

Kliinisen ja tutkimuksellisen
toiminnan eroavaisuudet

Kliiniset ja tutkimustyohon liittyvit sekven-
sointitutkimukset eroavat toisistaan tietyiltd
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osin. Tieteelliset tutkimukset pyrkivit usein
tuottamaan ennennikematonti tietoa tutkitta-
vasta ilmiostd, mikd monesti onnistuu parhai-
ten uusimmilla menetelmill, joita ei ole laajalti
kiyttoonotettu diagnostiikassa. Samasta syystd
tutkimusasetelmissa tosin voidaan myos paitya
kayttamdan menetelmii, joiden soveltuvuutta
tutkimuskohteeseen ei ole varmistettu. Eroa on
my6s mahdollisuuksista kiyttda tutkimustyos-
sd erikoisjérjestelyjd ndytemateriaalin keruussa.
Tutkimushankkeissa toisin kuin diagnostiikas-
sa voidaan esimerkiksi suunnitella kerittivin
useita tuorendyteitd kasvaimesta ja viereisestd
normaalikudoksesta. Tutkimustydssd usein
myos kasitellddn potilasjoukkoja, miksi syste-
maattiset ja satunnaiset tekijit voidaan erottaa
tilastotieteen keinoin tulkintaty6td tehostaen.
Tutkimusty6ssd usein myos sallitaan pidem-
pi aikajdnne, jolloin tutkimusndytteet voidaan
sekvensoida isoissa erissi ja bioinformatiiviset
analyysit raital6ida tavoitteita vastaavaksi.

Lopuksi

Laajat sekvensointitutkimukset tuottavat valta-
via médrid geenitietoa. Tami geenitieto on ol-
lut avainasemassa sairauksien taustalla olevien
geenivirheiden selvittimisessa ja luonut perus-
teet kliinisille geenitutkimuksille. Kasvaneiden
tietoméddrien myotd geenitutkimuksista on yha
enemmdén myos tullut riippuvaisia niissd kiytet-
tavisti bioinformatiivisista ratkaisuista. Koska
tulevaisuudessa DNA-sekvensointitutkimukset
todennakoisesti tuottavat nykyistd runsaammin
geenitietoa, riippuvuus bioinformatiikasta ole-
tettavasti vahvistuu.

Genomitutkimukset ja alati kasvavat tieto-
madrit asettavat uusia suorituskykyvaatimuksia
tulevaisuuden geenitietojdrjestelmille. Ole-
tettavasti tulevaisuudessa bioinformatiiviset
analyysit tehddidn yhd enemmain kiihdytetyil-
la (grafiikka) prosessoreilla, jotka suoriutu-
vat minuuteissa analyyseista, joiden tekoon
muuten kuluisi péivid. Tiedon siilytyksessd
todenndkdisesti nojataan sairaalatietoaltaisiin
tai genomikeskukseen, mika voi edistid my0s
geenitiedon tutkimuksellista kiyttod. Aiempaa
laajemmin ja syvemmin luettujen ndytteiden
my6td yhd useammalle potilaalle voidaan my6s

Ydinasiat

» Bioinformatiikka muuntaa laajojen sek-
vensointitutkimuksien tuottaman tiedon
hyddylliseen ja ihmisluettavaan muotoon.

» Siind missa pienet emdasmuutokset tun-
nistetaan laadukkaasti, rakennepoikkea-
mien tunnistamisessa on vield tyonsar-
kaa.

» Kiihdytettyjen prosessorien avulla geno-
minlaajuisetkin tietoaineistot voidaan
prosessoida tunneissa paivien sijaan.

» Tekodlypohjaisten emasmuutosluokitte-
lutyokalujen esiinmarssin myéta tulkinta-
tyon tehokkuus voi kasvaa merkittavasti-
kin.

16ytdd hoidollisesti merkittavd tulos. Talloin
jarjestelmalld on tosin pystyttdva analysoimaan
laadukkaasti niin pienid emiasmuutoksia kuin
rakennepoikkeavuuksia.

Geenitiedon kisittelyn erds suurimmista
pullonkauloista on havaittujen muutoksien
luokittelu sairauteen liittyviin ja harmittomiin.
Ajan saatossa ongelma todennikdisesti ratkeaa
tekodlypohjaisten luokittelutyokalujen avul-
la. Esimakua tulevasta tarjoavat ensimmidiset
markkinoille jo tulleet tekodlypohjaiset ratkai-
sut, jotka muutamassa minuutissa luokittele-
vat genominlaajuiset ituradan mutaatiot jopa
93 %:n herkkyydellid (37). Kehitystyon edetes-
sd ohjelmiston herkkyys luultavasti parantuu ja
vapauttaa ndin arvokkaita resursseja tirkeim-
piin tehtaviin. m
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