FINLAND

Tehokas datan prosessointi ja jakaminen parantavat

sairauksien tunnistamista ja hoitoa

Uuden sukupolven geenien ja RNA-molekyylien analyysimenetelmat mahdollistavat entista nopeam-
mat ja vaivattommat analyysit. Data saadaan myods hyvin talteen ja jaettavaksi tutkimusryhmille
Suomen ELIXIR -keskuksen CSC:n Allas-kayttoliittyman kautta.
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Uuden sukupolven sekvensointimenetelmien
(NGS) avulla tutkitaan perimdssdmme olevia
virheita ja variaatiota seka geenien ilmenty-
misen (ekspressio) muutoksia. Menetelmi-
en tuottamien miljardien sekvenssipatkien
analysointi on mahdollista kerralla yhdessa
tietokoneajossa.

Uusien menetelmien avulla pystytdan
tutkimaan lukuisia geeneja ja kohteita useis-
ta eri ndytteistd samanaikaisesti. Menetel-
mien avulla voidaan tehda nopeasti yksit-
taisten solujen, kuten sydpasolujen, analy-
sointi. Nyt voidaan my6s analysoida veren
plasmasta eroteltu soluvapaa DNA, joka
kertoo nopeasti ja luotettavasti valittujen
hoitojen tehokkuudesta ja erityisesti siit4,
onko etéispesakkeita jaljella.
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Suomen molekyyliladketieteen instituu-
tin (FIMM) ja CSC:n alustoilla on kdytossa
erilaisia algoritmeja sekvensointiin perus-
tuvien menetelmien, (eksomit, genomit ja
trasnkriptomitn) tuottaman datan analysoi-
miseen. Yksi keskeisimpia on Broad Institu-
ten GATK -tyokalupakki (Genome Analysis
Toolkit). Sen avulla etsitdan geenivariantte-
jaja tunnistetaan DNA- tai RNA-sekvens-
sin muutoksia solulinjassa. GATK -analyy-
siohjelmistosta on tullut bioinformatiikan
standardi tiedeyhteisdssa. GATK-ohjelmis-
tot ajetaan huippunopean Dragen-alustan
(Dynamic Read Analysis for GENomics)
kautta. Dragen esiprosessoi datan eli kun
ensimmadiset tulkinnat datasta on tehty,
tehd&an usein lisda analyyseja. Talldin myos

CSC:n tallennuskapasiteetista on hyoty3,
koska analysoitu data ei mahdu tavanomai-
seen tietokoneeseen vaan saadaan suoraan
jaettua kayttéjille Allas-palvelun kautta.
CSC:n ja FIMM:n yhteisty6 on olennainen
osa analyysien nopeaa lapimenoa.

"Kun kaytossa ovat korkean kapasi-
teetin sekvensointitekniikan alustat, al-
goritmit ja laskentateho, saadaan erittdin
nopeita tuloksia. Yksi genomi voidaan nyt
analysoida jopa vuorokaudessa kun aikai-
semmin siihen meni useita viikkoja”, sanoo
Pekka Ellonen.

Ellonen on Suomen molekyylilddketie-
teen instituutin (FIMM) sekvensointiyksi-
kén laboratoriopaallikko. Yksikko tuottaa
tutkimusyhteisolle genomiikan (DNA) ja
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Soluvapaa DNA (cfDNA) tarkoittaa ve-
renkierrossa verisolujen ulkopuolella kier-
tdvdd DNA:ta. CfDNA-fragmentit pdd-
tyvdt verenkiertoon joko solukuoleman
tai kuolion (nekroosi) takia. Normaalisti
ndmd fragmentit poistuvat makrofagien
eli sydjdsolujen ansiosta, mutta sydpdso-
lujen liikakasvu aiheuttaa niiden pddsyn
veren kiertoon. Soluvapaata DNA:ta pdd-
tyy verenkiertoon solukuolemien kautta
myds terveistd soluista. Syopddn sairas-
tuneilla osa soluvapaasta DNA:sta on pe-
rdisin kasvaimesta. Tadmd kiertdvd cfDNA
ja erityisesti sen sisdltdmd kasvaimesta
perdiisin oleva fraktio (circulating tumor
DNA, ctDNA) on lupaava tutkimuskohde
yksiléllisiin syépdhoitoihin tdhtddvissd
hankkeissa. Soluvapaata DNA:ta voidaan
tutkia verindytteen lisdksi virtsa-, sel-
kéydinneste- ja sylkindytteistd. Suomen
molekyylilddketieteen instituutin (FIMM)
sekvensointiyksikossd etsitddn tdllaisen
cfDNA:n jddinteitd sekvensoimalla.

transkriptomiikan (RNA) analyyseja mo-
derneilla menetelmilla. Yksikko saa analy-
soitavakseen erilaisten tutkimusprojektien
tuottamia naytteita.

"Yhdessa tutkijoiden kanssa paatetaan
tarvittavista menetelmisté ja raataléidaan
paras tyokalupakki, jolla testataan tutkijoi-
den hypoteesia. Sellaisia menetelmii voivat
olla eksomisekvensointi, genomisekvensoin-
ti, erilaisten RNA-molekyylien (transkrip-
tomi) sekvensointi sek& geeniekspressio,’
sanoo Ellonen.

Naiden menetelmien avulla kudoksesta
voidaan selvittida perima (genomiikka) tai
tunnistaa esimerkiksi kaikki kudoksessa
ilmentyvat geenit (transkriptomiikka) ja
proteiinit (proteomiikka). Genomin pro-
teiinia koodaavien alueen eli eksomin sek-
vensointi auttaa esimerkiksi periytyvien
tautien, synnynnaisten kehityshairididen ja
syovan tutkimisessa. Geenien ilmentymista
sdadelldan tarkasti soluissa ja muutokset
voivat johtaa sairauksiin. Tutkimuksissa
voidaan verrata esimerkiksi syopakudok-
sen ja terveen kudoksen geenien ilmen-
tymisen eroja.

Yksittdisen solun analytiikka

Uuden sukupolven sekvensointimenetelmat
mahdollistavat monimutkaisten biologisten
jarjestelmien tutkimisen. Ellosen mukaan yli-
voimaisesti suurin muutos bioinformatiikas-
sa viime vuosina on ollut yksittaisten solujen

analysointi. Yksittdisten solujen analyysi
tapahtuu Suomen molekyylilddketieteen
instituutin yksittaisten solujen analyyseihin
erikoistuneen yksikon (SCA) seka sekven-
sointiyksikoén yhteistyona.

Jokainen solu sisaltaa yksilon jokaisen
geenin, mutta tietyt geenit ilmentyvat vain
tietyissa soluissa seka usein vain tietyissa
olosuhteissa. Geenien ilmentyminen ja pro-
teiinien tuotanto soluissa vaihtelee eri ke-
hitysvaiheissa ja sairauksien vaikutuksesta.
Se aiheuttaa muutoksia solujen ja kudosten
toiminnassa. Yksittdisen solun analytiikka
ei oikeastaan tarkoita yhta solua.

"Nyt voidaan tutkia esimerkiksi syo6-
pasoluja yksittdisina kohteina. Luotetta-
vaan tulokseen ei riitd yhden solun DNA:n
emasjarjestyksen tai geeniekspression sel-
vittdminen, vaan pitda tutkia tuhansien tai
kymmenien tuhansien solujen otoksia”, sa-
noo Ellonen.

RNA-sekvensointi yhden solun tarkkuu-
della (scRNA-seq) voi paljastaa geenien vali-
sid sdannollisid vuorovaikutusyhteyksid, so-
lujen syntyperalinjat, solujen eroavaisuuksia
seka solun viitekehyksen ympéaristdssaan.

Sekvensointi yksittaisista soluista paljas-
taa myos erilaisia ja jopa uusia solutyyppeja
seka geenien ilmentymiseen perustuvaa tie-
toa niiden toiminnallisuudesta.. Yksittaisen
solujen DNA-sekvensointi antaa puolestaan
tietoja mutaatioista, jotka tapahtuvat pie-
nissa solupopulaatioissa normaalien solujen

seassa. Yksittaisen solun tarkkuus antaa tie-
toja kasvainten geneettisesti erilaisuudesta,
mistd on apua hoidoissa.

"Elavien solujen maara tutkittavassa
ndytteessad todennetaan laboratoriossa,
jonka jalkeen kukin solu erotellaan omaan
nestepisaraansa eli droplettiin mikd mah-
dollistaa yksittaisen solun DNA- tai RNA -
molekyylien merkitsemisen molekyylikoh-
taisilla ja solukohtaisilla DNA-viivakoodeilla
Molekyylikohtaiset, solukohtaiset ja lopulta
naytekohtaiset DNA-viivakoodit mahdollis-
tavat seka solundytteen kuhunkin soluun
kuuluvien molekyylien tunnistamisen seka
taloudellisesti tehokkaan sekvensoinnin,’
kertoo FIMM Teknologiakeskuksen yksit-
taisten solujen analytiikan yksikén (SCA)
johtaja Pirkko Mattila.

"Yhdessa sekvensointiajossa profiloi-
daan useista naytteista kustakin tuhansia
soluja kerrallaan. Ndin saavutetaan tuhan-
sien solujen tai jopa satojen tuhansien so-
lujen analyysista yhden solun resoluutio
ja paastaan tutkimaan yksittaisen solun
ominaisuuksia.”

Nestemadinen biopsia

Nestemainen biopsia tarkoittaa soluja tai
solunosia sisaltavan nestemaisen niytteen
ottamista eldvasta kudoksesta, kuten veres-
ta. Nestemdinen biopsia on lupaava seuran-
tatyokalu syovan hoitamiseen ilman kirur-
gisia toimenpiteita.
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Korkean kdsittelytehon sekvensointilaitteistot (high throughput
sequencing) tuottavat 1-20 miljardia sekvenssipdtkdd ajotyy-
pistd riippuen. NovaSeq6000-laitteessa voidaan ajaa 4 eri ka-
pasiteetin ajoja. Pienimmdn kapasiteetin ajossa voidaan sek-
vensoida parikymmentd eksomia. Kaikki perimdn eksonit eli
proteiineja koodaavat geenit muodostavat yhdessd eksomin,
joka vastaa kooltaan noin yhtd prosenttia koko perimdstd.

Suurimmassa ajossa voidaan analysoida 24 genomia kerralla.

Genomisekvensointi (WGS, whole genome sequencing)kattaa _= —== = = = = ===2%% _; ==
koko perimdn, 3.1 miljardia emdstd. Yhden ihmisgenomin ana- == %-f— . = m——===— = =
lysointia varten tuotetaan noin 1.2 miljardia lyhyttd sekvenssid, |= ==s _=-—- "= = p— S_—m_a_= _- &= ===
joista koostetaan algoritmien avulla analyysin kohtena oleva = _52: - = m = i ====__ =_ == =

genomi.

Luotettavan tuloksen saamiseksi emdsparit luetaan useam-
paan kertaan (lukusyvyys). Kun etsitddn perimdstd esimerkiksi
syévdlle ominaisia muutoksia, lukusyvyys voi olla 500-1000
-kertainen. Silloin kohdennetaan analyysi esimerkiksi eksomiin.

"Luomme sekvenssikirjastoja genomi-
alueista, joista ollaan kiinnostuneita eri syo-
vissa,” Pekka Ellonen sanoo.

Nestemaista biopsiaa voidaan kayttaa
syovan tunnistamiseen varhaisessa vaihees-
sa. Verindytteesta saadaan tietoja kasvai-
men syodpdasoluista tai niiden erittdmista
DNA-fragmenteista, joita on mahdollisesti
verenkierrossa.

"Kasvain on yleensa hankalassa paikas-
sa, jolloin kasvaimen poistamiseksi ja nayt-
teen pitda tehda kirurginen operaatio. Kun
kasvaimet kasvavat hallitsemattomasti, so-
lukuolemia tapahtuu normaalia enemman.
Kuolevat sydpasolut vapauttavat DNA-fra-
gmentteja verenkiertoon. Verindytteen so-
luvapaasta osasta, plasmasta ja seerumista,
kerdtdan nama DNA-fragmentit talteen
sekvensointia varten. Sekvensointitulok-
sia analysoimalla voidaan havaita, onko

verenkierrossa DNA-fragmentteja, joissa
on ndhdaan syoville ominaisia muutoksia,’
Ellonen toteaa..

Ellosen mukaan nestemaista biopsiaa
kaytetaan paljon ja siihen liittyy monia uusia
tutkimushankkeita. Nestemaist& biopsiaa voi-
daan kayttaa perustutkimuksen lisdksi myos
hoitosuunnitelman teossa, hoidon vaikutusten
seurannassa tai syovan uusiutumisen moni-
toroinnissa. Se, etta pystyy ottamaan useita
verindytteita eri aikoina, auttaa |adkareita
ymmartamaan minkélaisia molekyylitason
muutoksia on tapahtunut elimistdssa.

"Voidaan tunnistaa uusia geenimerkkeja
japarhaassa tapauksessa valita mutaatioiden
perusteella toimiva tdsméahoito. Tai vaihto-
ehtoisesti tiedetdan mita etsitaan eli tutki-
taan nakyyko verenkierrossa enda merkkeja
jaannostaudista ja, saatiinko syopa kirurgisen
operaation jalkeen kokonaan leikattua pois.”

Pekka Ellonen on innostunut Suomen
ELIXIR -keskuksen CSC:n Allas-tallennus-
palvelun kayttoliittymasta, jota kautta la-
boratoriot ja tutkimuslaitokset voivat jakaa
esikasitellyt sekvensointitulokset ja mole-
kyylien datan tutkijoiden, tutkimusryhmien
ja konsortioiden kayttéon. Allas tarjoaa 12
petatavun tallennustilan sensitiiviselle gee-
nidatalle. Data on saatavilla tietoturvallises-
ti suoraan www:n kautta. Datankasittely
voidaan tehda tavanomaisia ohjelmointi-
rajapintoja kdyttiden mista tahansa.

”Julkinen raha tuottaa dataa, joten se
pitada jakaa aikanaan tiedeyhteison kayt-
t6o6n laajemminkin, asianmukaisesti pseu-
donymisoituna. Kayttoliittyma mahdollis-
taa isojen aineistojen, kuten hyddyllisen
genomitiedon kohorttiaineistot, jakamisen.”

Ari Turunen

Suomen molekyylilddketieteen
instituutti (FIMM)
https://www.fimm.fi/
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CSC - Tieteen tietotekniikan keskus Oy

on valtion omistama, opetus- ja kulttuuriministerion
hallinnoima, voittoa tavoittelematon osakeyhtio.
CSC yllapitaa ja kehittaa valtion omistamaa keski-
tettya tietotekniikkainfrastruktuuria.
http://www.csc.fi
https://research.csc.fi/cloud-computing
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rakentaainfrastruktuurin bioalan tutkimuksen tueksi. Se
yhdistda 21 Euroopan maan ja Euroopan molekyylibio-
logian laboratorion EMBL:n johtavat organisaatiot yh-
teiseksi biologisen informaation infrastruktuuriksi. Sen
Suomen keskus on CSC - Tieteen tietotekniikan keskus Oy.
http://www.elixir-finland.org
http://www.elixir-europe.org
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