Kuvatietokanta DNA-molekyylissa

Miki Kallio

23. toukokuuta 2005

Joensuun yliopisto
Tietojenkasittelytiede
Pro gradu -tutkielma



Tiivistelma

Molekyylibiologian tyémenetelmien edistymisen mydtéaalh pian tilanteessa, jossa
on mahdollista kayttaa DNA:ta tiedon tallentamiseen. Ja0Haivun puolivalista asti
on DNA:ta pyritty kayttdmaan apuna ratkaistaessa laskisinaongelmia. Nykyisin
paljon tutkittu sovellusalue on DNA-muisti, jossa kaytatdbakteerin DNA:ta tiedon
tallentamiseen.

Tassé tutkimuksessa kuvataan erés tapa tallentaa tiet@dallBMayttaen nykyisia
menetelmia. Tutkimuksessa kaytettavaksi valmisteti@tokoneohjelma, joka pystyy
muuttamaan kuvia DNA-koodeiksi ja DNA-sekvensseja kuvikatkimuksessa selvi-
tetaan yksityiskohtaisesti DNA:lle toteutettu kuvien Baosmenetelma. Tutkimuksen
molekyylibiologian osuus koostuu kahdesta erilaisestasia kayttaa DNA:ta tiedon
tallentamiseen. Ensimmaisessa osuudé&sseoli -bakteerin plasmidiseen DNA:han
tallennettiin koodattuna pieni bittikartta-kuva. Toisagutkimuksen osuudessa liukoi-
sessa muodossa olevasta DNA-tietokannasta yritettiteladkuvia varien perusteella,
kayttden apuna biotiinilla leimattuja koettimia.

ACM-luokat (ACM Computing Classification System, 1998 version): A.m, B.3,

Avainsanat: DNA-muisti, DNA-laskenta



Esipuhe

Tama tyo on syntynyt soveltamalla kahden eri tieteenalatgjénkasittelytieteen ja
molekyylibiologian tietoja. Ilman asiantuntevaa ohjaush olisi kyennyt suoriutu-
maan urakasta, joten haluan lausua erityiskiitokset stieiuavusta sek& perinpoh-
jaisesta ohjauksesta FT, dos. Sinikka Parkkiselle ja FKallRoralille Joensuun yli-
opiston biologian laitokselta.

Tietojenkasittelytieteen osalta haluan kiittda profesiaessi Parkkista ohjauksesta se-
k& mielenkiintoisesta lopputy6n aiheesta.

Kirjoitustyon tein ollessani Japanissa Toyohashi Unitgrsf Technologyn vieraana
tutustumassa tarkemmin molekyylibiologian ihmeelliseeailmaan. Haluankin kiit-

taa professori Yo Kikuchia ja h&dnen tydryhmaansa (DepartiEcological Enginee-

ring) tuesta seka uusista ideoista, joiden avulla tyon edisiut suorittaa ehka hieman
paremmin tuloksin.
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1 Johdanto

Koska Mooren lain loppu nayttaa olevan paiva paivalta |gbéma, ovat tutkijat yritta-
neet l0ytaad uusia, perinteista tekniikkaa parempia rathaitietojenkasittelyyn. Yksi
vaihtoehtoinen menetelma on kayttdéa DNA-molekyylejadredasittelyssa ja tallen-
tamisessa.

Tama johdantoluku jakautuu kolmeen kohtaan. Kohdassaetrbtaan tiedon tallenta-
misen kehityksesta ja kuvataan tallennustarpeen kasvti) kghdassa 1.2 kerrotaan

kenne.

1.1 Tiedon tallentamisen kehitys

Vuosituhansien ajan inmisilla on ollut tarve sailyttd&dee Jo ennen paperin keksimis-
ta ihmiset tallensivat tietoa kaivertamalla luuhun ja kiReAjan myota helmitaulua ja
paperia korvaamaan haluttiin kuitenkin kehittéda tehokiaia véalineita. Babcocki’&
al., (2004) mukaan 1800-luvun lopussa keksittiin tyhjiopujlia kaytettiin varhaisis-
sa tietokoneissa. Vuonna 1947 tapahtui merkittava eaiskgsd kun William Shockley,
John Bardeen ja Walter Brattain keksivat transistorin, jotvési tyhjioputken ja li-
sasi huomattavasti tietokoneiden luotettavuutta. Yé&siin transistoreihin perustuvan
tekniikan rajat tulivat kuitenkin pian vastaa, silla péini koko kasvoi liilan suureksi, jol-
loin ne tulivat vaikeiksi kasitella. 1958 Jack Kilby loi enmsnaisen integroidun piirin
eli mikropiirin juottamalla kaksi virtapiirid yhdelle geraniumin palaselle. Yksittais-
ten transistorien valmistamisen sijasta, tehtiinkin mkirit pian valmistamalla useita
transistoreita samalle puolijohteen palaselle.

Nykyaikainen mikropiiri esim. mikroprosessori tai elektinen muisti on Babcockin
& al., (2004) mukaan noin nelidsenttimetrin kokoinen ja sigékgmmenia miljoonia
transistoreita. Mikropiirien kehitys on merkinnyt jatkasvkomponenttien koon pienen-
tymista, hinnan laskua, luotettavuuden parantumistayéttavan tehon seka jannitteen
madaltumista. Kehitys onkin mahdollistanut jatkuvastiinoutkaisempien elektronis-
ten laitteiden valmistamisen seka suurempien tietomé&aiéentamisen.

Nykyisen kehityksen mahdollistaneella piioksidilla ($)0Con Hakalan (2004) mukaan
eristeend erinomaiset sahkdiset ominaisuudet. Tulavdeumikropiirit vaativat kui-



tenkin suurempaa transistorien maaraa, jolloin yksitéisransistorien kokoa on pak-
ko pienentda. Tahan asti kehitys on edennyt varsin sugagsasti, noudattaen Mooren
lakia, mutta lahestymme tilannetta, jossa kehitys uhkdadtua. Siirryttdessa transis-
torien valmistuksessa jatkuvasti pienempiin mittasugitgialkavat piioksidin ominai-
suudet kayda riittamattomiksi. Mikropiirien kehitykseatjamiseksi tarvitaan piioksi-
din korvaava vaihtoehtoinen materiaali.

Tutkimus uuden materiaalin [6ytamiseksi on Hakalan (200dkaan maailmanlaajuis-
ta, mutta tutkimusalue on hyvin laaja ja monin osin huonmstnettu. Suuri haasteita
on saada tutkimus valmiiksi ja tuote kayttoon teollisuudlaavailemassa neljan vuo-
den ajassa. Yksi taman hetken lupaavimmista materiaal@mshafniumoksidi (HfQ).
Tutkimus on kuitenkin hyvin haastavaa, silla huomioon ogttava lukuisia erilaisia
tekijoita, kuten esimerkiksi miten tuhannen celsius-@stémpdokasittely muuttaa piin
ja hafniumoksidin muodostaman raja-pinnan rakennetta.

Erilaisten piin korvaavien materiaalien l0ytaminen saattuitenkin osoittautua luul-
tuakin vaikeammaksi. Tulevaisuuden tiedontallennukaepeien tayttdminen voi vaa-
tia kokonaan uudenlaista ajattelua ja myds uudenlaidentalismedioita.

Miksi sitten tarvitsemme uutta tallennuskapasiteettia@rSsyy on se, ettd monel-
la alalla tutkimuksen tuloksena syntyneet tietomaarat kaavaneet rajusti. Tulosten
saaminen nopeasti voi vaatia tiedon organisoimista teetté§arjestelmien avulla, so-
pivien kayttoliittymien ja hakujarjestelmien kehittan@isTallennustekniikat ovat kylla
kehittyneet huomattavasti lisaten tallennuskapasitegtttiedonhakunopeutta, mutta
Fagerholmin (2004) mukaan nykyinen tallennuskapasit8ettmessa riittaa vain pe-
rustoiminnan hoitamiseen. Esimerkiksi bioalan suurinf@asteita on pystya hyoédyn-
tamaan DNA-siruista saatava suunnaton tietoméaara ekesdidvun suuruinen tallen-
nusmaara vuosittain. Tamakin on viela pieni maara vemattanoniin muihin hankkei-
siin. CERN:in tulevan LHC-kiihdytin tuottaa yli 10 petatavumakamateriaalia vuo-
dessa. limatieteen laitos puolestaan ottaa osaa ilmgsgiglmamallinnukseen, joka
tuottaa 250 teratavua tietoa. Kaikkien néaiden ja lukuisteiden tutkimusten tuottama
suunnaton tietomaara seka yksityisten ihmisten tiedétgpisaada tallennettua turval-
lisesti pitkiksi ajoiksi ja lisaksi tiedon pitaa olla helgto saatavilla tai muuten se on
hyodytonta.

Mutta ei riitd, etté tieto on tallennettuna ja nopeasti @a#a. Liian usein kay niin,
etta tarkea tieto tai rakkaat muistot katoavat huononrialisvalineen vuoksi. Esimer-



kiksi valokuvien varit haalistuvat tai paperi tuhoutuu.Kyisin voimme toki tallentaa
henkilokohtaiset tietomme vaikka CD-levyille, kuten usehdaan esimerkiksi digi-
taalisille kuville, mutta onko kayttamamme formaatti iken? Tuskinpa. Riittda kun
muistelemme mita tapahtui 1970-luvulla markkinoille &ille 5.25 tuuman levykkeille
eli lerpuille. Niiden kayttdminen tdn&an on lahes mahd@to®nko meilla enaa kol-
menkymmenen vuoden kuluttua valineitd CD-levyjen lukeemn&eEnta sadan vuoden
kuluttua? Saatavillamme on kuitenkin edullinen tallermasdia, jonka perusrakenne ei
muutu ja jonka sailyvyys on erinomainen: DNA.

1.2 Tiedon tallentaminen DNA:lle

Bio- ja nanoteknologian menetelmien edistymisen my6ta oret@ mahdollisuus Kir-
joittaa tietoa DNA:lle lisaantynyt. Aritan (2004) mukaaegkeisia sovelluksia téalla
hetkell& ovat:

DNA-laskentajossa yritetddn ratkaista laskennallisia ongelmia mydégltisen biolo-
gian menetelmia kayttaen.

DNA-leima jossa kaytetdan tietyn mittaista oligonukleotidia bidekgylin tunnista-
misessa esimerkiksi cDNA-kirjastosta.

DNA-muistj jossa kaytetaan bakteerien DNA:ta pitkdaikaisena, ifaikestavana or-
gaanisena muistina tiedon tallentamiseen.

DNA-nimikirjoitus joka on tarkea esimerkiksi tallennettaessa tekijanatetoja bak-
teerien genomiin tai haluttaessa piilottaa tekijan tiedatin informaation sekaan.

Erona perinteiseen bioteknologiaan, edella kuvatuissallslsissa pyritaan tallenta-
maan synteettisesti tuotettua koodia DNA:han. Koska anggdyritdén ratkaisemaan
DNA:n avulla on tiedon koodausmenetelma oleellisen tarkiaikka vuosien varrel-
la on esitetty erilaisia malleja tiedon koodaamisesta Déékvensseihin ja muutamia
kaytannon sovelluksiakin on toteutettu, ei ASCII-jarjési#én kaltaista standardia ole
pystytty luomaan.

DNA-laskennan tutkimus on suuntautunut perinteisestapi@gsa molekyylien lasken-
tatehoon, mutta luultavasti DNA-tietokoneet eivat pystghkaan syrjayttdmaan perin-
teisia menetelmia tietojenkasittelyssa. Kuitenkin mgigdibiologian tydmenetelmien



kehittyessa, olemme todennakoisesti hyvin pian tilasi@gessa tiedon tallentaminen
DNA:lle on toteutettavissa kohtalaisen helposti ja pidaustannuksin.

Vaikka Arita (2004) esittaakin, ettd DNA-muistia kaytet$ga tieto tallennetaan aa-
rioloja kestavaan bakteeriin, kaytettiin tdssa tutkinegdssE. coli -bakteeria, joka on
yleinen suolistobakteerk. colin kayttdminen on siind suhteessa perusteltua, ettd sen
kaytostd markéalaboratoriotdissa on pitk&aikaisia koKesizuja sen kasvattaminen on
kohtuullisen helppoa. Luultavasti bakteerit eivat olegsamahdollinen paikka DNA:n
sailymisen kannalta, silla kuivattu tai pakastettu DNAsahyvin, mutta bakteerien
etuna on DNA:n monistuminen bakteerikolonisaation mukana

Ehk&pa tulevaisuudessa voimme tallentaa henkilokohtizétemme ja vaikka valoku-

vamme bakteerin DNA:han. Teknologian kehittyessa riéiiy voimme mahdollisesti

ottaa yhden tipan nestettd DNA-tietokannasta, laittaaks¢selulaitteeseen ja ihailla
tuon pienen nestemaaran sisaltdimaa suunnatonta tietmaar

Tassa tutkimuksessa otetaan ensimmaisia askeleita tuoittéan saavuttamiseksi,
koodaamalla pienia bittikartta-kuvia DNA:lle ja tallenalla saadut sekvenssit coli
-bakteeriin seka nestemaiseen DNA-tietokantaan.

1.3 Tutkimuksen rakenne

Tama tutkimus koostuu johdantoluvun lisaksi neljasta nalususta. Luvussa 2 kuva-
taan aikaisempia DNA-laskentaan ja orgaaniseen muigtiyvia tutkimuksia. Koh-
dassa 2.2 kerrotaan lyhyesti miten DNA-laskenta sai akkusen teoreettisesta taus-
tasta ja kaytannon sovelluksista. Kohdassa 2.3 kuvataah:ikhytt6&a orgaanisena
muistina ja kohdassa 2.4 kerrotaan mita edellytetaan tunmaslta DNA:lle tapahtu-
valta koodaukselta.

Luvussa 3 kerrotaan tutkimuksen kaytannon toteutukskstadassa 3.1 kuvataan ly-
hyesti tutkimuksen taustaa ja sen eri vaiheet. KohdasskeBrdtaan DNA-sekvenssi
-ohjelman tarkoitus ja toiminnot. Kohdassa 3.3 kuvatadkirwuksen molekyylibio-
logian osuus, se miten koodaus DNA:lle on suoritettu ja mékikkeet suunniteltiin.
Luvun lopussa, kohdassa 3.6 kerrotaan tutkimuksen tulokse

Luvussa 4 pohditaan DNA-laskennan ja DNA-muistin kaytsaen liittyvia yleisia
ongelmia. Lisaksi kaydaan lapi tutkimukseen liittyneitigelmallisia tilanteita ja vir-



heiden mahdollisia syitd, seka esitetdén vaihtoehtospaja ratkaista hankaluuksia
aiheuttaneet tutkimuksen osat.

Pro Gradu -tutkielman tekstiosuus paattyy luvussa 5 ggjieihteenvetoon tutkimuk-
sen tarkeimmista tuloksista.

Liitteessa 1 esitellaan tutkimuksen keskeiset termitekissd 2 DNA:n sekvensointien
tulokset ja liitteessa 3 saatujen sekvenssien sovituksedikformaatiota sisdltavien
sekvenssien kanssa.



2 DNA:n kaytto tiedon kasittelyssa

Tassé luvussa kuvataan aikaisempia DNA-laskentaan jaoiggen muistiin liitty-
via tutkimuksia. Luku koostuu neljasta kohdasta. Kohd&sskaydaan lyhyesti l1api
DNA-rakenne. Kohdassa 2.2 kerrotaan miten DNA-laskernitalkansa, sen teoreetti-
sesta taustasta, alalla tehdyista kaytannon sovellakseia siitd millaiset ovat DNA-
laskennan tulevaisuudenndkymaét. Kohdassa 2.3 kuvata@nrkéyttod orgaanisena
muistina ja tietokantahakujen toteuttamismahdollistaugeka kiintean- etta liukoisen-
faasin menetelmilla. Kohdassa 2.4 kerrotaan vaatimuksestuneelle DNA:lle tapah-
tuvalle koodaukselle.

2.1 DNA:n rakenne

DNA eli deoksiribonukleiininappo on Bergi& al., (2002) mukaan lineaarinen po-
lymeeri, jonka rakenneyksikkd on nukleotidi. Nukleotiduodostuu fosforihappotéh-
teestd, sokeriosasta eli deoksiriboosista, josta DNA anwganimensé, seka neljasta
erilaisesta orgaanisesta emaksestd, jotka ovat purigkset adeniini (A) ja guaniini
(G) seké pyrimidiinieméakset tymiini (T) ja sytosiini (C). Kassa 1 havainnollistetaan
yksisdikeisen DNA:n rakennetta, jossa vaihtuvat emakiseikyvat sokeri-fosfaatti
-runkoon.

Fosfaatti Fosfaatti Fosfaatti Fostaatti

Kuva 1: DNA-saikeen muodostaa sokeri-fosfaatti -runkdojo vaihtuvat emakset
kiinnittyvat (Berg& al., 2002).

Kuvassa 2 on esitetty kuinka DNA:n kaksoiskierteessa (ohblix) sokeri-fosfaatti
-rungot kulkevat eri suuntiin ulkopuolella ja sisdpudetin pareittain toisiinsa liitty-
neet emakset: {A, C, G, T}. A liittyy aina T:hen ja niiden v&dilon 2 vetysidosta. C
liittyy puolestaan aina G:hen ja niiden valilla on 3 vetyssth, jolloin ne sitoutuvat
toisiinsa voimakkaammin kuin A ja T. Kyseista vastakkaisBENA-séaikeiden yhdis-
tymista kutsutaan Watson-Crick -pariutumiseksi ja sen nugsti vastakkaisia saikei-



téd komplementaarisiksi toisilleen. Jokaiselle yksiséigkbe DNA-sekvenssille kelpaa
pariksi vain yhden tietyn emasrakenteen omaava komplexagnen séie. Talloin esi-
merkiksi ACTTGCAG saa aina komplementaariseksi parikseeAAGG TC-saikeen.

S
[ i
r

Kuva 2: DNA:n kaksoiskierre, jossa sokeri-fosfaatti -rahdculkevat vastakkaisiin
suuntiin emasten ulkopuolella (Befgal., 2002).

DNA-saikeella on 5'- ja 3’ -paat. Emékset luetellaan aing&ésta lahtien eli esimer-
kiksi TTATG on eri asia kuin GTATT. 5’-paassa vapaa fosfeattliittyneena deoksiri-
boosiin. Uudet nukleotidit liittyvat aina DNA-saikeen Baahan eli séietta syntetisoi-
daan 5’-paasta lahtien. DNA:n siséaltdma geneettinennméatio siséltyy sen emasjar-
jestykseen.

2.2 DNA-laskenta

DNA-laskennan voidaan katsoa syntyneen 1994, jolloin&kalifornian yliopiston
professori Leonard Adleman luki Nobel-palkitun James Did&ain kirjaa Molecu-
lar Biology of the Gene, ja huomasi DNA-sadikeen muistuttarmomattavasti Turin-
gin konetta. Adlemanin (1998) mukaan han onnistui ratkagsn NP-taydellisen Ha-
miltonin polku -ongelman kayttamalla laskennassa DNAehkgyleja. Tuosta uraa-
uurtavasta tyostd lahtien ilmaisulla DNA-laskenta on d#sdttu laskentaa DNA-
molekyylien avulla. Ennen Adlemania muutkin olivat tutket molekylaarista lasken-
taa, mutta han oli ensimmainen, joka kaytti hyvakseen DNAamdollistamaa massii-
vista rinnakkaisuutta.

Churchin-Turingin -teesin mukaan Turingin koneella vomaatkaista jokainen las-
kennallinen ongelma. Kuvassa 3 on Sipserin (1997) esitteumi&gin kone, jossa on
ohjausyksikkd, yksi nauhapaa seka aaretdn tydnauha, gadaan lukea ja kirjoittaa
merkki kerrallaan.

Watson-Crick -komplementaarisuudelle perustuva taysimridisoitunut DNA-



Nauhapaa

Ohjausyksikko
| Adreton tyonauha
alb aIb ‘ W N % -

Kuva 3: Turingin kone, jossa on yksi nauhapaa ja aaretoratyioa (Sipser, 1997).

Nauhapaa
Ohi _ B e - s - - -
ka ) 2 aaretonta tyonauhaa

Nauhapaa -—*

Kuva 4: Watson-Crick -automaatti, jossa on kaksi tydnaubhasauhapaata (Pauh
al., 1998).

kaksoisketju voidaan ajatella merkkijonona, joka koostaldkostosta {A, C, G, T}.
Onkin varsin luonnollista verrata molekylaarista laskenklassiseen formaalien kiel-
ten teoriaan. Tietojenkasittelytieteilijat ovat luon@ealleja erilaisista Watson-Crick
-komplementaarisuudelle perustuvista automaateistgas&a 4 on DNA:sta mallinsa
saanut Paunig al., (1998) esittama Watson-Crick -automaatti, joka eroaantymi
koneesta kahden tydnauhan ja nauhapaan osalta. Pegaattedhta nauhaa voidaan
kayttdd DNA:n kaksisaikeisyyden takia, mutta todellisesgh tdma on turhaa, silla
saikeet sisaltavat komplementaarisuutensa vuoksi samf@miaation.

Alkuun DNA-laskennan tutkijat pyrkivat paaasiassa ratkeaan NP-taydellisia on-
gelmia osoittaakseen uuden menetelman tehon. Hamiltariku pongelmassa pyri-
taan ratkaisemaan l6ytyykd annetusta verkosta polkua, fokee tasmalleen kerran
jokaisen solmun kautta. Jos verkossa on n solmua, on maidgblkuja n!/2 kappa-
letta. Talldin esimerkiksi 13:lla solmulla mahdollisialkoja on jo 3 miljardia. Adle-
manin (1998) mukaan haneltd meni, DNA-laskentaa kayttdpaivaa ratkaista kuvas-
sa 5 esitetty 7 solmua ja 14 kaarta sisaltava Hamiltoninypatkgelma. Ongelma on
tadssa mittakaavassa niin helppo, etté sen ratkaiseminpemilb@ onnistuu keskimaarin



54:ssd sekunnissa, mutta tarkeintd tassé ensimmaiséssa i ratkaisuperiaate.

Kuva 5: Adlemanin Hamiltonin polku -ongelmassa kayttamikke (Adleman, 1998).

Adlemanin (1998) mukaan han kaytti seuraavanlaista alg@iratkaistessaan DNA-
laskennalla n solmuisen Hamiltonin polku -ongelman:

1. Luo joukko satunnaisia polkuja verkon l&pi.
2. Kay lapi joukon kaikki polut:
a) Poista joukosta ne polut, jotka eivéat ala aloitussolmjspaaty maalisol-
muun.
b) Poista joukosta ne polut, jotka eivat kulje tasan n:n soltapi.
c) Tarkasta jokaisen solmun kohdalta kulkeeko polku sett&adollei kulje,

niin poista polku joukosta.

3. Jos joukko ei ole tyhja, niin verkosta |0ytyi Hamiltoniolgu.

Algoritmi on toimiva, vaikkakaan ei ole erityisen tehok&smanlaista molekylaarisen
ohjelmointikielen mallia voidaan soveltaa myds 3-SAT -elmgan (3-CNF) ratkaisuun,

josta tuli Hagiyan (2003 ) mukaan jonkinlainen merkkipagaiitettdessa testata DNA-
laskennan toimivuutta.

Toteutuvuusongelmassa pyritdan ratkaisemaan onko anaetielogiikan kaava to-
teutuva, eli tuleeko se todeksi jollain totuusarvovaiht@la. Sipserin (1997) mukaan



3-SAT-ongelma on toteutuvuusongelman erikoistapausajkaikki kaavat ovat erityi-
sessa muodossaiteraali on muuttuja esim. X tai sen negaati®, lauseon joukko li-
teraaleja, joita yhdista& (disjunktio) taiv (konjunktio). Boolean-kaava dtonjunktii-
visessa normaalimuodos@aNF), jos se muodostuti:n yhdistamista lauseista. Kaava
on 3-CNF -muodossgos se on konjunktiivisessa normaalimuodossa ja senikssse
on korkeintaan 3 literaalia. Esimerkiksi laugg A x3) A (24 V 21 A 29 A —x3) €1 0Ole
3-CNF -muodossa, mutta lauger; Axs V 3) A (21 Azg A—x3) on 3-CNF -muodossa.

Hagiyan (2003 ) mukaan eri tutkimusryhmat kayttivat esilailahestymistapoja: Yos-
hida ja Suyama ratkaisivat neljan muuttujan tapauksern&dytapuna leveyssuuntaista
hakua. Sakamoto& al., (2000) mukaan han ryhmineen kaytti hyvékseen yksisaikei-
sen DNA:n hiusneularakennetta ratkaistessaan 6 muuttigaédvan ongelman ja Ha-
giyan (2003) mukaan Landweberin johtama ryhma ratkaisigaiaan yhdeksan muut-
tujaa sisaltavan tapauksen RNA:n avulla.

Braich& al., (2002) kaytti tekniikkaa, joka perustui osasekvenssietieuun, jossa
kaytettiin apuna oligonukleotidikoettimia, jotka oli kinitetty polyakryyliamidigeelil-
la taytettyihin lasimoduuleihin. Tiedon sisaltavia DNAHseita liikutettiin elektrofo-
reesin avulla lasimoduuleiden ohi, jolloin ne saikeesgaioli kiinnitetyille koettimille
komplementaarisia sekvensseja, hybridisoituivat kimaduuleihin. Kiinni jaaneet se-
kvenssit irrotettiin ajamalla elektroforeesia tarped#simitetyissa olosuhteissa, jonka
jalkeen vapautetut DNA-sekvenssit ajettiin uusien moelagn lapi jne. Tekniikan hy-
va puoli on siing, etta laskenta voidaan automatisoidaka sesimoduulit etta DNA-
sekvenssit voidaan kayttdd useampaan kertaan.

Braichin& al., (2002) mukaan laskennan sy6tteena kaytettiin kahdenlgmemmuut-
tujan, 24-lauseista, 3-CNF boolean-kaavaalotta tehtava saatiin mahdollisimman
haastavaksi, suunniteltiin se niin, etta kaavallali vain yksi kelvollinen arvortosi
saava ratkaisu. Tehtavassa ei kaytetty apuna helpottkeateita, vaan DNA:n avulla
kaytiin lapi kaikki 2° (1 048 576) mahdollista oikeaa vaihtoehtoa.

Voidakseen suorittaa laskennan BraicBiral., (2002) mukaan tydoryhma joutui val-
mistamaan DNA-kirjaston, jossa oli tarvittavat sekvendse suunnittelivat jokaista
kahtakymmenta muuttujag, Xk = 1,...,20) varten kaksi selvasti erilaista, 15 eméasta
pitka&d sekvenssia, joista toinen edusti art@si (T), X! ja toinen arvoaepatosi(F),
X}F. Naiden sekvenssien komplementteja edustifétjossak = 1,..,20, Z=T tai F.
Jokaista 2 mahdollista vastausta edusti 300:n emaksen kirjastosskijgoka koos-
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tui 20:n muuttujan erilaisista yhdistelmista. Laskenn#émiaten virheiden valttami-
seksi kaytetyt sekvenssit pyrittiin toteuttamaan sité¢té, iee eivat olisi hybridisoituneet
virheellisesti. Kaikillex? sekvensseille syntetisoitiin erottelussa tarvittavabkatut
oligonukleotidikoettimet. Koska pitkien DNA-sekvenssiautomatisoitu syntetisointi
on hankalaa, jouduttiin pitkat kirjastosekvenssit vatansaan kahdesta osasta, kayt-
téen useita eri tydvaiheita. Liséksi kaikkien sekvensgininta oli testattava tarkasti
useampaan kertaan ennen varsinaista laskentaa.

Braichin & al., (2002) mukaan tutkimusryhman kayttdmé& DNA-tietokone stob
elektroforeesilaatikosta, joka sisalsi kuuman ja kylmémknion, seka lasisen kirjasto-
moduulin, joka puolestaan sisalsi polyakryyliamidigssdi olevat kovalenttisesti sido-
tut kaksisaikeiset 300:n emaksen kirjastosekvenssitidtzk24:44b:n lausetta varten
koneessa oli lasinen moduuli, joka sisélsi polyakryylidigeelissa olevat kovalentti-
sesti sidotut koettimet, jotka oli suunniteltu kaappaamaan ne kirjastosaikeet, jotka
koodasivat arvonosi kyseiselle lauseelle. Itse laskenta tapahtui laittaniatjastose-
kvenssit elektroforeesilaatikon kuumaan kammioon jarensiisen lauseen moduu-
li kylm&&n kammioon, jonka jalkeen aloitettiin elektrogéesi. Seuraavaksi molemmat
moduulit poistettiin laatikosta, kuuman kammion moduaitdttiin pois kaytosta, laa-
tikko pestiin ja sinne liséttiin uusi puskuriliuos. Kylgis kammiossa ollut moduu-
li siirrettiin kuumaan kammioon ja seuraavaa lausettaevadilut moduuli kylmé&an
kammioon, jonka jalkeen kaynnistettiin elektroforeesuuhassa kammiossa olleet
kirjastoséaikeet denaturoituivat irti koettimista ja siivat kylmaadn kammioon, jossa
lauseertosivastauksen omaavat sekvenssit jaivat kiinni moduuliimyaut sekvenssit
jatkoivat matkaa. Samat operaatiot toistettiin kaikitigglla oleville lauseille ja lopulta
viimeisessa moduulissa oli vain sellaisia saikeita, jatkeat saaneet arvotosikaikil-

le ®:n lauseille eli itse®:n. Tuloksen varmistamiseksi saikeet poistettiin modsiali
monistettiin PCR:n avulla ja sekvensoitiin.

DNA-laskennan avulla on onnistuttu ratkaisemaan useitaiga laskennallisia on-
gelmia, mutta DNA-tietokoneen tehokkuutta on ollut vaike#ata, vaikka DNA-
laskennan kompleksisuus lasketaan kuten muussakin laa&sa, aika- ja tilavaati-
vuuden mukaisesti. Hagiyan (2003) mukaan aikavaativlaiadel kaksi puolta: labo-
ratoriossa suoritettujen toimenpiteiden méara ja kuhutdimenpiteeseen kaytetty ai-
ka. Erityisesti jalkimmaisen huomioiminen on tarkeaa gseitaessa molekylaaristen
reaktioiden laskennallista tehoa. Huomioitava on mydsei@, mikaan kemiallinen
reaktio ei tapahdu valittomasti, vaan sen nopeus on aippuviainen useammasta eri
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tekijastd. DNA-laskennan aikavaativuudesta on julkaistkimuksia ja aikaisemmat
tutkimukset keskittyivatkin paljolti erilaisten yksitgien ongelmien aikavaativuuksien
selvittamiseen. Koska tutkimuksissa ei huomioitu todtliajankayttod, ei tuloksil-
la ole suurta merkitysta. llman uusia teknisia sovellukeia DNA-tietokonetta kay-
tettdessa turhaa laskea aikavaativuuksia, silla marsesslitapahtuvien tyovaiheiden
osuus on edelleen suuri.

Kaytanndssa DNA-tietokoneesta on vaikeaa saada nopb@a&psiputkessa tapahtuvat
reaktiot ovat usein kovin hitaita. Jos tavoitteena on nepeiin DNA-laskennan avulla
ei kannata yrittda ratkaista kovin pienid ongelmia. Tdisazikka DNA-tietokoneilla
onkin mahdollista paasta massiiviseen rinnakkaisuujela,paihittaa perinteiset tie-
tokoneet, on Hagiyan (2003) mukaan suurten ongelmienisstikanen todellisuudes-
sa haasteellista. Sopivien, raatéloityjen DNA-sekvamsgotka eivat hybridisoidu vir-
heellisesti toistensa kanssa, tuottaminen on vaikeda,esimerkiksi 50:n muuttujan
SAT ongelmaan tarvitaan 1015 erilaista DNA-séiettd. Sekseen tuottamista on tut-
kittu paljon, mutta talla hetkella on kuitenkin lahes matwhta ratkaista suuria NP-
taydellisia ongelmia kayttamalla DNA-laskentaa.

DNA-laskennassa tilavaativuus on verrannollinen taavign molekyylien maaraan,
joka ilmentaa puolestaan rinnakkaisuuden astetta. Kayieh molekyylien maaran
lisdksi tulee huomioida my6s niiden pituus. Yleistamaltidaan sanoa, ettd DNA-
laskennassa aikavaativuus paranee tilavaativuuden éssavasilla rinnakkaisuus li-
saantyy vastaavasti.

Suurin ongelma DNA-laskennassa on Hagiyan (2003) mukadeverkkyys, jota ei
voida valttaa missaan kemiallisissa reaktioissa. Tyyt virhe on hybridisaation ai-
kana tapahtuva virheellinen pariutumien, mutta DNA-s&iemy06s vahingoittua hel-
posti kasittelyn tai ulkoisten tekijoiden vuoksi. Koskaneserkiksi hybridisaation ai-
kaisten virheiden mahdollisuutta ei voida sulkea taysiis,pan saatujen tulosten ana-
kehittamaan erilaisia, kohdassa 2.4 esiteltavia, selkiemsuunnitteluun tarkoitettuja
malleja.
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2.3 DNA orgaanisena muistina

DNA:ta voidaan kayttaa orgaanisena muistina, mutta ngtyekniikat rajoittavat sen
kaytettavyytta kuten kohdassa 2.3.1 esitetaan. Myoskmdéssa 2.3.2 kuvattavien tie-
tokantahakujen toteuttaminen on nykyisell&an vaikeaa.

2.3.1 Orgaaninen muisti

DNA:n kayttdminen orgaanisena muistina on houkuttelegdy DNA mahdollis-
taa tiedon tallentamisen erittdin pieneen tilaan. Befgial., (2002) mukaan DNA-
saikeessa yhden nukleotidin pituus on 3,4A (0,34 nm) jaylevein 10A (1,0 nm).
Naiden tietojen avulla voidaan laskea yhden nanometruigah DNA-sekvenssin tie-
dontalletuskapasiteetiksi noin 3b ja siita edelleen 2:nmjonka paksuus on 1 nm,
tallennuskapasiteetin suuruusluokaksi Gb.

Nykyiset tekniikat mahdollistavat vieraiden DNA-moleHlyyviemisen vaikkapa bak-
teerin tai ihmisen soluun. Yleensa tarkoituksena on litiatly DNA-sekvenssi isén-
tasoluun jonkin biologisen tutkimuksen puitteissa, ilntarkoitusta saada jalkikateen
samaa sekvenssia takaisin solusta. Orgaanista muistietté®ssa on kuitenkin oleel-
lista saada jo tallennettu tieto myds takaisin muuttunmadiioa. Harlar& al. (2003)
esittelee menetelman, jolla tallennetaan lastenlaulanjaglasmideihin, jotka trans-
formoitiin Deinococcus radioduransakteeriin. Menetelma muistuttaa paljolti tdssa
tutkimuksessa kaytettya tekniikkaa.

Vaikka plasmidiin voidaan liittd& vain muutaman tuhannekleotidin mittaisia DNA-
sekvensseja, on plamidien kayttdminen perusteltua,rsildisilla tekniikoilla ei voi-
da kuitenkaan syntetisoida kuin noin 100:n nukleotidintania sekvensseja. Toisaal-
ta tiedon tallentaminen genomiseen DNA:han ei ole kaytas@toimiva ratkaisu, silla
koodatun tiedon etsiminen genomisesta DNA:sta on laheslatah tehtava ilman tie-
toa etsittavasta sekvenssista. Genomissa tapahtuu myaéaatoiia, jotka vaikeuttavat
huomattavasti tiedon sailyvyytta.

Harlan& al. (2003) jakoivat tydnsa neljaan osaan, joista ensimmaihaopivan isan-

taorganismin valinta. Harkittuaan mm. erilaisia kasvpgtyi tydryhma lopulta valit-
semaan kaksi hyvin tunnettua bakteeria: Escherichia Eol¢gli) ja Deinococcus ra-
diodurans Deinococcug Valintaan vaikutti mikro-organismien kyky kasvaa nogtea
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seka se, etta haluttu sekvenssi oli mahdollista erist&&miopeasti kokonaisena. Lo-
pullisen tiedon tallennuksen osalta vaaka kalligd@inococcucsempuoleen, silla se
kestaa aarimmaisia olosuhteita kuten UV-valoa, kuivytytgiota, ionisoivaa sateilya
ja joissain tapauksissa myds korkeaa kuumuutta.

Toinen vaihe tydssa oli tiedon koodaaminen. Normaaliokiebheen lukunauhan O:n ja
1:n sijaan kaytossa oli DNA:n nelja emasta A, C, G ja T. Ha&lanh. (2003) koodasivat
englantilaiset aakkoset ja numerot 1 - 9 kayttden kuhunkarkkiin kolmen eméksen
sekvenssin, jolloin heilla oli kaytéssaan yhteensa 64isth merkkia.

Kolmas vaihe tydssa oli etsia tunnistussekvensseja eltdbakteereihin siséltymat-
tomia sekvenssej&. colin ja Deinococcuksekoko genomi tunnetaan, joten Harlan
& al. (2003) pyrkivat Ioytamaan 20 emasta pitkia sekvenssejiéa jeivat sisaltyneet
bakteerien genomiin. Ideana oli luoda sekvenssi, jokaddsskteeria mutatoitumas-
ta ja koodaamasta itselleen haitallisia proteiineja. Slanvalitut sekvenssit toimivat
tunnistuskohtina koodatun tiedon alussa ja lopuds@mococcuksehO miljardin mah-
dollisen kandidaatin joukosta l6ytyi 25 kelvollista seksgsia, jotka sisalsivat kolmen
emaksen sarjan TAA, TGA, tai TAG. Nama kolmikot on stp kodoneitajotka ker-
tovat bakteerille, ettd on aika lopettaa translaatio.

Neljantena vaiheena Harlan& al. (2003) tydssa oli kaytdnnon toteutus molekyyli-
biologian laboratoriossa. Ensimmainen vaihe laborassaooli luoda kaksi toisilleen
vat kahdesta aikaisemmin |6ydetystéa bakteerin genomiifuknattomasta sekvenssis-
ta, joiden valiin lisattiin 6 nukleotidia pitka sekvenssstriktioentsyymin katkaisukoh-
daksi. Lopuksi luotu sekvenssi kloonattiin plasmidiin.

Seuraavaksi Harla& al. (2003) lisésivat koodatun tiedon siséltavan DNA-sekvienss
kloonausvektoriin. Vektori puolestaan siirrettiin elekioraation avullak. coli -
bakteeriin. Vektorin annettiin monistua, jonka jalkee#atun tiedon sisaltama DNA-
sdie siirrettinDeinococcusbakteeriin pysyvaa sailytysta varten. Viimeisena vaihee
na oli koodatun tiedon tutkiminen PCR:n ja sekvensoinninlavdluloksena oli, et-
ta kaikki seitseman syntetisoitua DNA-sekvenssia, joidiguudet vaihtelivat 57-99:n
nukleotidin valilla, oli onnistuttu tallentamaan seitsén eri bakteeriin.

Harlan& al. (2003) esittad, etta ilman uusia teknologisia edistydagk&in, baktee-
reihin perustuvan muistin kapasiteettia voidaan nostamdattisesti, silla yhteen mil-
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lilitraan nestettd mahtuu 1(akteeria. Potentiaalisena uhkana ovat mutaatiot, joita
esiintyy evoluutiossa DNA:n korjausmekanismeista huatian

Harlanin& al. (2003) tydssa koodatussa tiedossa ei esiintynyt muttatimiutta he
kasvattivat bakteereita vain sadan sukupolven ajan, nikéasteereiden evoluutiossa
lyhyt aika. Tyosséa ei mydskaan otettu kantaa mekanismgiaten avulla tietty tieto
voitaisiin |0ytaa bakteereiden joukosta. Tama on kuitemkielestani oleellinen seik-
ka, silla tallennetun tiedon hyédyntdminen on muuten ldhakdotonta. liman pitkaa,
jokaiselle tietopaketille yksilollista tunnistussekgsi@, olisi jokainen bakteeripopu-
laatio kasvatettava erikseen. Ja vaikka bakteereihiramgditkin sisallyttaa yksilolli-
nen tunnistussekvenssi, olisi tiedon etsiminen nykyisitlenetelmilla hyvin hidasta ja
vaikeaa.

Ongelmana on lisaksi se, etta vaikka kaytetty bakteerélégst aarimmaisia olosuhtei-
ta, el voida olettaa, ettd se sailyisi missa ja miten pitkéan. Bakteerille on kuitenkin
luotava suotuisat olosuhteet ja sen on saatava ravintsa tahoutuu. Liséksi sailytys-
paikan on oltava sellainen, etté bakteeri on helposti s#lataMielestani on mydskin
harhaanjohtavaa puhua millilitraan nestettd mahtuvaatsebrimaarasta, silla vaikka
tietoa tallennettaisiinkin miljooniin bakteereihin, giliniiden joukossa kuitenkin suu-
r osa tasmalleen samaa informaatiota kantavia baktaeddh bakteeria, joissa olisi
jokaisessa erilainen tietopaketti on mielestéani kaytdsadgnahdoton ajatus.

Potentiaalinen paikka tiedon tallentamiseen bakteeisékdi on Harlanir& al. (2003)
mukaan ihmisen omat solut. Omaan DNA:han tallennettu Vieisikin luoda vaihtoeh-
toisen tavan tallentaa yksildlle tarkeda tietoa, mutté@ti@a varmastikin myos keskus-
telua eettisista kysymyksista.

2.3.2 DNA-tietokanta

Mielestani DNA:lle tapahtuvassa tiedon tallentamisesstetokantahauissa voidaan
kayttad periaatteessa kahta erilaista tapaa: kiinteddkjaista faasia. Kiinteén faasin
-menetelméssd DNA-sanat kiinnitetaan kiinteaan aludtaaan 6 (A) mukaisesti, jol-
loin saavutetaan kaksi etua: 1) Koska kaksisaikeisen DN@imren sai on kiinnitetty
alustaan, voidaan komplementaarinen sai pesta helponwisnjplloin pienennetaan
virheellisen hybridisoitumisen riskid. 2) Fluoresoivaaraa kaytettadessa voidaan tun-
nistaa haluttu sana suuresta tietomaarasta.
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Kuva 6: Kiintedn faasin -menetelmassa (A) DNA-sanat kiietdian alustaan, mutta
liukoisessa muodossa (B) DNA-sanat liikkuvat vapaastikagssa (Arita, 2004).

Kaytettaessa kuvan 6 (B) mukaista, liukoisessa muodosga=ol@NA:ta, on tyon val-
mistelu helpompaa. Lisdksi etuna on mahdollisuus autoseeni tiedon prosessointiin,
DNA-sanojen lisdamiseen mikrobien genomiin ja nanorakdet suunnitteluun.

Tiedon hakumenetelma pitkaaikaisesta DNA-tietokannaigtpuu ensisijaisesti vali-

tusta tallennusmenetelmasta. Jos tieto on tallennettie®ak plasmidiin, on se ensin
eristettava. Jos tieto on ollut tallennettuna kuivattuaindadytettyyn DNA:han riitt&é

pelkka liukoisen muotoon saattaminen ennen hakua.

Toisaalta jos halutaan tehokasta tietojenkasittelydo@tijuvaiheessa hyva tietaa mil-
laista tietoa DNA siséaltdd. Wongin (2003) mukaan DNA-sintea kylla mahdollisuu-
den kasitella suuriakin ndytemaaria samanaikaisestiansirujen sailyvyys ei ole ko-
vinkaan hyva ja niiden valmistus on tydlasta. Muita mensig&lkaytettdessa on puo-
lestaan vaikeaa hakea suuria tietomaaria samaan aikaan,gotyisesti hakujen ra-
jaamisen merkitys korostuu. Toisaalta hakuparametrienrsttelun vaikeus rajoittaa
etenkin suurten tietokantojen tekemista.

DNA-siru mahdollistaa kiintedn faasin kayttamisen tietokantadssui Etuna muihin
menetelmiin verrattuna on mahdollisuus kayttaa laajaakantaa. Wongin (2003) mu-
kaan siru mahdollistaa kymmenien tuhansien naytteiderakikaisen tutkimisen. Si-
rujen tuottaminen vaatii korkeaa teknologiaa ja tiedontteélg voi olla haastavaa, silla
saatavat tietomaéarat ovat usein suuria. Sirut mahdalistaiitenkin useiden erilaisten
biologisten ongelmien ratkaisemisen mm. geeneja tudsta.
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Kuva 7: Mikrosirukirjoittimen perusmalli (Wong, 2003).

Normaalisti DNA-sirut koostuvat mikroskooppilasille @iietuista tuhansista noin 25-
70:n emaksen mittaisista oligonukleotidikoettimista.nyim (2003) mukaan sirujen
tyyppi voi kuitenkin vaihdella tarpeen mukaan. Mahdo#lishuita sovelluksia ovat
mm. RNA- ja proteiini-sirut. DNA-sirutekniikkaa kaytettse&h lasille siirretaan yleen-
sa aina kaksi naytetta eli varsinainen tutkittava nayté selyte, johon sita verrataan.
Koska naytteet sijoitetaan lasille tietyssa jarjestykéemn niilla jokaisella oma osoit-
teensa lasilla ja siten niista saatu tieto voidaan tulkilalateen. Sirulla olevien nayt-
teiden maara voi vaihdella sadoista tuhansiin, mutta wéee on useita tuhansia. Si-
ruille "kirjoitettava” tai niihin hybridisoituva DNA voi tla synteettisesti valmistettuja
oligonukleotideja tai PCR:lla valmistettuja DNA-tuotteiirut siséltavat kemiallises-
ti aktiivisia ryhmia kuten aldehydeja, jotka auttavat DAtabiloimisessa siruun joko
kovalenttisesti tai elektrostaattisilla sidoksilla.

Siruille kirjoittaminen ei ole yksinkertainen tehtava,avavaatii Wongin (2003) mu-
kaan asiantuntemusta kemian, tekniikan, ohjelmoinnidgkyylibiologian ja projek-
tien hallinnan alalta. Kirjoittamisen aikana on tarkoitusttaa kopiointikelpoisia pis-
teitd johdonmukaisessa jarjestyksessa. Nykyisilla kiispia sirukirjoittimilla voi-
daan valmistaa eri kokoisia ja eri tarkoituksiin soveltusiruja ilman erityista erikois-
tumista sirutekniikkaan. Kuvassa 7 esiteltava peruskimjd&oostuu tarinavaimenne-
tusta poytapinnasta, jolle mikroskooppilasit asetetaanz -tasoissa liikkuvasta kir-
joituspaasta, joka sisadltaa naytteiden sijoittamiseenttavat neulat ja kynat, niiden
pesuun ja kuivaukseen tarkoitetuista asemista, kirjagamasta, seka tietokoneesta,
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joka kontrolloi toimenpiteita.

DNA-siruja sailytetaan tavallisesti valolta suojattunaawirasioissa. Sailytyslampo-
tilat vaihtelevat erdiden valmistajien suosittelemag@& C:sta toisten suosittelemaan
huoneen lampdotilaan. Yleensa sirujen sailyvyyden luvatdevan noin puoli vuotta.

Fluoresoivan leiman omaavan oligonukleotidin hybridigasirun DNA:han tapahtuu
kaytdnndssa samanlaisissa olosuhteissa, kuin nornildalisblekyylibiologian sovel-
luksissa. Normaali hybridisaatioliuos sisaltdd WongiA(0@) mukaan mm. natrium-
sitraattia (SSC) ja natriumdodekyylisulfaattia (SDS). Hegltsaatiolampdétila vaihtelee
kaytetysta puskurista riippuen 15<ZDDNA:n sulamislampdétilan alapuolella eli noin
42-50C:ssa. Tarkeaa on pitaa lampdétila vakaana ja estda haitdamnjoten suurilla
tilavuuksilla kannattaa kayttaa apuna hybridisaatiok&mten Hybridisaatioon tarvit-
tava aika vaihtelee kaytetyn tilavuuden mukaan siten, mégilla pitoisuuksilla voi-
daan saada jo muutamassa tunnissa aikaan riittava hybticiignen, vaikkakin yleen-
sa reaktion annetaan tapahtua yon yli. Pesun jalkeen siafitvalmiita tulosten luke-
mista varten. Sirun lukeminen tapahtuu laserin avulldpijolsirun DNA kanssa hy-
bridisoituneet, fluoresoivan leiman omaavat oligonuktébtulevat nakyviin leimalle
ominaisella aallonpituudella.

Liukoisessa muodossa olevan DNA-tietokannarvalmistaminen on kohtuullisen
helppoa ja nopeaa. Pakastetun tai kuivatun DNA:n sailyeyysiyoskin erittéin hyva,
mutta menetelman huonona puolena on kerralla haettavdontimaaran rajallisuus.

Tiedon hakeminen liukoisessa muodossa olevasta DNA:stpeoaatteessa varsin
helppoa. DNA-liuokseen lisataan halutulle sdikeelle kmentaarisia yksisaikeisia
oligonukleotideja, joiden 5’-paahan on kovalenttisestrktetty biotiinileima. Biotii-

ni on molekyyli, joka sitoutuu tiukasti mm. erdén baktedtiottamaan streptavidiini-
proteiiniin. Liuoksen DNA-molekyylit sitoutuvat komplesntaarisilta osiltaan vetysi-
doksin biotiinilla leimattuihin oligonukleotideihin. Liokseen lisdtdan paramgneetti-
sia partikkeleita, joiden pinnalle on kiinnitetty streyatiinimolekyyleja. Biotinyloi-
dut oligonukleotidit kiinnittyvat paramagneettisten fideelien pinnalle tiukasti, kos-
ka niiden paéassa oleva biotiini sitoutuu streptavidiiniinloksena saadaan siis etsityt
saikeet sitoutumaan paramagneettisiin partikkeleiloissp on rautaoksidia. Partikke-
leilla ei ole normaalisti magneettikenttdd, kuten rawagikensakaan, mutta ne voidaan
kerata talteen magneetin avulla.
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Kun liuos vieddan magneettikenttaan, saadaan paramagaeegtartikkelit ja niihin
sitoutuneet DNA-saikeet kerattya talteen ja muu osa liastes voidaan poistaa. Et-
sittyjen DNA-séikeiden seké leimattujen oligonukleatidivéliset vetysidokset pitaa
vield katkaista, jotta ne voidaan erotella toisistaan tigyt jalleen hyvaksi magneet-
tikenttdd. Lopuksi DNA pitaa pesta epapuhtauksien poiskksi, jonka jalkeen tie-
tokantahaku on tehty. Talla menetelmalla saadaan paljotekin faasin menetelmia
nopeammin eristettya etsityt DNA-séikeet. Eri toimittajon tahan tarkoitukseen val-
mistettuja reagenssisarjoja ja valineita.

On olemassa muitakin samantapaisia menetelmia, joiddfaaligonukleotidiséikei-
ta voidaan kiinnittéaa erilaisiin partikkeleihin, kutertd&sipartikkeleihin. Niiden erot-
taminen muusta liuoksesta tapahtuu kayttaen erilaisigetebmia, mutta perusperiaate
on sama.

2.4 Vaatimukset DNA-sanojen suunnitteluun

Hyva DNA-sanojen suunnittelu on tarkeaa, jotta voidaant&alvirheelliset hybridi-
soitumiset eri sanojen ja niiden komplementtien valillsivel sanojen suunnittelu mah-
dollistaa myds tiedon tallentamisen pienempdaan tilaaé sakirempien sanajoukkojen
muodostamisen.

Koska DNA-sanojen suunnittelu on laskennallisesti vaatdhtava, on koodauksessa
usein paadytty heuristisiin algoritmeihin, jotka kaytifiesimerkiksi stokastista pai-
kallista hakua.

DNA:lle koodattavat sanat muodostuvat neljasta merk{staC, G, T}. Aritan (2004)
mukaan jokaisen sanan on oltava mahdollisimman erilajoda,valtytadan virheellisil-
ta hybridisoitumisilta, olipa sanojen jarjestys tai seumtikd tahansa. Samanaikaisesti
sanojen on oltava tasapainossa siten, etta biokemiallgatio tapahtuu mahdollisim-
man tasaisesti.

Vaatimukset sekvensseilleArita (2004) esittaa, ettd suurimassa osassa koodausmal-
leista oletetaan DNA-sanojen olevan saman mittaisia. Taraéksi sekvenssien suun-
nittelussa vastaan tulevat vaatimukset muistuttavaoipiaklassisten virheenkorjaus-
koodien sanojen suunnittelun vaatimuksia.

Olkoonz = z,,...7,, aakkoston {A, C, G, T} sana. Kaanteista sanaa merkité&n-

19



T, T, 1...71 ja komplementaarista sanad. Hamming-etaisyy$#/ (z, y) kahden sanan
T = T1To...x, jJAY = y1Y2...y, VAlilla on indeksien maara, joissa; # ;.

DNA-sanoille voidaan laskea myos kaanteinen komplemeinie@ Hamming-
etaisyys. Aritan (2004) mukaan joukolla DNA-sandjaon joukko kaanteiskomple-
menttisanojas’“, jotka muodostuvat joukos’ sanojen kaanteisista, komplementaa-
rista sekvenseista so{| z € S tai (z7)¢ € S}. DNA-sanojen suunnittelu on moni-
mutkaisempaa, kuin tavallisen virheenkorjaavan-kooB&lkka H (x, y):n huomioon
ottaminen ei riit4, vaan on myos huomioitak& ¢, y*), jotta voidaan valttya myos
komplementtien ja kdanteisten sekvenssien aiheuttanmitiailtd hybridisaation aika-
na. Perusperiaate on, etta kaytettyjen DNA-sanojen &dlilisi olla suuri Hamming-
etaisyys.

DNA:lla ei ole kiintedd lukukehystda, joten sanojen on ditarapaita valimerkeista.
Kaikki sanat tulee suunnitella siten, etteivat mitkaanskaanan osaa; x»...z,, € S
jayys..yn € S (SO. 2,1 1Tri0.. TrY1Yyo...y; 0 < 7 < n) sisally yhteenkaan toiseen
joukonSsanaan. Jos paallekkaiset sanat eroavat toisistaanmaishakmerkin kohdal-
ta, on niiden valimerkitdn indeksi d, jonka tulee olla malidonman suuri luku. Tyh-
vaikka ne voivatkin helpottaa koodaamista, silla ne eistf irheellista hybridisoi-
tumista. Ennemminkin tuloksena on koodin pidentyminersité kautta kaytettavissa
olevan informaation maaran pieneneminen.

Toinen tarkeda asia, joka taytyy ottaa huomioon sanoja steltaessa on DNA-sanojen
sulamislampdtila (denaturoitumislampdétila), koska gandulee kayttaytyd samalla
tavallain vitro. Kaytannossa tama tarkoittaa DNA-sanojen (GC)-pitoisnudsaamis-
ta. Aritan (2004) mukaan luotettava likiarvo saadaan kyélla lahimman naapurin
-approksimaatiota, jossa lampétila lasketaan emasdiemegleisyyden mukaan. Di-
meerit on jaettu kolmeen ryhmaan sulamislampétilan mukpa€][GC] muodosta-
vat vahvimman sidoksen, [GC][AT] tai [AT][GC] seuraavakshvamman ja [AT][AT]
heikoimman sidoksen. Dimeerien yleisyys sekvenssise@ kolmen kokonaisluvun
joukko, jossa jokainen luku kuvaa edella kuvattujen ryhmyeisyytta. Sekvenssit
tulee ajatella kehamuodossa, jolloin niiden p&éat yhdistet Talldin esimerkiksi se-
kvenssien AAGCGCTT ja TACGCGAT sulamislampotila on l&hell&siman, koska
niilla on sama dimeerien pitoisuus (3, 2, 3).

Jotta valtyttaisiin virheellisiltd hybridisaatiolta, é@mhden edella kuvatun seikan lisak-
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si suunnittelussa otettava huomioon myds seuraavat séjkaekstissa ei saa olla ns.
kiellettyja sanoja, eli osia, joita esiintyy DNA:n katkalohdissa, joissa on yksinker-
taisia toisto-osuuksia tai muita biologisia signaalisatsseja. 2) Missaan sanassa ei
saa esiintya k:n (yleengd> 6) mittaista sekvenssia yhta kertaa useammin. 3) Sanois-
sa el saa esiintya sekundaarirakenteita, jotka estavatuinahybridisaation eli kaytan-
ndssa sanat eivat saa hybridisoitua itsensd kanssa maeddstisneularakenteita. 4)
Jos kaytetdan RNA:ta, vain kolmea emasta {A, C ja U}, tuleetté&lysuunniteltaessa
sanoja.

Templaatti-kartta -strategia on yksinkertainen, mutta tehokas menetelma DNA-
sanojen suunnitteluun. Periaatteena on Aritan (2004) anukaiyttad kahta bin&ari-
koodia, jotka ovat halutun sanan mittaisia. Templaattrgit@an tasoittamaan sano-
jen GC pitoisuutta ja karttaa generoimaan eroja (mismatahpjen valilla. Tuloksena
saadaan sana, jossa on mukana kummankin koodin ominatsgige jos suunnittelu
tehdaan kuvan 8 mukaisesti, saadaan tuloksena sanogs msnelja G:ta tai C:ta, ja
jotka eroavat toisistaan neljan eméaksen osalta.

Templaatit: Kartat:

ACCARACC 10100101 AACCACCA  Templaatti
CCAACAAC X 10101010 —= 10100101 Kartta
CAACCCAA 01010101 TAGCAGCT g8-meeri
ACACACAC 01011010

AAAACCCC

Kuva 8: Templaatti-kartta -menetelmad kaytettdaessa saaatlaan yhdistamalla
templaatin ja kartan tiedot, jolloin syntyy 8-meeri (Ari2004).

Huonona puolena templaatti-kartta menetelméassa on sesamhoista GC-maarista
huolimatta sanojen sulamislampétilojen erot voivat ollaret, jopa yli 20°C. Myo6s-
kadan sanojen eroavaisuudet eivat riita aina takaamaattueloybridisaatiota, vaan
emasparien ei-toivotut hybridisaatiot ovat mahdolligen&in, jos kaytetaan suurta sa-
nojen joukkoa.

Stokastisissa algoritmeiss&aytetddn huomattavissa maarin apuna satunnaisuutta ja
niiden avulla onkin pyritty ratkaisemaan mm. tekoalyyntywia ongelmia. Stokas-
tiset paikalliseen hakuun perustuvat algoritmit ovat ngkyyksi parhaista keinoista
ratkaista monia laskenallisesti vaikeita ongelmia.

Stokastinen menetelma on eniten kaytetty tapa DNA-sarsyjannittelussa. Kaytossa
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ei ole kuitenkaan standardia, vaan ohjelmia on kaytanngssépaljon, kuin on tutki-
muksiakin. Deato& al. (2003) kaytti geneettisia algoritmeja l0ytaékseen sanoija
la on sama sulamislampétila, mutta jotka toteuttavat mygdamjennetun Hamming-
etaisyyden vaatimukset. Malli eroaa valimerkittomyydesiten, ettéd siina huomioi-
daan suorat sanojen véliset erot eméaspareissa, muttacgesgriiden liukumisen ai-
heuttamia paallekkaisyyksia. Vaikka stokastisia hakustedmia on kaytetty muissa-
kin DNA-sanojen suunnitteluun tehdyissa ohjelmissa, goaimien tehokkuutta ole
analysoitu perusteellisesti.

Tulpan & al. (2002) esitteleméasséa stokastisessa, paikalliseen hagerustuvassa
algoritmissa otetaan huomioon Hamming-etaisyys, k&aateikomplementaarinen
Hamming-etaisyys seka GC-pitoisuus. Hyvéana puolena okdis#, etta algoritmin
tehokkuutta on pyritty arvioimaan.

Tulpan& al. (2002) algoritmi pyséhtyy jos kaikki vaatimukset tayttéaiojen joukko
|Oytyy tai jos asetettu iteraatioiden maara taytyy. Algoin suorituskykyéa kontrol-
loi ns. kohina-parametri, joka maaraéa algoritmin satusunaden ja ahneuden véalisen
tasapainon.

Tulpan & al. (2002) esittdma DNA-sanojen suunnitteluongelma oli sewaasyoéte-
taan tavoitemaark ja sanan pituus, etsitdark:n suuruinen joukko DNA-sanoja, joi-
den pituus om ja jotka toteuttavat asetetut vaatimukseton aakkoston {A, T, C,
G} merkeistd koostuva merkkijono, jonka vasen reuna vabBtdA-sdikeen 5'- ja oi-
kea reuna 3’-paata. Asetettavat vaatimukset ovat jo agkaisin tédssa luvussa esitel-
lyt: Hamming-etaisyys, GC-pitoisuus seka kaanteinen, Kempntaarinen Hamming-
etaisyys.

Tietyn mittaisten DNA-sanojen erilaisten variaatioidekumaara on riipppuvainen sa-
nojen pituudesta ja aakkoston merkkien maarasta (4), jolloin variaatioidei@raksi
saadaan™. Mahdollistenk:n kokoisten erilaisten DNA-sanajoukkojen lukumé&araksi
saadaan talloin:

m\ (4™)!
k) klx(4n — k)
Esimerkiksi jos sanan pituus= 8 jak = 100 erilaisten sanajoukkojen lukumé&arak-

si saadaan noin 1.75 * 8. Luku on niin suuri, etta joukkojen etsiminen suoraan
laskennallisesti on lilan vaativa tehtava, joten apuna @ytettava jotain heuristista
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algoritmia.

procedure Sfochastic LocalSearch DNA-sanafen suunnifteluun
input: Sanojen ikumddrd (&), sanojen pifuiis (1), vaatimusten joukko (C)
output: Joukko 5, jossa m sanaq, jotka tdyttidvdl kokonaan tal osittain vaatimukset C
for: =1 to maxTries do
5= alkuperdinen sanojen joukko
5=3
forj =1 to maxSteps do
if Stotedtan vaatimukset then
return S
end if
Valitaan satunnaisesti sanat w i, w, € Sse. rikotaan yhtd vaatinista
M, = kailda w std yhtd emdstd musidttamealla saadut sanat
M, = kaildd w,sta yhtd emdstd musttamalla saadut sanat
with probability 8 do
valitse satunnaisesti sana w’ joukosta M, U M,
otherwise
valitse sana w’ joukosta M, U M, se. rikkomuster mddrd on minimoity
end with probahbility
if w € 1, then
korvaa w; wlla joukossa 5

else
korvaa wy w Mlla joukossa 5

end if
if St el 57ra enempdd vaatimsten rikkomiiksic then
s2=5
end if
end for
end for
return 5’
end Sfochastic LocalSearch DNA-sanojen suzinitfeluun

Kuva 9: Stokastinen paikalliseen hakuun perustuva algoftNA-sanojen suunnite-
luun (Tulpan& al., 2002).

Tulpan & al. (2002) esittelemé&ssa kuvan 9 algoritmissa optimaalist@\-Bahojen
joukkoa etsitdén paikallisen haun ja satunnaisten itersi@n parannusten avulla. Kai-
kissa muodostettavissa sanajoukoissa on tasmaélleen saéra sanoja. Kaytettaessa
kriteerind myods sulamislampdtilaa, voidaan kaikillle rdostettaville sanoille maari-
tella sama GC-pitoisuus.

Algoritmissa on otettu huomioon myo6s kaksi muuta laskdigtal vaatimusta,
Hamming-etaisyys ja kdanteinen komplementaarinen Hagn@idisyys. Tarkoituk-
sena on minimoida mahdolliset ristiriidat kaikkien muo@tsvien sanaparien valilla.
Alkuperainen DNA-sanojen joukko maaraytyy satunnais@seaessissa, jossa gene-
roidaan samat ominaisuudet sisaltavid mittaisia sanoja. Sanojen etsiminen voidaan
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aloittaa myos kayttaen valmista joukkoa.

Jos joukossa on vahemman kkisanaa, voidaan joukkoa taydentd& muodostettavilla
DNA-sanoilla. Jokaisen iteraation alussa valitaan sais@sti sanapari, joka rikkoo
yhta vaatimusta, jonka jalkeen valituista sanoista mutataan kaikki mahdolliset yhta
emasta muuttamalla saadut variaatiot.

Parametrd (kohina-parametri) kontrolloi hakuprosessin ahneuttakKilla#:n arvoil-

la vaatimusten rikkomuksia ei ratkota tehokkaasti, kuriggtaan matalill@:n arvoilla
saavutetaan todennakdisemmin paikallinen maksimi. Psitsen astisista eli vahiten
rikkomuksia sisaltava ratkaisukandidaatti pidetdartadettuna koko haun ajan. Vaik-
ka algoritmi pysahtyisikin [6ytamaétta kelvolliskan kokoista joukkoa, voidaan kelvol-
linen osajoukko aina valita iteratiivisen valinnan kautiaten koko& oleva DNA-
sanojen joukosta, jossa drkappaletta vaatimusten rikkomusta, voidaan muodostaa
ainakink - t.n kokoinen kelvollisten sanojen joukko. Sanojen ja niitkemplement-
tien valista Hamming-etaisyytta ei lasketa uudelleenigidta iteraatiolla, vaan tilanne
paivitetaan jokaisen haun jalkeen.

Algoritmin ulompi silmukka voi muodostaa useita itsendibiakuja. Itsendaiset haut
voivat yhdessa satunnaisen haun aloittamisen kanssa aaidauttamaan paremman
tuloksen, etenkin jos on olemassa vaara haun pysahtyi@iskgiamisesta alueelle,
josta ei todennékadisesti I6ydy kelvollisia tuloksia. Bégissa tilanteissa korostuu para-
metrin maxStepsnerkitys, silla se kontrolloi kaytettavien hakujen mageiénahdol-
listaa siten haun aloittamisen uudella sanajoukolla.

Valimerkiton, virheen korjaava DNA-koodi. Vaikeinta DNA-sanojen koodauksessa
on Aritan (2004) mukaan valimerkittémyyden saavuttamiri@ngelmana on, ettei tie-
deta systemaattista tapaa luoda korkean indeksin omaatasevrkitonta koodia. Sto-
kastinen haku on puolestaan laskennallisesti liian rashakseen kayttokelpoinen.

Valimerkittomyys on kuitenkin valttamatonta yleiskays®n DNA-koodin luomi-
sessa. Ratkaisuksi sekvenssien suunnitteluun Arita (266R)a& ns.Templaatti-

sitiivista kokonaislukual. TemplaattiT valitaan siten, ettd:n ja seuraavien yhdistel-
mien valilla esiintyy ainakird kappaletta eroavaisuuksia:

TR TTRE TRET TT TETE
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MissaT” tarkoittaa kaanteist@:ta ja sitd kaytetaan ilmaisemaan eroja komplemen-
taarisen saikeen ja templaatin valilla. Tuloksena saabdlioperii ominaisuutensa mo-
lemmista bin&déarisanoista. Tall6in kaikkien sanapariedistelmien tuloksena saadaan
sekvensseja, joissa on vahintaberoavuutta virheenkorjauksen ja templaatin ominai-
suuksien mukaan.

[110100[110100] [110100[110100]  [110100[110100]
XXX X X XXX X X
“— «— «—
—_— —> —>
[110100[110100] [110100[110100]  [110100[110100]
XXX X X XXX
001011 oo1011]
«— “ —

Kuva 10: DNA-sanan erot yhdistelmiensa kanssa templastietelméa kaytettdessa
(Arita, 2002).

Esimerkkina voidaan miettia 6:n nukleotidin mittaisen DidAnan suunnittelua. Ku-
vassa 10 nakyy miten templaafti= 110100 sisaltaa vahintaan 2 erb&n ja 7n
valilla, mutta sama péatee kaikkiin muihinkin edella kuudttn yhdistelmiin.

Templaatti Koodi DNA-sana
000000 CCACAA
000011 CCACTT
000101 CCAGAT
000110 CCAGTA

110100 X 001001 = CCTCTA
001010 CCTCTA
111100 GGTGAA
111111 GGTGTT

Kuva 11: Templaatti maaréaéa koodin GC seka TA -parien sijairldDNA-sanojen emak-
set saadaan yhdistamalla templaatin ja koodin bitit (ABG02).

Kuvassa 11 on esitetty DNA-sanojen suunnittelu templaagtinetelmaa kayttaen. Ari-
tan (2002) mukaan templaatti maaraa DNA-koodin sanojen &TA| -parien sijain-
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nin. Lopullisten DNA-sanojen emékset saadaan yhdist@méthplaatin ja koodin bi-
tit. Kuvan osoittamalla menetelmélld saadaan 32 kapjpatetiden nukleotidin mittai-
sia sanoja, joilla on vahintdan kaksi eroavaisuutta, ksétdian yksi samanlainen bitti
kaikkiin 5:n bitin kokoisiin malleihin.

Saman templaatin kayttdminen on hyddyllista DNA:n sul#@nmsnon suhteen. Koska
sanojen GC-parien sijainti ja maara pysyy samana, pysyy sykdsnislampd sama-
na. Yhtalainen GC-rakenne auttaa myos kaytettyjen sekiamnstsimistd genomisesta
DNA:sta.

Vaikka sulamislampd on sama ja sanojen valilla on halutumaveeroja (), voivat
DNA-sanat silti hybridisoitua virheellisesti keskena&iksi on tarkeadd, ettéa sanoissa
ei ole samoja 7-8 emaksen toistosekvensseja. Templaatiet@lmassa toistuvat ra-
kenteet pystytaan valttdmaan erillisella suunnittejuttaitta se rajoittaa samalla kay-
tettavissa olevien sanojen maaraa. Naista vaatimuksistiarmatta Arita (2002) pystyi
luomaan 112 DNA-sanaa, joiden pituus on 12 nukleotidiagnivalisten erojen maa-
ra d, on vahintaan 4. Suunnitelluissa sanoissa tai niiden y#idisssd, ei myoskaan
esiinny yhtaan yhtenaista 7 emaksen mittaista tai sitéhpide samaa sekvenssia.

Nykyisin on jo olemassa muutamia ohjelmia DNA-sanojen sifteluun. Esimerkik-
si DNASequenceGenerator-ohjelman avulla on mahdollistansitella DNA-sanoja
siten, etta sulamislampdtila on huomioitu ja siten, ettiogssa ei ole toistuvia osia.

Tassa luvussa kuvattiin aikaisempia DNA-laskentaan jaamgeen muistiin liittyvia
tutkimuksia. Luvussa kerrottin miten DNA-laskenta saiugi&a, millainen on sen teo-
reettinen viitekehys ja millaisia kaytdnnon sovellukdiala on tehty. Lisaksi luvus-
sa kerrottiin DNA:n kaytdsta orgaanisena muistina, DN&dkantahauista sek& mita
vaaditaan, jotta voidaan taata onnistunut koodaus DNA:tuksi luvussa kuvattiin
menetelmia koodauksen suorittamiseen. Seuraavassaéukugataan tutkimuksen to-
teutettaminen kaytannossa seké tutkimuksen eri vaiheidekset.
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3 Tutkimuksen toteutus

Tassé luvussa kerrotaan miten tutkimus toteutettiin k#ydasa. Luku koostuu kuu-
desta kohdasta. Kohdassa 3.1 kuvataan tutkimuksen tgaskagki sen vaiheet ly-
hyesti. Kohdassa 3.2 kerrotaan DNA-sekvenssi -ohjelm&oitas ja toiminnot. Koh-
dassa 3.3 kuvataan tutkimuksen molekyylibiologian oskabkdassa 3.4 miten koo-
daus DNA:lle on suoritettu ja kohdassa 3.5 miten alukkeensiieltiin. Luvun lopuk-
si, kohdassa 3.6 kerrotaan tutkimuksen tulokset.

3.1 Tutkimuksen tausta ja ty6vaiheet

Tutkimuksessa koodattiin DNA-séikeisiin tieto pieniergkmaimissaan neljaa varia si-
saltavien bittikartta-kuvien rakenteesta. Tarkoituleseh selvittdd pystytaanki. co-

li -bakteeria kayttamaan tiedon tallentamiseen ja pystikta&8NA-laskennan mene-
telmilla I6ytamaan tiettya varia sisaltavia kuvia DNA-pessiosta. Tutkimus jakau-
tui kahteen erilliseen osaan: laboratoriossa tehtyyn kygléiologian osuuteen seka
DNA-sekvenssi -tietokoneohjelmaan, jonka avulla pynttodentamaan laboratorio-
tyon onnistuminen visualisoimalla sekvensoituun DNA:kandattu tieto.

Kuvassa 12 on esitettyna kaikki tutkimuksen keskeisimryp@vdineet. Aluksi tutki-
musta varten tehtyd DNA-sekvenssi -ohjelmaa kaytettiimageneroitaessa yksinker-
taisista bittikartta-kuvista DNA-sekvensseja, jolloutkittaviin DNA-sekvensseihin
saatiin koodattu informaatio kuvien rakenteesta.

Tutkimuksen molekyylibiologian osuus koostui kahdestamsesta tavasta kayttaa
DNA:ta tiedon tallentamiseen. Molemmissa toissa tilatjokaista koodattua kuvaa
varten kaksi syntetisoitua aluketta, jotka olivat osittkomplementaariset toisilleen.
Kuvia sisaltavien DNA-saikeiden valmistaminen ja momsit@en tapahtui naiden
alukkeiden ja PCR-laitteen avulla.

Ensimmaisessad molekyylibiologian tydvaiheessa kloanattvektoriin yksi DNA-
sekvenssi, jonka jalkeen plasmidi transformoititn coli -bakteeriin monistumaan.
Kasvatuksen jalkeen plasmidi eristettiin ja sen DNA sekoétin.

Toisessa molekyylibiologian tyévaiheessa suoritettakunliukoisessa muodossa ole-
vasta DNA-tietokannasta, kalastamalla tiettyja varegiltivia sekvensseja DNA-
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Tilaus

Kuva | — | Ohjelma |—> CGACT... —=—= PCR

o |_.-d'lll + +
Leimattu aluke = ( )
- .
Magnestti ! Transformaatio
M Plasmidin eristys
i’ l
Sekwvensointi Sekvensointi

Kuva | & Ohjelma | <— CGACT...

Kuva 12: Tutkimuksen eri vaiheet: Halutut kuvat koodat&imsin tietokoneohjelmalla
DNA-sekvensseiksi, jotka monistettiin PCR-laitteella j#ettiin eristda koeputkessa
tai transformoida bakteeriin. Eristetty DNA sekvensaija tulokset tarkastettiin tieto-
koneohjelmalla.

seoksesta biotiinilla leimattujen alukkeiden avulla kassha 2.3.2 kuvatulla tavalla.
Lopuksi tietokantahaun tuloksena saatu DNA sekvensoitiin

Sekvensoitujen DNA-sdaikeiden rakenne tallennettiin tigkdostona, jonka jalkeen
niiden sisalto luettiin DNA-sekvenssi -ohjelmalla. Olmeln avulla tarkastettiin sisélsi-
vatko saadut tiedostot koodattua tietoa DNA-sekvenssillésta. Kelvolliset tiedostot
muutettiin DNA-sekvenssi -ohjelmalla 4-varisiksi bittiita-kuviksi.

3.2 DNA-sekvenssi -ohjelma

DNA-sekvenssi -ohjelmaa kaytettiin apuna tutkittaesdaodatoriossa muokattuja
DNA-sekvensseja, joihin oli koodattu informaatiota ykearaisista bittikartta-kuvista.
Tiettyja vareja sisaltavia sekvensseja kalastettiin Dddbksesta leimattujen alukkei-
den avulla. Yksi sekvenssi insertoitiin plasmidiin ja sgormoitiin E. coli-bakteeriin,
jossa DNA kloonattiin. Plasmidi eristettiin bakteeristaspn DNA sekvensaoitiin, jonka
jalkeen sekvensoidun DNA:n rakenne tallennettiin telestistona.
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DNA-sekvenssi -ohjelmalla voidaan lukea bittikartta-kufbmp) ja muuttaa niitéa teks-
titiedostoiksi, joihin on koodattu tieto kuvan rakentee$t@yttaen aakkostona DNA:n
emaksia {A, T, G, C }. Vaihtoehtoisesti ohjelmalla luetaaatija tekstitiedostoja ja
tarkastetaan sisaltavatkd ne koodattua tietoa DNA-sadsmarsisallosta. Kelvollisia
tekstitiedostoja voidaan muuttaa 4-varisiksi bittikaskuviksi. Liséksi ohjelmalla voi-
daan etsia sekvensseihin koodattua varia tai tiettyd kekosempaa varialuetta. Oh-
jelma soveltuu nailta osin tarkastamaan laboratoriossststun tyén onnistumista.

Ohjelma hytdyntaa kuvien luomisessa ja varialueiden eésisd Peano-Hilbert -
algoritmia, joka mahdollistaa eri kokoister?, 22", kuvien lukemisen (n on positiivi-
nen kokonaisluku, joka saadaan vahentamalla kuvan Pediertih -asteesta luku 1.
2" tarkoittaa kuvan x- ja y-akseleiden pituutta pikseleiddgoritmi toimii rekursiivi-
sesti aloittamalla lukemisen kuvan oikeasta alanurkgmssae(2', 2"). Kuvassa 13 on
esitettyna Peano-Hilbertin -algoritmin asteet 1 - 4. Kugdteassa reunassa nakyy al-
goritmin toimintaperiaate 8 * 8 kokoisella kuvalla. Koskess$é tutkimuksessa kaytetyt
kuvat olivat vain 64:n pikselin kokoisia, muuttaa ohjelmadut kuvat 400 kertaisiksi
suurennoksiksi.

(c)

e -

-

(e (s) * .

Kuva 13: Peano-Hilbert -algoritmin periaate (HerZbgl., 2002).

Jotta saatuja tietoja ei voitasi havittdd vahingossa, eédid3kkvenssi -ohjelman kaytta-
jalle ole annettu mahdollisuutta muokata tekstitied@sigisaltdd. Ohjelmassa on viisi
paanayttoa ja yksi erillinen moduuli yleisille vakioilleuuttujille ja aliohjelmille.

Kun DNA-sekvenssi -ohjelma kaynnistetd&n, avautuu Atitéytto, jolta voidaan va-
lita 4 eri toimintoa: Katsele sekvenssejd, Muuta sekvekggaksi, Muuta kuva se-
kvenssiksi ja Etsi vérialueita.

Katsele sekvensseja -naytolla kayttaja voi katsella t@bddbstoiksi tallennettu-
ja DNA-sekvensseja ja muuttaa niitd niiden koodauksen msiksh 4-varisiksi
bittikartta-kuviksi (.bmp). Kuvat kayttaja voi tallentkaluamiinsa kansioihin.
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. OMA_sekvenszi Kuwan muuttaminen sek

Ayatiu tiedosto:
C:hOmat tiedostotsgradu®koko pakettivbinhKuvia_ja_Sekvenzseja'RaidetWM. brp

GEGGGGGGGEEGEGETTCCTTCCTTECTTTTTTTTTTTTTTTTCATCTAATCAAT TATTCA
TAGAATCACT TATAGAACTATACACT GAAT CATATATTCAATTAATCATC

Faluu i Muuta zekvenssiks Tallenna sekvenssi

Kuva 14: DNA-sekvenssi -ohjelman avulla tapahtuva bittiltakuvan muuttaminen
DNA-sekvenssiksi.

Muuta sekvenssi kuvaksi -naytolla kayttaja voi muuttaaveakseja niiden koodauk-

kansioihin.

Muuta kuva sekvenssiksi -naytolla kayttaja voi muuttaasku¥4 mukaisesti 4-varisia
bittikartta-kuvia DNA-sekvensseiksi. Luodut sekvenssiyttaja voi tallentaa halua-
miinsa kansioihin.

Kuvan 15 mukaiselta Etsi varialueita -naytolta kayttajaetsia koodattuja tiedostoja
(DNA-sekvensseja), jotka sisaltavat halutun suuruisigdisia varialueita. Ohjelma
listaa kansion kaikki maaratyt kriteerit tayttavat seksat) tai antaa ilmoituksen, jos
etsinta on tulokseton.
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Kuva 15: DNA-sekvenssi -ohjelman avulla tapahtuva yhtetedii varialueiden etsinta
koodatuista DNA-sekvensseista.

3.3 Molekyylibiologian osuus

Tassa kohdassa kuvataan tutkimuksen molekyylibiologaaus. Kohdassa 3.3.1 ku-
vataan tutkimuksen tausta ja tarkoitus, kohdassa 3.3@tl@n miten tutkimukses-
sa kaytetyt DNA-sekvenssit luotiin ja miten PCR-reaktion istuminen tarkastettiin
elektroforeettisesti. Kohdassa 3.3.3 kuvataan miterinutksessa kaytettiin DNA:ta
orgaanisena muistina, kohdassa 3.3.4 kuvataan menetédntiat yritettiin suorittaa
tietokantahaku DNA-seoksesta ja kohdassa 3.3.5 kerra@arensoinnin toteuttami-
sesta.

3.3.1 Laboratoriotydn tausta
Tutkimuksen molekyylibiologian osuus koostui kahdest#amsesta tavasta kayttaa

DNA:ta tiedon tallentamiseen. Molemmissa osissa valrtistdPCR:n avulla DNA-
saikeita, joihin koodattiin pienen, maksimissaan 4-\giribittikarttakuvan rakenne.
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Ensimmaisessa tutkimuksen molekyylibiologisessa osadsastettu DNA-sekvenssi
kloonattiin T-vektoriin, joka transformoitiife. coli -bakteeriin monistumaan. Taman
jalkeen plasmidi eristettiin ja DNA sekvensoitiin, jottaittin tarkistaa tydn onnistu-
minen. Kuvan 16 oikeassa laidassa on esitettyna nama twitkien vaiheet.

(A) PCR (B)

— — —
e —— e e ——— R —— S
.

— —
Fkuvaa l/; e / J'/ 1 Kuva

I—;x - I—;x

= Leimattu aluke — ‘L’

\L e Transformaatio
P - . ‘L .

| Magneett u Plasmidin eristys

&

Sekvensointi

Sekvensointi

Yhteinen aluke
=

Kuva 16: Tutkimuksen molekyylibiologian osuus jakautuhteen osaan: (A) PCR:ll&
tuotettuja sekvensseja haettiin DNA-tietokannasta initia leimattujen alukkeiden
avulla. (B) Sekvenssi ligatoitiin plasmidiin ja transforitiia E. coli -bakteeriin. Mo-
lempien osuuksien tulokset tarkastettiin sekvensoimalla

Toisessa tutkimuksen osassa luotiin liuokoisessa muaduassa DNA-tietokanta se-
koittamalla PCR-reaktiosta saadut DNA-séaikeet koeputkelBstokannasta suoritet-
tiin haku erottamalla tietyn varin siséltavat saikeet kigm DNA-laskennan menetel-
mia eli biotiinilla leimattuja koettimia ja magneettia. tkimuksessa pyrittiin 10yta-

maan seoksesta 2 erillistd kuvaa, joista toinen sisalsaigtanja toinen keltaista varia.
Molemmissa kuvissa, samoin kuin kolmannessa eli vertalaksa, oli myds mustaa ja
valkoista varia. Eristetyt DNA-séikeet sekvensoitiin ygokset tarkastettiin tutkimus-
ta varten tehdylla DNA-sekvenssi -tietokoneohjelmallav&ssa 16 (A) on esitettyna
edella kuvatut tutkimuksen vaiheet.
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Molekyylibiologiset tydmenetelmat kehittyvat luultaviasiuutamassa vuodessa niin,
ettd luvussa 2.4 kuvatut menetelmaét voidaan ottaa kayttdiihen mukaisesti koodat-

tujen DNA-sanojen kayttaminen vaatii kuitenkin pitkierkgenssien hyddyntamista,
johon nykyisin kaytdssa olevat markalaboratoriomenedelovat riittamattomia. Tas-

sa tutkimuksessa jouduttiin tyytymaan pitkalti komproseisin, jotta kaytdossa olevien
laboratoriomenetelmien avulla voitiin toteuttaa tehokasdaus DNA:lle.

3.3.2 Polymeraasiketjureaktio

Tutkimuksessa kaytetyt DNA-sekvenssit luotiin kayttaeslymeraasiketjureaktiota
(PCR), jonka jalkeen reaktion onnistuminen tarkastettiegkebforeettisesti. PCR:ssé&
hyédynnetaan Bergi& al., (2002) mukaan yksisdikeisen DNA:n kykya hybridisoi-
tua vastinsaikeensa kanssa. PCR:n aikana toistuvat sdaesilkuumennus- ja jaah-
dytysvaiheet. Kuumennusvaiheen aikana vastinsaikextvat toisistaan. Kun seosta
jaahdytetaan alkavat DNA-séikeet jalleen hybridisoitastinsaikeidenséa kanssa. Tas-
sa vaiheessa on tarkeaa, etta liuokseen on lisatty taigeska aluketta, jotta DNA:n
syntetisointi mahdollistuu. Entsyymina toimivat DNA-goleraasit, jotka liittavat syn-
tetisoitavaan ketjuun, 5’-paasta alkaen, templaatinimatukaan, yhden nukleotidin
kerrallaan. Uusi nukleotidi liitetd&n aina syntetisoga\saikeen 3’-padhan. Muodostu-
va uusi séie on komplementaarinen templaatille. "Kopi@ema” toimii PCR-laite ja
kopioiden muodostuminen tapahtuu eksponentiaaliselteendella, joten tekniikalla
saadaan muutamassa tunnissa miljoonia kopioita alkigeestai saikeesta. Huomioita-
vaa on kuitenkin, ettd kyseessa on monistaminen, eikaikdlaa voida kayttaa ilman
tietoa DNA:n emasjarjestyksesta.

5 ]
! E—
| GGG T TT T T T T TCA T O GA L T AL TTAT TCATAGA AT CACTGAATTAAGGAACTATACACTGAATCATATATTCAATTAATCATC

COCCCCCCGEERFEGAL L L AR AL GTAGC T TAGT TAATALGT AT T TAGTGACT TAATTCCTTGATATGTGACTTAGTATATAAGT TALATTAGTAG
L |
3 5

Kuva 17: Tutkimuksessa kaytetyt DNA-sekvenssit luotiirytk@malla PCR-laitetta.
Kaksi toisilleen osittain komplementaarista aluketta dallstivat sekvenssien luo-
misen ilman erillista templaattia.

Tutkimuksessa kaytettiin PCR:&& apuna seka tutkimuksesahaluttujen sekvens-
sien luomisessa etta lopussa monistettaessa sekveasdd®A:ta. Tutkimuksen alus-
sa tarvittavat DNA-sekvenssit luotiin kayttamalla kuvahriiukaisesti kahta toisilleen
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osittain komplementaarista aluketta. Kun reaktio kaytetisn, hybridisoituivat aluk-
keet kesken&én ja Tag-polymeraasin vaikutuksesta kumpiipiteni kayttaen toista
mallinaan.

PCR:n jalkeen sekvenssit tutkittiin geelielektroforeesilbtta voitiin olla varmoja tyon
onnistumisesta. DNA-molekyylien koko ja puhtaus voidasaanitaa elektroforeetti-
sesti. Nukleotidit ovat negatiivisesti varattuja ja liaeaen DNA-molekyylin liikku-
vuus sahkokentan positiivista napaa kohden on suhtedsganssin pituuteen (mole-
kyylipainoon). Erottelussa kaytettavan agaroosigeéiieys valitaan molekyylin koon
mukaan, silla lyhyet molekyylit erottuvat paremmin tihg@igeelissd. DNA voidaan
havaita geelilta etidiumbromidilla, joka sitoutuu DNArg fluoresoi ultraviolettiva-
loa.

Agaroosigeeli sisdltaa epapuhtauksia, jotka taytyy paifiNA:sta, jotta mythemmat
reaktiot eivat inhiboituisi. DNA-molekyylien puhdistas@ien agaroosigeelilta on ole-
massa useita hyvid puhdistussarjoja, jotka sisaltavédkkéarvittavat materiaalit ja
tarkat ohjeet. Valintaan vaikuttaa padasiassa halutdimnsasiara ja puhtausaste seka
laboratoriossa tarjolla olevat menetelmat. Tassa tutksassa kaytdssa ollut QIAEX
I Agarose Gel Extraction Protocol on suunniteltu 40 eméspa(bp) 50 kiloemaksen
(kb) pituisten DNA-fragmenttien puhdistamiseen.

3.3.3 E. cali orgaanisena muistina

Tutkimuksessa kaytettiiie. coli -bakteeria orgaanisena muistina, johon tallennettiin
luodut DNA-sekvenssit. PCR:n avulla tuotetun DNA-séikeesviataminen ja monis-
taminenE. coli-bakteerissa vaati useita tyGvaiheita. DNA oli ensin lgiatva plasmi-
diin ja plasmidi puolestaan transformoitava bakteeriélisJotta voitiin olla varmoja,
etta bakteeri sisaltaa halutun sekvenssin, oli kolonisstat tutkittava plasmidissa ole-
van insertin koko geelielektroforeesin avulla. Jotta iiokeristaa riittava maaré plas-
midia sekvensoitavaksi, kasvatettiin bakteereita vieldskasvatuksella.

Tutkimuksessa kaytettiin Promegan kaupallista pGEM4yesektoria, joka hyddyn-
tad PCR:ssa kaytetyn Tag-polymeraasin taipumusta liitthk&esd 3’-padhan ylimaa-
rainen deoksiadenosiini. Valmiiksi linearisoidun vektdd’-paihin on liitetty yksittai-
set tymiinit, joten insertin ligaatio tehostuu huomatttyseivatka vektorin paat siksi
kykene juurikaan liittym&an toisiinsa ilman inserttia.
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Vektorissa kloonausalue on sijoitettgrgalaktosidaasigeenin-alayksikon keskel-
le. TallGin insertin sisaltdvien bakteerikloonien pitégsottua valkoisina pesakkei-
na, kun taas itseligatoituneen vektorin sisaltavat klborrjaytyvat yleensds-
galaktosidaasiaktiivisuuden ja maljassa olevan varisaétn (X-gal) ansiosta sinisek-
Si.

Tarkasteltaessa yon yli kasvatettuja bakteerimaljoj&jivdodeta bakteerikasvuston

varin perusteella, etta kaikki pesakkeet eivét sisalttlnedtavasti inserttia. Liuoskas-

vatusta varten valittiin kuitenkin 4 pesakettd, joidentetigin sisaltavan, seka 2 pesa-
kettd, joiden ei oletettu sisaltavan inserttia.

Valittujen pesékkeiden bakteereita oli tarkoitus kagafilasmidieristysta varten, mut-
ta samaan aikaan haluttiin myds tarkastaa agaroosiggdheloreesin avulla, mitka
pesakkeet sisalsivat insertin. Geelielektroforeesigemamnsertit piti ensin monistaa
PCR-laitteella kayttden plasmidille suunniteltuja alukkehAlukkeet mahdollistavat
DNA:n monistamisen insertin alueelta siten, etta vain pe=a plasmidia tulee mu-
kaan.

Geelielektroforeesin jalkeen voitiin todeta, etta kagtknaytteiden bandit olivat eden-
neet yhta pitkalle. Tama oli yllattavaa, silla bandien @icei oletettu sisaltaa inserttia,
olisi pitdnyt kevyempina liikkua pidemmalle. Koska ei vwoitlla varmoja onko inser-
tin ligaatio plasmidiin onnistunut vai sisalsivatko kaildesakkeet insertin, paatettiin
eristdd ja sekvensoida yksi molemmista erilaisista pe=sg¢k saatu plasmidi. Plasmi-
dieristys tehtiin Machery-Nagel NucleoSpin Plasmid -nmelmeéaa kayttaen.

Tyon lopussa saadut DNA-sekvenssit sekvensoitiin, muitk& tuloksena oli saatu
vain erittdin pieni maara DNA:ta, taytyi se monistaa késtkohdassa 3.3.5 kuvatta-
vaa sekvensointi-PCR -reaktiota.

3.3.4 Tietokantahaku DNA-seoksesta

Seuraavaksi tutkimuksessa oli vuorossa kuvan 16 (A) mekalidNA:lle koodattujen
kuvien hakeminen liukoisesta DNA-tietokannasta.

Tiettya varia sisaltavien kuvien etsinta paatettiin tttiakayttamalla oligonukleotide-
ja, joihin oli koodattu haettavalle véarille komplementaan sekvenssi. Oligonukleoti-
dit olivat biotiinilla leimattuja, jolloin voitiin kaytt& apuna paramagneettisia, biotiini-

35



leimaan kiinnittyvia Dynabeadeja.

Tutkimuksessa kéaytetyt Dynabeads M-280 Streptavidirgt @enid polystyreenipal-
loja, joihin on liitetty kovalenttisesti streptavidinide on suunniteltu sitomaan helposti
pienid biotinyloituja molekyyleja esim. DNA:ta. Dynabeewl kyky sitoa molekyyleja
on riippuvainen molekyylien koosta.

Ty6ssa sekoitettiin kahteen mikrosentrifugiputkeen (HBIKEL) kutakin PCR:I14 ai-
kaisemmin valmistettua DNA-séiettéd (DNA:lle tallennekutvat). Putkeen KEL lisat-
tiin keltaisen varin komplementtia edustavaa, biotiaikimattua aluketta ja putkeen
PUN punaisen varin komplementtia edustavaa, biotiindienhttua aluketta. Mukaan
lisattiin aikaisemmin pestyjd Dynabeadeja ja annettiikesden hybridisoitua.

Seuraavaksi putket siirrettiin magneettialustalle jdei annettiin olla paikallaan, jol-
loin biotiinilla leimatut alukkeet, niihin hybridisoiturt DNA ja biotiinileimaan kiinnit-
tynyt paramagneettiset Dynabeadit tarttuivat magneeiikuvuksesta putken reunaan.
Ennen sekvensointia pelletti pestiin, jotta saatiin itst ylimaarainen DNA, jonka
jalkeen molemmat naytteet sekvensointiin kohdan 3.3.5ansekti, kayttden sekvens-
seille yhteista sekvensointialuketta.

3.3.5 DNA:n sekvensointi

Sangerin dideoksi-menetelma on entsymaattinen mene@hAdn sekvensointiin. Se
on nykyisin ylivoimaisesti kaytetyin tapa sekvensoida DA

DNA:n sekvensointi eli emasjarjestyksen maarittaminertaskea osa geenitekniik-
kaa, silla esim. I6ydetyn, uuden geenin toiminnan tutkekss taytyy ensin maarittaa
sen emasjarjestys. Sekvensoinnin avulla voidaan takasyés valmistettujen DNA-
saikeiden virheettdmyys. Tassa tutkimuksessa sekveres@iytettiin varmistamaan
tulosten oikeellisuus. Sekvensointi pitdd aina suunaiteliolellisesti, silla huonosti
toteutetulla sekvensoinnilla voidaan pilata muuten hynnistunut tyo.

DNA:n sekvensointiin on kaytettavissa Brownin (2001) mukpariaatteessa kaksi l1a-
hes samanaikaisesti kehitettya menetelmaa: kemialliMexgdm-Gilbert) ja yleisem-
min kaytetty entsymaattinen (Sanger). Menetelmat ovairhgxilaiset, mutta ne mo-
lemmat mahdollistavat useiden kiloemasten mittaisten Bidkeiden nopean sekven-
soinnin. Kun geeni on kloonattu plasmidiin ja plasmidi omng@istettu, on sekvensointi
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nykyisin varsin helposti toteutettavissa kayttaen autsoduja jarjestelmia.

Brownin (2001) mukaan Sangerin menetelmalla voidaan selorda yksisaikeista
DNA:ta. Sekvensoitava molekyyli kloonataan yleenséa weiktoLiséksi menetelmas-
sa tarvitaan entsymaattisia synteeseja, jotta voidaanistda templaatille komple-
mentaarinen DNA-sai. Ensimmainen tehtava Sangerin miem&tsa on hybridisoi-
da oligonukleotidialuke templaattiin (Kuva 18(1.)). Akden tehtavana on toimia
aloituskohtana komplementaarisen saikeen synteesmsiéa jfapahtuu esim. DNA-
polymeraasi I:n Klenow-fragmentin tai muun entsyymin vailksesta. Saikeen synte-
tisoinnin aloittamiseksi tarvitaan rakennusaineiksi sikaikkia neljad deoksinukleo-
tidia. Lisdksi mukaan pitaa lisata dideoksinukletidejdNdP), jotka voivat kiinnit-
tya syntyvaan polynukleotidisdikeeseen kuten muutkinewutidit. Dideoksinukleoti-
din kiinnittyminen lopettaa kuitenkin sdikeen pitenemissilla dideoksinukleotidilla
ei ole vapaata OH-ryhmé&n sokerikomponentin 3’-paassancleuraavan nukleotidin
pitaisi liittya.

Jos reaktioseokseen lisatdan dideoksiATP:a, iimenedioegkysahtyminen templaa-
tissa vastakkaisella puolella tymiinissa (T), kuten keza$8(3.) on esitetty. Reaktio
ei kuitenkaan paaty aina ensimmaisessa T:ss4, silla ssszkea mukana myos taval-
lista dATP:a, joka voi liittyd templaattisaikeeseen dikiaukleotidin sijasta. dATP:n

ja ddATP:n suhde on oltava sellainen, etta tavallista &&gilymerisoituu huomatta-
van helposti ennen kuin ddATP kiinnittyy. Kaytanndssa gsapidNTP:n osuus on noin
5%.

Saikeen syntetisointi tehtiin aikaisemmin neljdna rirkeagena reaktiona, silla
ddATP:n lisdksi my6s ddTTP, -GTP ja -CTP on lisattava seakségloksena saadaan
kaytanndssa syntyvan DNA-saikeen jokaiseen kohtaaynhiiein dideoksinukleotidi,

jolloin syntyy kaiken mittaisia DNA-sekvensseja.

Seuraavassa vaiheessa erotellaan saikeet siten, etté pitdudet voidaan mitata. Pil-
kotut molekyylit leimataan Brownin (2001) mukaan nykyisint@matisoidussa me-
netelmissa kayttaen fluoresoivaa leimaa. Yleensa fluov@$eima lisdtédan kuvan 19
osoittamalla tavalla dideoksinukleotideihin, jolloinkpisessa syntetisoidussa mole-
kyylissa on leima 3’-paassaan.

Koska jokaiseen neljaan erilaiseen dideoksyNTP:iin on doélista liittdd erilainen
fluoresoiva leima, voidaan neljan rinnakkaisen sekveriseaktion sijasta kayttaa yh-
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(1.) Alukkeen hybridisointi
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Kuva 18: DNA:n sekvensointi Sangerin menetelmalla (BrowdQD).

ta ja silti dideoksiNTP:t voidaan erotella toisistaan.dflsoivan signaalin luenta ta-
pahtuu automatisoidusti. Ensin nayte laitetaan kapiliéeltroforeesiputkeen, josta se
ajetaan kuvan 19 mukaisesti fluoresenssin paljastavamniddsiyttavan detektorin ohi.
Emittoidun signaalin avulla saadaan selville oikea nutidegonka véri ja sijainti tal-

lennetaan tiedostoon.

Lopulta kun kaikki molekyylit on tutkittu, yhdistaa tietoke analyysien antaman tie-
don perusteella oikean sekvenssin, joka voidaan tulosiageekiksi kuvan 20 mukai-

sena elektroferogrammina, jossa jokainen kayraston buagstaa yhta nukleotidia.
Tietokoneohjelma lukee sekvenssin suoraan elektrofarogrista ja voi myds antaa
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1 ddG
[ }—— ddiC

[ +—— ddC Detektori
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Kuva 19: Automatisoitu DNA:n sekvensointi (Brown, 2001).

arvion sekvensoinnin luotettavuudesta kunkin nuklentoalta. Lopulliset tulokset
tallennetaan tekstimuodossa.

1040, AR | 1200 L 1280 R | 1440 | 1seQ ) 1eDd

TTGGCGTAARTCATGGTCATAGCE TGTTTCETGTGTGEAARTTGT TATCLI
90 188 118 128 138

Kuva 20: Automatisoidun DNA:n sekvensoinnin tuloste (UMIC2004).

Ensimmaiset automatisoidut sekvensointilaitteet ttliankapillerin (2003) mukaan

markkinoille 1980-luvun puolessa valissa. Nykyisill&teailla pystytddn analysoimaan
jo 2 miljoonaa emasparia vuorokaudessa. Silti tarvitaal&paljon tehokkaampia lait-
teita, jos halutaan todella selvittaa esimerkiksi ihmigenomin sisaltama informaatio.
Laitteiden virheherkkyytta pitaisi pystya myds vahentamgolloin tarvittavia tarkas-

tusajoja voidaan vahentaa ja sitdkin kautta nopeuttaayysial Uusista tekniikoista

haluttaisiin lisdksi apua kustannusten karsimiseen.

Hillin & al. (2000) mukaan on Taq nykyisin kaytetyin polymeraasientsyylag:in

etuna on sen toimintakyky korkeassa lampdtilassa, mikédolhstaa paremmin GC-
pitoisten templaattien kasittelyn. Lampdstabiilin om#&aiden vuoksi Tag mahdollis-
taa tassakin tutkimuksessa kaytetyn, ns. kiertosekvenso(cycle sequencing) kayt-
tamisen. Menetelmésséa kaytetaan korkeaa lampdtilaa dematan kaksisaikeinen
DNA ja se muistuttaa PCR:a4, mutta siiné tarvitaan vain yksiealEtuna on, etta nain
voidaan sekvensoida useita kierroksia lisdamatta uutkyymia, ja lisaksi tarvitaan
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vahemman templaatti DNA:ta.

Tassa tutkimuksessa sekvensoitu DNA analysoitiin kagtBsEdit-ohjelmaa, jo-
ka on biologinen sekvenssieditori. Se mahdollistaa pasadia tapahtuvan proteiini-
ja nukleiinihnapposekvenssien editoimisen, rinnastukseanalysoinnin. BioEdit ei
ole erityisen tehokas sekvenssianalyysiohjelma, muttaasella saada tulokset seka
teksti-, graafisessa- (Liite 2.) ettd matriisimuodossdlg@widaan rinnastaa tutkittavat
sekvenssit (Liite 3.).

3.4 Koodaus DNA:lle

Tiedon koodaamisessa DNA:lle oli otettava huomioon k&xrehytettavissa oleva ra-
joitettu tila seka toisaalta toistuvien rakenteiden aitegnat ongelmat hybridisoitumi-
selle.

Vaikka DNA-saikeet ovat luonnossa hyvinkin pitkid, on @itk halutun sekvenssin
sisaltavan saikeen syntetisoiminen vaikeaa ja kallistkyisilla kaupallisilla teknii-
koilla pystytaan Oligomerin (2004) mukaan syntetisoimaaaksimissaan noin 80:n
nukleotidin mittaisia saikeita, mutta kaytanndssa paramiouloksen saa, jos sai on
alle 50 nukleotidia pitka.

Kuvainformaatiota siséltavien sekvenssien luomiseekinutksessa kaytettiin val-
miiksi syntetisoituja oligonukleotideja, joiden pituutdaihtelivat 54 - 78 nukleotidin
valilla. Kuutta tilattua nukleotidia kaytettiin alukkeariuotaessa kolme kuvainformaa-
tiota siséltavaa sekvenssia, joiden pituudet vaihte88at 114 nukleotidin valilla. Teo-
riassa suurin talla tekniikalla toteutettu sekvenssiayston noin 140 nukleotidia, silla
alukkeiden tulee olla komplementaariset toisilleen végé@n 20:n nukleotidin pituu-
delta.

Sekvenssin alkuun koodattiin kuvan vareista kertova askiukin vari koodattiin 14
nukleotidia pitkalla sekvenssilla eli kolmea varia katdessa varien osuus oli 42
nukleotidia. Varien tunnukset oli kuitenkin tehtava vakan tdman mittaisiksi, silla
kuvia oli tarkoitus hakea DNA-seoksesta varien komplemesrnaavan DNA-sédikeen
avulla kayttaen hyvaksi vastinsaikeiden hybridisoitumleskendan. Lyhyempien nu-
keleotidien sitoutuminen templaattiin ei olisi ollut Itavasti tarpeeksi voimakasta
erottelemaan templaattteja toisistaan.
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Kloonattaessa sekvenssi plasmidiin riitti varialueidennusten liséaksi koodata vain
alueiden varin tunnus yhdella nukleotidilla ja koko kolfaehukleotidilla, silla plas-
mideille on olemassa valmiita sekvensointialukkeita.sHistta ei transformoida plas-
midiin, mutta se aiotaan sekvensoida, taytyy sen 3’-padhsillyttad sekvensointia
varten tietty, noin 18 nukleotidia pitkd sekvenssi. Tasgkimuksessa kaytettiin tie-
don tiivistdamiseksi 14 nukleotidia pitkdd DNA-sekvenssgiina sekvensoinnissa.

Koska kolmen vérin tunnuksia varten tarvittiin 42 nuklelija sekvensointia varten
14 nukleotidia, jai kuvan koodaamiseen maksimissaan 84entitia eli 21 neljan
nukleotidin varialuetta. Tama oli kuitenkin tassé tutkksassa riittdva maara, koska
kuvat olivat pienia ja kuvien yhtenaiset varialueet takstsuuria.

Jos saietté ei olisi haluttu ligatoida plasmidiin ja kataatbakteerissa, olisi koodaus-
systeemia voitu muuttaa siten, etta saikeiden alkuun gitalivinnut lisata varien tun-
nuksia. Talloin olisi kuvan koodaamiseen saatu 14 nuldel@aa jokaista varia koh-
den.

Tassa tutkimuksessa kaytetddn varien tunnuksina searsekvensseja:

GGGGGGGGGGGGGEG = keltainen

[TTTTTTTTTTTT = musta
AACCAACCAACCAA = punainen

TTCCTTCCTTCCTT = valkoinen

Varien tunnukset on pyritty suunnittelemaan siten, ettf Zasaikeisesta DNA:sta
oikean informaation siséaltava saie voi hybridisoitua &&dustavan alukkeen kans-
sa. Varien tunnuksena ei voi kayttaa toisilleen komplemamsgia sekvensseja (kuten
AAAAAAAAAAAAAA ja TTTTTTTTTTTTTTT), jotta "vaara” saie ei hybridisoi-
tuisi alukkeen kanssa.

Kutakin yhtendista varialuetta edustaa neljan nukleotsdikvenssi siten, etta ensim-
mainen nukleotidi kertoo alueen varin ja kolme seuraavaaeal koon. Koska véri
kuvataan vain yhdella nukleotidilla, voi kuvassa olla makssaan neljaa eri varia: G
= keltainen, T = musta, C = valkoinen ja A = punainen.
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Yhtendisten varialueiden koko esitetaan 3-merkkisenskdda: A=0,T=1,C=2
ja G = 3. Kolmesta nukleotidistd vasemmanpuoleinen kertikojén 1 (0 - 3), keskim-
mainen lukujen 4 (0 - 3) ja oikeanpuoleinen lukujen 16 (O - 3Anan.

Taulukko 1: Lukujen koodaus nelilukuina.

AAAO | AAT1 | AAC2 | AAG3 | ATA4 | ATTS | ATC6 | ATG 7

ACA8 | ACT9 | ACC10| ACG11| AGA12 | AGT 13| AGC 14| AGG 15
TAA16 | TAT17 | TAC18 | TAG19 | TTA20 | TTT21 | TTC22 | TTG 23
TCA24 | TCT25| TCC26| TCG 27| TGA28 | TGT 29| TGC 30| TGG 31
CAA32 | CAT33 | CAC34| CAG35| CTA36 | CTT 37| CTC38| CTG 39
CCA40| CCT41| CCC42| CCG 43| CGA44| CGT 45| CGC 46| CGG 47
GAA 48 | GAT 49 | GACS50| GAG 51| GTAS2 | GTT53 | GTC54 | GTG 55
GCA56 | GCT 57| GCC 58| GCG 59| GGA 6O | GGT 61| GGC 62| GGG 63

3.5 Alukkeiden suunnittelu PCR-reaktiota varten

Alukkeiden suunnittelu on tarkein vaihe tdman kaltaiselsdsratoriotytssa, sil-
l& ilman hyvin suunniteltuja alukkeita virheiden mahdallis kasvaa. Sekd PCR-
reaktioissa etta sekvensoinnissa tarvittavien alukkesdeinnittelussa kaytettiin apuna
Amplify-ohjelmaa (Engels 2004). Sen avulla ei voi varsinaisestnsitella itse aluk-
keita, mutta se mahdollistaa valittujen alukkeiden tomain testaamisen keskenaan tai
suhteessa templaattiin.

Amplifyn avulla saadaan simuloidun reaktion tuotteidendnddgraafisessa muodos-
sa, eri paksuisina viivoina. Lisdksi ohjelma nayttaa a&iélkn sijainnin templaatissa,
identtisyyden templaatin kanssa seka stabiilisuudenel®iaj kertoo myds mahdolli-
sistahairpin- ja primer dimer rakenteista. Hairpin-rakenteessa DNA-saie hybridisoi-
tuu itsensa kanssa muodostaen silmukan. Primer dimemmakiarkoittaa alukkeiden
hybridisoitumista keskendén, joka oli tassa tutkimuka¢ssoituksena syntetisoitaes-
sa kohdassa 3.4 kuvattuja sekvensseja.

Jos tutkitut alukkeet eivat toimi halutulla tavalla, voaaiePoralin (2001) mukaan, nii-
den 3’-paan sijaintia tai pituutta muuttamalla usein saaklaan toimiva ratkaisu, silla
alukkeiden spesifisyys maaraytyy etupaassa niiden 3’-padsjarjestyksen mukaan.
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PCR- tai sekvensointialukkeiden suunnittelu tietokondaigéa ei takaa reaktion on-
nistumista, mutta se auttaa poistamaan tai korjaamaasimi@iat epaonnistumisten
syyt, kuten kirjoitusvirheet ja vaarin pariutumiset.

3.6 Tulokset

Parhaiten tutkimus onnistui luvussa 3.3 kuvattua orgaéammsiistia kayttadenkE. co-

li -bakteeriin plasmidin mukana transformoitu ja sen jalkegstetty DNA oli saily-
nyt muuttumattomana. Sekvensoinnista saatujen tulogtersfeella voitiin todeta, etta
molemmat tutkitut bakteeripesakkeet olivat sisaltanestitti-DNA:ta.

10 20 30 40 50 60 70 50 20 100
R T R AR (AR (AU (AR IR IR PR U AR N PR P I IO I I I
A7-6R CANARTGTCCEECCCATEECEECECEEEATTCE TTTTCCTTCCTTCCTTTTTITTTTTTTT TTCATCTAAT CAATTATTCATATAAT CACTTACCCACTT
RaideMy TTCCTTCCTTCCTTTTTTTTTTTTTT TTCATCTAATCAAT TATTCATATAAT CACTTACCCACTT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

RTUER AR R TATATTCAATTAAT CAT CANTCACTAGT BAATTCEEEEEOBeeT B GO T OB C CATAT BB CA BT CCAACBE T BOAT CATAGCTTEAG
RaideMy AATCATATATTCAATTAATCATC

Kuva 21: Yksityiskohta BioEdit -ohjelman rinnastamista BR--plasmidin DNA:sta

ja RaideMV-kuvan sekvenssista. Kuvasta nékyy, etta sekitsamst yhtenevat eli tyo

on onnistunut.

Kuvassa 21 nahdaan alkuperédisen RaideMV-kuvan sekvemssstettuna BioEdit-
ohjelmalla 6R-plasmidista eristetyn ja sekvensoidun DNKkanssa. Tama DNA ol
keratty bakteeripesékkeestd, jonka ei olisi suurellarindkdisyydella pitanyt sisaltaa
inserttia, mutta silti ligaatio oli onnistunut ja plasmisisélsi insertin. Kuvasta voi-
daan nahda, etta sekvenssien rinnastus on onnistunutlisgstéeli jokaista koodatun
RaideMV-kuvan sekvenssin emasta vastaa komplementaagmés sekvensoidussa
insertisséa. Koko plasmidista sekvensoitu DNA on nahtévisiteessa 2, kuvassa 2.

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
R T R A U R PR (AP IR IR IV IV IR IRV IR IV IV IR IV I

A1-1R HENTTHHTCCARRAAARABAAALANHAATCCALCT THCHT GEGAGCT CTCCCATATGRHC GACCT GCHHGCEGCCHCRAATT CACTARTGCATTTTCCTT
RaideMy TTCCTT
210 zz0 230 240 250 z60 270 280 290 300

R T R A U R PR (AP IR IR IV IV IR IRV IR IV IV IR IV I

AL-1R CCTTCCTTTTTTTTTTITTTT TTCATCTAATCHARTTATTCATATAATCACTTACCCACTTAATCATATAT TCART TART CATCARTCGARATTCCCGCGE

RaideMvy CCTTCCTTTTTTTTTTITTTTTTICATCTAATC AATTATTCATATAATCACTTACCCACTTAATCATATATTCAATTAATCATC

Kuva 22: Yksityiskohta BioEdit -ohjelman rinnastamista AR--plasmidin DNA:sta
ja RaideMV-kuvan sekvenssista. Emaksen 232 kohdalla onttexiasa ylimaarainen
N-kirjain sekvensoidussa plasmidin DNA:ssa.
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Sekvensointilaitteen antama tekstimuotoinen tulostenai sisélla yksiselitteista tietoa
tutkitusta DNA:sta. Nytkin pesékkeen 1R-naytteen sekves&®n mukana ylimaarai-
nen N, joka tarkoittaa mahdollista tunnistamatonta em&atédassa 22 nahdaan yksi-
tyiskohta alkuperaisen RaideMV-kuvan sekvenssin rinrkaststa BioEdit-ohjelmalla,

1R-plasmidista eristetyn ja sekvensoidun DNA:n kanssaakia/voidaan nahda yli-
maéarainen N-kirjain nukleotin 232 kohdassa. Muuten segsiem rinnastus on onnis-
tunut ilman eroavuuksia eli DNA on virheeton.

Tutkittaessa tuloksia kuvan 23 mukaisessa graafisessaassmdvoidaan kuitenkin
todeta, ettd sekvensointi on onnistunut tassakin tapas&deyvin ja N-kirjain teksti-

muotoisissa tuloksissa on turha. Kuvasta ndhdaan seledistiN-kirjaimen kohdalla

kayrassa ei ole merkittavaa huippua, vaan sekvensoitegai tekema tulkinta on vaa-
ra.

220
TTTC ATC T AATCHNAAT T AT TC AT AT AATC AC T T AC C O AC TT AATC AT AT AT TC AATTAATC ATC &

W e g

Kuva 23: Virhe A1-1R -sekvenssissa on nahtavissa eméakserenou232 kohdalla.

Graafisesta esityksesta voidaan huomata, etta kyseiséitiaka ei ole nakyvissa kay-
rassa huippua, joten virhe johtuu sekvensointilaittegirdsta tulkinnasta.

Lukuisista tarkoista tydvaiheista ja usean paivan tyostdimatta kuvan insertoint.
coli -bakteeriin ja eristaminen bakteerista onnistui erin@esti. Kuvassa 24 on esi-
tettyna DNA-sekvenssi -ohjelman pesakkeestd 6R erisietyA:n mukaan piirtdméa
kuva. Koska plasmidista eristetty ja sekvensoitu DNA odirittinen alkuperaisen se-
kvenssin kanssa, on myos sekvenssistd muodostettu kuwdinga alkuperédisen ku-
van kanssa.

DNA-sekvenssi -ohjelma ei pystynyt piirtAmaan kuvaa pkeéktd 1R eristetysta
DNA:sta, silla ohjelma ei osaa tulkita mahdollisia virléesekvenssissa, koska ohjelma
lukee vain tekstimuotoista tietoa. Toisaalta DNA:n selsgentiohjelmat ja myds useat
muut DNA-sekvenssien analysointiohjelmat ovat kyken¢dméii tekemaan varmoja
paatelmia saadun tiedon paikkansapitavyydesta ja tavatsusein ihmista tulkitse-
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Sekvenssista muodostetu kuva:

Paluu Tallenna kuwva

Kuva 24: DNA-sekvenssi -ohjelman piirtamé kuva plasmidin-@R sekvensoidusta
DNA:sta. Kuva on identtinen alkuperaisen kuvan kanssa.

maan tuloksia.

Kohdassa 3.3 kuvattu tydn toinen vaihe, jossa yritettikelagtietyn varin sisaltavia ku-
vasekvensseja liukoisessa muodossa olevasta DNA-ti@talsa epaonnistui pahoin.
Liitteessa 2, kuvissa 3 ja 4 on esitettyna keltaisen varsme#ssa loydetty DNA-
sekvenssi. Tavoitteena oli hakea 124 nukleotidia pitk&esegsi, mutta tulos oli 1015:n
nukleotidin mittainen. Liitteessa 3, kuvassa 4 on rinriast@ sekvensoitu DNA ja al-
kuperaisen kuvan sekvenssi. Vaikka sekvensseissa vdidaaavaita tiettyja yhtalai-
syyksi&, ovat ne kuitenkin hyvin erilaisia.

Vertailtaessa sekvensseja kokonaisuudessaan liittéenwa) 3 mukaisesti, voidaan to-
deta, etta sekvensoitu DNA siséltaa paljon osia, jotkaatala lahtdisin myds muista

kuvista. T&ma tukisi paatelmaa, etta varin mukainen temitkhaku ei ole onnistunut,

vaan mukaan on tullut myos ei-toivottuja sekvenssejaajotkat lopulta sotkeneet se-
kvensointireaktion. Haluttua paljon pidempi DNA voi ollaldksena vaarien sekvens-
sien sekoittumisesta reaktioon.

Mahdollista on kuitenkin myos, etta sekvensointialuke datduonosti suunniteltu.
Vaikka alukkeen suunnittelussa kaytettiin apuna Amptifjelmaa, on silti mahdollis-
ta, kuten kohdassa 3.5 todettiin, ettd simuloitu reaktizastaa todellista tilannetta ja
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siksi sekvensointi ei onnistu halutulla tavalla. Jos alokeystynyt hybridisoitumaan
useampaan kuin yhteen kohtaan halutussa sekvenssissdasdaloksena luultavasti
lian pitk& sekvenssi. Taméan sekvenssin pitaisi kuiterskg@ltaa paljolti samoja osia
alkuperéisesta kuvasta, eikd suinkaan osia eri kuvista.

610 620 B30 640 650 660 670 630 630 700
e e e e e e e e e T T e e e e T L |
Al1-E2 CTACCCTCATCCTACHCACHCTHATCTCHTHGHTCTHT CHCTCTAHCTCTTCCTTACTHT CCCCATATCGTTCACCCTTCATCTCC TCTCTCCTCTCHCT
RaideKHMV BGEEGHEEHEEEEETTCCTTCCT TCCTTTTTITTTITTTTIT TTCATCTAATCAATTAT TCATA
710 720 730 740 750 Ta0 770 a0 790 a0oo0

R T A R A AR AL P PR AR (PR IR [P IPUPN IV IRPR (P IR
A1-E2 TCHHCTCTTCGHCA CTHTCCCC - ACHCHTHTACTCTHCCACCCTCATACTCTCCTA CTCCCTCCCAATHCTAACCCTCTCACCHTACCHCT CCRCCTA
RaideKMV GAAT CACTTATAGAACTATACACTGAATCATATATTCAATTAR TCATC

Kuva 25: Yksityiskohta BioEdit-ohjelman rinnastamista E2- -DNA:sta ja
RaideKMV-kuvan sekvenssista. Kuvasta voi nahda, etta seloiel A1-E2 poikke-
aa huomattavasti halutusta.

Liitteessa 2, kuvissa 5 ja 6 on esitettynd punaisen varimregissa loydetty DNA-
sekvenssi. Tavoitteena oli saada haettua tietokannastaul88otidia pitka sekvens-
si, mutta tulos oli 1366:n nukleotidin mittainen. Kuvas€adh rinnastettuna sekven-
soitu DNA ja alkuperaisen kuvan sekvenssi. Vaikka sekwsnsé voidaankin havaita
samankaltaisia rakenteita, ei rinnastus anna kuitenkaandtlista tulosta. Tulos on
siina suhteessa vertailukelpoinen keltaisella varilldrgetun kalastuksen kanssa, etta
myOskaan tassa tapauksessa ei voida varmasti osittaanegt@iomsen syyta.

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
AT TR AN RO TAT 1A G 67 A CATHC B OB T O G A TA T A T CA AN CH AN CAA A AR T TR GG CHAT TOAT BT TG
EnsimmainenPMV A

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
TOATCTARCHT TN CATCTET G e T TACHTANGHCANTC 1561 0¢ THCARAGHEIN ANTATANACCT SRS TATGTINNACROSOCATBTEN

EnsimmainenPMV CCAACCAACCAATTCCTTCCTTCCTTTTTTTTTTTTTT TTAACACATAATAAT  ATACATAATALTATALRCKH

Kuva 26: Yksityiskohta BioEdit-ohjelman rinnastamista R& -DNA:sta ja
EnsimmainenPMV-kuvan sekvenssista. Kuvasta voi nahda,sekvensoitu A3-PE
poikkeaa huomattavasti halutusta.

Tassé luvussa kerrottiin miten tutkimus toteutettiin Bytossa. Aluksi kuvattiin ly-
hyesti tutkimuksen taustaa ja sen vaiheet, seuraavakedtier DNA-sekvenssi -
ohjelman tarkoitus ja toiminnot. Lisaksi luvussa kuvattiitkimuksen molekyylibio-
logian osuus, DNA:lle tapahtunut koodauksen toteutus séikiékeiden suunnittelu.
Luvun lopuksi kerrottiin tutkimuksen tulokset.

Seuraavassa luvussa pohditaan DNA-laskennan ja DNA-mugyttamiseen liittyvia
yleisia ongelmia. Lisaksi kdaydaan lapi tutkimukseenyliitita ongelmallisia tilanteita
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ja virheiden mahdollisia syita, seké esitetaan vaihtasisttapoja ratkaista hankaluuk-
sia aiheuttaneet tutkimuksen osat.
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4 Pohdinta

Taman luvun kohdassa 4.1 pohditaan aluksi DNA-laskenn®@iNA-muistin kaytta-
miseen liittyvid yleisid ongelmia. Kohdassa 4.2 kaydagm féatkimukseen liittynei-
td ongelmallisia tilanteita seka esitetaan vaihtoeradispoja ratkaista hankaluukisia
aiheuttaneet tutkimuksen osat. Kohdassa 4.3 pohditadé eiikseen sekvensointiin
liittyvia virhemahdollisuuksia.

4.1 Pohdintaa DNA-laskentaan ja -muistiin liittyen

Vaikka DNA-laskennan avulla kyetdan ratkaisemaan NPebigi ongelmia, sovel-
tuvat DNA-tietokoneet luultavasti paremmin ratkaisemaaunta, erilaisia ongelma-
alueita. DNA kylla mahdollistaa rinnakkaisen reaktioid&yttamisen, mutta usein esi-
valmistelut seka reaktiot vievat paljon aikaa. Myds tuktkgoivat olla hyvasta suun-
nittelusta ja toteutuksesta huolimatta tulkinnanvasaiBnaa ei uskotakaan, etta DNA-
tietokoneet voivat syrjayttaa perinteisia tietokonemtaitta molekylaarisen laskennan
perustutkimukseen ja sovelluksiin tulisi suunnata resejes Nykyisin DNA-laskennan
tutkimus onkin suuntautumassa matemaattisesta laskarka#i laajempia nano- ja
bioteknologian sovelluksia, silla usko DNA:ssa piilevéauriin mahdollisuuksiin on
yha olemassa.

DNA:n kayttaminen orgaanisena muistina on hyvin houkettlajatus, silla tarjoaa-
han se periaatteessa nykyisiin menetelmiin verrattunatotwatkertaisen tallennuska-
pasiteetin. Toisaalta DNA:lle tapahtuva tiedontallennosykyisin viela vaikeaa to-
teuttaa ja se on mydskin hyvin kallista. Vaikka tieto voidgekata DNA:lle hyvin
pieneen tilaa, on suurien tiedostojen luominen hankaiia,ptkét sekvenssit pitaa
koota osista. Myds tietokantojen luominen ja tiedonhakeaitaa ongelmia.

Lisaksi DNA:n sdailyvyys voi olla ongelmallista, vaikka DNgekvenssi voikin pysya
sopivissa olosuhteissa muuttumattomana satojatuhanesar Kuivattu tai pakastet-
tu DNA sailyy erittéin hyvin, mutta vaatii kuitenkin eritget sailytystilat. Bakteerien
kayttdminen tiedon tallennukseen on puolestaan mieldstétuullisen hankalasti to-
teutettavissa oleva vaihtoehto, kuten esitin luvussa 2.3.

Esimerkiksi Harlanir& al. (2003) tutkimuksessa ei kerrottu keinoja, joiden avullle-ba
teerikolonisaatioihin tallennettu tieto voitaisiin sadtklposti kayttdon. Tiedon helppo
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saatavuus on kuitenkin tarkeaa, silla muuten DNA-muisticeikilpailla perinteisten
ratkaisujen kanssa. Nykyiset tekniikat eivat myoskaanduobista sekvenssien I6yta-
mista bakteerien DNA:sta ilman jokaiselle tietopakewlksilollista tunnistussekvens-
sid. Ja vaikka bakteereihin tallennettuihin sekvenssdibbdattaisiinkin yksil6llinen
tunnistussekvenssi, on tiedon etsiminen kohtalaiserstada vaikeaa.

Ongelmana on my0@s se, etta vaikka kaytetty bakteeri kdgtagarimmaisia olosuh-
teita, ei voida olettaa, etta se sdilyy hengissa ilman vyaljaolosuhteita. Liséksi bak-
teerin kasvatuspaikan on oltava sellainen, ettd bakteehnietposti saatavilla. Toisaal-
ta on vaikeaa taata, ettd jokainen miljooniin bakteeretilennettu tiedon osa pysyy
tallessa, jos eri tietoa sisaltavat bakteerit ovat sam#asaa.

DNA-sirut ovat suureksi hyddyksi monissa biologisiss&itutiksissa, ja ne mahdollis-
tavatkin DNA:lle tallennetun tiedon tulkitsemisen laagasnittakaavassa, mutta niiden
kayttdminen tietokantana on hankalaa niiden lyhyen sgylgten takia.

Yksi, luultavasti tulevaisuudessa paljon keskusteluétité@va aihe on tiedon tallenta-
miseen ihmisen omiin soluihin. Nykyisessa asenneilmiggérinmisen DNA:n muok-

kaaminen on kuitenkin luultavasti vaikeasti hyvaksyttajagtus. Oma DNA voisi olla

kuitenkin varteenotettava paikka tallentaa yksiloll&ké&d#a tietoa. Etuna olisi ainakin
se, etta tieto kulkisi aina huomaamattomasti mukana ja emudalisi vaikeaa kayttaa
sita hyvaksi ilman lupaa.

4.2 Pohdinta tutkimuksen osalta

Yksi merkittava ongelma téassa tutkimuksessa oli lian wddnd kaytettyjen varien
maara. Vareja olisi pitdnyt ottaa mukaan alunperin aink&imdeksan. DNA-sekvenssi
-ohjelmalle varien maara ei olisi ollut mikdan ongelma, mudNA:lle koodauksen
suhteen tutkimus olisi hankaloitunut hieman, silla seleg#molisi pitanyt suunnitella
pidemmiksi. Vaikka kustannukset olisivat nousseet jaitatis vaikeutunut, olisi va-
rien lisddminen kuitenkin kannattanut. Jos kaytossa ammelja varia, ei voida tehda
kolmea kolmivaristd kuvaa, yhdistdd DNA:ta ja suoritta&uzakolmella eri varilla,
silla vahintaan kahdessa kuvassa on kaytdossa sama vatikékossa ole menetel-
maa erotella samanvarisia sekvensseja toisistaan. laopsialla ei kuitenkaan olisi
ollut suurempaa merkitysta, silla tietokantahaut variemla ep&onnistuivat pienem-
mallakin varien maaralla. Toisaalta jos vareja olisi okaytossa useampi, olii. coli
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-bakteeriin voitu transformoida nayttavampi kuva, silla tallennettu kuva oli hyvin
yksinkertainen.

Ongelmana DNA-laskennan menetelmissa on kaytettavisséol operaattorien maa-
ra, silla kaytdnndssa seoksesta voidaan etsia tiettydessgé kayttamalla "="-
operaattoria. Jos halutaan karsia tietyt sekvenssit poidaan ne kalastaa seokses-
ta eli kayttdd =/ -operaattoria, mutta edelleen ongelmana on erotellaljéljaéneet
DNA-sekvenssit. X"- ja ” >"-operaattorien kayttdminen on kaytannossa erittain vai-
keaa toteuttaa koeputkessa.

Kaikkia kuvia ei voida tehda nykytekniikalla, ainakaan &&yalla taman tutkimuk-
sen metodia DNA-sekvenssien luomiseen, silla usein iassekvenssit ovat ongelma
PCR:ssa. Esimerkiksi rakenne CAAT TAAT CAAT TAAT, jossa kuvagsigtuu val-
koinen ja musta bikseli useampaan kertaan, saisi luuliagR@R:n tuottamaan jotain
taysin halutusta poikkeavaa.

Jos sekvenssit halutaan toteuttaa kohdassa 2.4 kuvakelaoppisella tavalla, kasvaa
sekvenssien pituus niin pitk&ksi, etta tallaisen tutkiserktoteuttaminen kay mahdot-
tomaaksi nykyisin kaytossa olevilla markélaboratoriostetmilla. Plasmideihin voi-
daan kylla ligatoida pitkia sekvensseja, mutta niiden slysbiminen on paljon vai-
keampaa.

Sekvenssien tietokantahaku, jossa ei kaytetty plasmékieenssin tallentamiseen, ai-
heutti sen, etta sekvenssin loppuun piti listd yhtein&mesessi sekvensointi-PCR:aa
varten. Tama puolestaan kasvatti kaytetyn saikeen paddtila nukleotidilla, joka on
suhteellisen suuri osa kaytettavissa olevasta tilasta.

My®s varien etsinta alukkeen avulla vaatii noin 18 nukigiatipitkan koettimen kayt-
tamistd. Tama tarkoittaa sitd, etta jokaista kuvan vartemaon sekvenssiin lisattava
vastaavan mittainen, alukkeelle komplementaarinen sesieli varien maarén kas-
vaessa, kasvaa myos sekvenssin pituus huomattavastikyybbgologisten menetel-
mien kehittyminen tulee kuitenkin luultavasti poistamaymtetisoitavan sekvenssin
pituuteen liittyvat ongelmat muutaman vuoden sisalldpjoltiedon koodaamiseen
kaytettavissé oleva tila myoskin kasvaa.
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4.3 Mahdolliset virheet sekvensoinnissa

Hillin & al. (2000) mukaan sekvensointituloksen laatuun negatiitiis@skuttavia
seikkoja voivat olla kontaminantit tai muut ep&optimaetiseikat sekvensoinnin ai-
kana. Yleisimmin ongelmia ilmenee sekvensointireaktidka@a tai sen jalkeisessa
prosessoinnissa. Huonon sekvensointituloksen saa liejpskaytossa on epapuh-
das templaatti, templaatti- tai alukepitoisuus on vadukkeen sitoutuminen ei onnis-
tu optimaalisesti tai varjattyjen sitoutumattomien dikigaukleotidien poistaminen ei
ole tarpeeksi tehokasta.

Tassa tutkimuksessa pyrittiin tekemaan kaikki tydvaihaethdollisimman huolel-

lisesti, mutta virheiden mahdollisuus on aina olemassadksi haettaessa DNA-
sekvensseja biotiinilla leimattujen alukkeiden avultayguttiin kaytossa olleita ohjei-
ta soveltamaan hyvinkin radikaalisti, silla kaytettadiss ollut tutkimukseen suoraan
kayttokelpoista ohjetta. Naista seikoista johtuen sekogavan DNA:n sekaan on voi-
nut jaada epapuhtauksia, jotka ovat vaaristaneet tuloksia

Hyvan sekvenssisignaalin saaminen edellyttdd myos tspseuren templaatti-aluke-
polymeraasi -kompleksim&aran syntymista. Siihen puatestaikuttaa voimakkaim-
min alukkeen sitoutuminen, joten alukkeiden riittdvaardrdan ja spesifiseen suun-
nitteluun tulee kiinnittdd huomiota. Tutkimuksessa kéytsa sekvensseissa oli suuria
eroavaisuuksia GC-pitoisuuksien suhteen, joten saikediemislampotiloissa saattoi
olla huomattavia eroja. Sulamislampdétilojen ero on vowaikuttaa sekvensointireak-
tioon ja sita kautta heikentaa tutkimuksen tuloksia.

Myds templaattien maaran tulee olla sopiva, silla niidemémen maara heikentaa sig-
naalia ja lisdéa taustakohinaa. Liian korkea templaattipitus aiheuttaa alussa erittain
voimakkaan, mutta nopeasti heikkenevan signaalin. Teatida laadun vaihtelu voi
johtua useista eri seikoista, kuten esimerkiksi alkugesia viljelmésta tai plasmidin
isantana kaytetysta bakteerista. Tutkimuksessa tentipla&iéytetyn sekvensoitavan
DNA:n pitoisuutta oli vaikeaa maarittaa tarkasti, jotedgpitoisuus on voinut myos
vaikuttaa heikentavasti sekvensoinnin tulokseen.

Korkea nukleaasikonsentraatio on haitallisimmillaankégtetaan radioaktiivisia me-
todeja, mutta se voi hairita myos kaytettdessa fluoresddimaoja, kuten tassa tut-
kimuksessa tehtiin. RNA-kontaminointi on harvinaista, auemplaattina kaytetyn
DNA:n kasittely RNase:lla hajottaa mahdollisen RNA:n. Snadéheuttamat kontami-
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naatiot huonontavat sekvensoinnin laatua inhiboimab&teita, joten huolella tehdyt

saostukset ja niiden jalkeiset pesut vahentavat virhaeidkid. Tassa tutkimuksessa oli
ajoittain ongelmia pesujen suhteen, kaytettdessa magnBgnabeadien erotteluun,
mutta ongelmat koskivat |&hinn& potentiaalista naytteidaviamista, eik& niink&an
epapuhtauksien jadmista naytteeseen.

Tassé luvussa pohdittin DNA-laskennan ja DNA-muistin tk@ipiseen seka sekven-
sointiin liittyvia yleisia ongelmia. Liséksi kaytiin lagutkimukseen liittyneitd ongel-

mallisia tilanteita seka esitettiin vaihtoehtoisia tapogtkaista hankaluuksia aiheut-
taneet tutkimuksen osat. Seuraavassa luvussa esitetddryhteenveto tutkimuksen

keskeisista tuloksista.
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5 Yhteenveto

Nykyiset molekyylibiologian tydmenetelmien kehittymitiyys rajoittaa huomat-
tavasti erilaisia sovelluksia, joissa voidaan kayttaa DisAiedon tallentamiseen.
DNA:ta on pyritty kayttdméaan apuna ratkaistaessa laskksinaongelmia jo yli kym-
menen vuoden ajan, mutta vieldkin ollaan kaukana tod&t#isidytannon sovelluksis-
ta. DNA-tietokoneet eivat luultavasti tulekaan koskaarvkamaan perinteisia tietoko-
neita, mutta ehkd DNA:ta voidaan kayttaa apuna ainakimtigdllennnuksessa. Eras
nykyisin tutkittu sovellusalue on DNA-muisti, jossa kéig#n bakteerin DNA:ta tiedon
tallentamiseen, mutta syntetisoitua DNA:ta voidaan pgeessa lisata mihin tahansa
soluihin.

Nykyiselladn DNA:n kasittely on kuitenkin kallista. Lissikesivalmistelut, varsinainen
ty0 laboratoriossa seka reaktiot vievat paljon aikaa. Trahséksi tulokset voivat olla
hyvasta suunnittelusta ja toteutuksesta huolimattartnlkvaraisia.

Tassa tutkimuksessa kuvattiin tapa, jolla voitiin nykilisnenetelmia kayttaen tallen-
taa tietoa DNA:lle. Tutkimuksessa kaytettavaksi valnttstetietokoneohjelma, jolla
pystyttiin muuttamaan kuvia DNA-koodeiksi ja DNA-sekveag kuviksi. Tutkimuk-
sen molekyylibiologian osuus koostui kahdesta erilags&miasta kayttaa DNA:ta tie-
don tallentamiseen. Osuus, jogsacoli-bakteerin plasmidiseen DNA:han tallennettiin
koodattuna pieni bittikartta -kuva osoitti, etta bakté@reoidaan todella kayttaa tiedon
tallentamiseen.

Toisessa tutkimuksen osuudessa DNA-tietokannastatyntetotella kuvia varien mu-
kaan, kayttaen apuna biotiinilla leimattuja koettimisetbkantahaut osoittautuivat kui-
tenkin vaikeiksi toteuttaa. Jos halutaan kayttaa laaggakantaa, ovat DNA-sirut luul-
tavasti taman hetkisista sovelluksista kayttokelpoisiintoehto. Ne ovat suureksi hyo-
dyksi monissa biologisissa tutkimuksissa, mutta niideytti&ninen pitkdaikaisena tie-
tokantana on mahdotonta niiden lyhyen sailyvyyden takia.

DNA:n kayttdminen muistina tarjoaa periaatteessa nykyigienetelmiin verrattu-
na monituhatkertaisen tallennuskapasiteetin. Toisaalileka tieto voidaankin paka-
ta DNA:lle hyvin pieneen tilaa, on suurien tiedostojen luoem hankalaa, silla pitkat
sekvenssit pitdd koota osista.

Kaikkea tietoa ei voida mydskaan koodata helposti nykyitkélta, silla toistuvat se-
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kvenssit ovat ongelma PCR:ssa. Jos sekvenssit halutaatidateikeaoppisesti kooda-
ten, kasvaa sekvenssien pituus niin paljon, etta tietokanoteuttaminen kay mahdot-
tomaksi nykyisin kaytossa olevilla markalaboratoriontetmilla. Plasmideihin voi-
daan nykyisin ligatoida pitkidkin sekvensseja, muttaenicyntetisoiminen on paljon
vaikeampaa.

Myds DNA tietokannan sailyttaminen on hankalaa, vaikka D&&kvenssi voikin so-

pivissa olosuhteissa sailya hyvinkin pitkid aikoja. Kutuatai pakastettu DNA séi-

lyy erittain hyvin, mutta vaatii kuitenkin erityiset sétlystilat. Bakteerien kayttami-

nen tiedon tallennukseen ja etenkin halutun tiedon hakemiakteerien plasmideista
on kohtuullisen hankalaa. Tiedon helppo saatavuus onrkurigéarkead, silla muuten

DNA-muisti ei voi kilpailla perinteisten ratkaisujen kasas Ja vaikka kaytetyt baktee-
rit kestaisivatkin aarimmaisia olosuhteita, ei voida talaf ettéa ne sailyvat vahingoittu-
mattomina valvomattomissa olosuhteissa.

Luultavasti tulevaisuudessa paljon keskustelua he@ttdutta varteenotettava vaih-
toehto on tiedon tallentamiseen ihmisen omiin soluihin.e0DNA voisi olla oivalli-
nen paikka tallentaa yksil6lle tarkeaa tietoa, silla stteto kulkisi aina mukana ja olisi
vaikeasti vaarinkaytettavissa.

54



Viitteet

Adleman, L.M. (1998) Computing with DNAScientific America2(279), 54-61.

Arita, M. (2004) Writing Information Into DNAAspects of Molecular Compu-
ting (toim. Jonoska, N., Paun, G., Rozenberg, G.), Springer ¥erdew York,
LNCS(2950), 23-35.

Arita, M., Kobayashi S. (2002) DNA Sequence Design Using pleatesNew Genera-
tion Computing2((3), 263-277.

Berg, J.M., Tymoczko J.L., Stryer L. (200B)ochemistryW.H. Freeman and Compa-
ny, New York.

Braich, R.S., Chelyapov N., Jonson C., Rothemund P., AdlemanQ02(23-SAT
Problem on a DNA Computegcience296, 499-502.

Brown, T.A. (2001)Gene Cloning and DNA analysiBlackwell Science Ltd, Oxford.

Babcock, D., Bochannek, A. (2002he Computer History MuseutvVWW-sivusto,
http://ww. conput er hi story. org/ (16.3.2005).

Deaton, R., Chen, J., Bi, H., Rose, J., A. (2003) A Software TaoGenerating Non-
crosshybridizing Libraries of DNA Oligonucleotid®&NA Computing:8th Internatio-
nal Workshop on DNA-Based Computérsim. Hagiya, M., Ohuchi, A.), Springer
LNCS, Heidelberg, 252 - 261.

Engels, B (2001 Amplify. WWW-sivusto,ht t p: / / engel s. geneti cs. wi sc.
edu/ anmpl i fy/ (20.9.2004).

Fagerholm, J. (2004) DataahKyetoyhtey/2004 17.
Hakala, M. (2004) Piioksidin korvaava eristemateriaiketoyhteys3/2004 30.

Hagiya, M. (2004) Towards Molecular Programming - a PersBeaort on DNA8 and
Molecular ComputingModelling in Molecular Biologytoim. Ciobanu, G., Rozenberg,
G.), Springer, Berlin, 125-140.

Harlan, F., Wong, P. C., Wong, K.(2003) Organic Data Memorsing the DNA Ap-
proach.Communications of the ACKB(1), 95-98.

55



Hill, A., J., M., Helps, N., R. (2000)A Guide to Automated DNA Sequencing
(Saatavana myosit t p: / / ww. dnaseq. co. uk/ Downl oads/ sequenci ng\
_gui de. pdf, 24.09.2004).

Oligomer Oy (2004)Oligomer. WWW-sivusto, ht t p: // www. ol i goner . fi/
(20.9.2004).

Paun, G., Rozenberg, G., Salomaa, A. (19OBA ComputingSpringer—Verlag, Hei-
delberg.

Porali, I. (2001) PCR:&84 biteilla: Amplify http://ww. csc.fi/l ehdet/
atcsc/ at csch- 98/ anplify. htm (20.9.2004).

Sakamoto, K., Gousa, H., Yokoyama, S., Yokomori, T., HagMa(2000) Molecular
Computation by DNA Hairpin Formatiorgcience288, 1223-1226.

Sipser, M. (1997)ntroduction to the Theory of ComputingWsS Publishing Company,
Boston.

Suomen bioteollisuus (20033uomen Bioteollisuuden (FIB) biotekniikan sanasto
WWW-sivusto,ht t p: / / ww. f i nbi 0. net/ sanast o/ (1.10.2004)

Tulpan, D., Hoos H., Condon A. (2003) Stochastic local seatgbrithms for DNA
word designDNA Computing:8th International Workshop on DNA-Based Cds1pu
(toim. Hagiya, M., Ohuchi, A.), Springer LNCS, Heidelber@92241.

UMICH (2004) How do we Sequence DNA?WWW-sivusto, http://
seqcore. brcf. med. um ch. edu/ doc/ educ/ dnapr/ sequenci ng. ht m
(10.9.2004).

Webopedia (2004pnline Computer Dictionary for Computer and Internet Termd an
Definitions WWW-sivusto,ht t p: / / www. webopedi a. com (16.3.2005).

Wong G. (2003) DNA Microarray Data AnalysBNA Microarray Data Analysis
(toim. Tuimala, J., Laine, M., M.), CSC-Scientific ComputinglLtHelsinki, 15 - 24.

56



Liite 1: Tutkimuksen keskeiset termit

Tutkimuksen keskeinen kasite on orgaaninen DNA-muistikinouksessa tallennettiin
E. coli-bakteeriin, kayttden plasmidin DNA:ta, pienen bittikartkuvan koodi. Tutki-
muksen toinen keskeinen kasite on DNA-laskenta, sillakaikitkimuksessa ei kay-
tettykdadn DNA:ta apuna laskennassa, yritettiin tutkinasiss kayttdd DNA-laskennan
menetelmia etsittdessa tietyt kriteerit tayttavia DNAv@nsseja DNA-seoksesta.

Lisaksi taman tutkimuksen aihealueeseen liittyvat kesati seuraavat termit.

Alukeeli primeeri on lyhyt polynukleotidiketju, jota kaytetad&aynnistamaan DNA:n
kahdentuminen (Heikkine& al., 2002).

cDNA-kirjastoon kokoelma plasmidiin pakattuja komplementaarisia DN#kaita,
jotka on syntetisoitu kayttden mallina RNA:ta (Heikkingral., 2002).

Denaturaatioon tapahtuma, jossa kaksisaikeisen DNA:n séikeet voideatiaa toi-
sistaan kayttamalla joko happoa tai emasta, tai lammittarhéos n.85° — 95°C:n
lampaotilaan. Denaturointi on helppoa toteuttaa, koskaspauéen valiset vetysidokset
ovat hyvin heikkoja (Berg al., 2002).

Deoksinukleotidibvat 2'-deoksiadenosiini 5’-trifosfaatti (dATP), 2’-desitymiini 5'-
trifosfaatti (dTTP), 2’-deoksiguanosiini 5’-trifosfaa{dGTP), 2’-deoksisytidiini 5’-
trifosfaatti (ACTP) (Heikkine& al., 2002).

Dideoksinukleotidion nukleotidi, jossa deoksiriboosi on korvattu dideoksiasilla,
johon DNA-polymeraasit eivat pysty liittamaan uusia nuakideja. Dideoksinukleo-
tidin lisdaminen saikeen paahén johtaa polymerisaatigditymiseen (Heikkine&
al., 2002).

DNAtarkoittaa deoksiribonukleiinihappoa. Se muodostuu 8dkefaatti -rungosta se-
k& siihen liittyvista, vaihtuvista eméaksista adeniini (guaniini (G), tymiini (T) ja sy-
tosiini (C). (Berg& al., 2002).

DNA-laskentatarkoittaa laskentaa DNA-molekyylien avulla. Karjiststiy esitetty-
na DNA-laskennassa on ideana siirtyminen piistd hiileermjlropiireista DNA-
molekyyleihin. Tarkoituksena on kayttaa hyvaksi orgamsnolekyylien kykya kasi-
tella tietoa ja siten osittain korvata perinteiset tieto&et (Hagiya, 2003).
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DNA-siru(DNA microarray) on alustalle kiinnitetty kokoelma DNA-re&yyleja, jot-
ka voidaan hybridisoida liuoksessa olevien nukleiinir@gpp kanssa (Heikkine& al.,
2002).

E. coli (Kolibakteeri, Escherichia coli) on suolistobakteertg&aytetaan geeniteknii-
kassa yleisesti isdnta- eli tuotantosoluna (Suomen Biataak, 2003).

Elektroporaatiotarkoittaa s&hkdimpulssien kayttvba avaamaan solukaliten, setta
plasmidi saadaan siirrettyé bakteerin sisélle (Heikkifeal., 2002).

Emaspari (bp, base pair) tarkoittaa nukleotidien emaksia, jotka sksikkeisessa
DNA:ssa sitoutuvat toisiinsa vetysidoksilla. DNA:ssa oamasta: adeniini (A), gua-
niini (G), tymiini (T) ja sytosiini (C). Emaspareilla tarkeitaan energeettisesti edulli-
simpia pareja A-T ja C-G (Heikkine& al., 2002).

Formaali kielion kieli, jolla on ennalta maaritelty kielioppi, mutta jaeole tarkoitettu
puhuttavaksi (Sipser, 1997).

Genomi(perima, genome) tarkoittaa elion tai solun kromosomisalgimaa perinnol-
listd informaatiota (Heikkine& al., 2002).

Hybridisaatio(annealing, renaturaatio) on tapahtuma, jossa laskefaallaitilaa saa-
daan komplementaariset yksisaikeiset DNA-molekyylityind&n yhteen (Heikkinen
& al., 2002).

Inserttion DNA:n osa, joka liitetd&n vektoriin esim. kloonaustatear(Suomen Bio-
teollisuus, 2003).

In vitro tarkoittaa toimenpidettd, joka tehdaan keinotekoisi¢ssulteissa esimerkiksi
koeputkessa tai kasvatusalustalla (Heikkigeal., 2002).

Kilobase (kb, kbp, kiloemaspari) tarkoittaa tuhannen nukleotidiittawrsta DNA- tai
RNA-jaksoa (Heikkiner& al., 2002).

Kloonauson geenin monistamista. Tassa tutkimuksessa kloonaaktakoitetaan
plasmidin ja siihen insertoidun DNA:n monistamigfacoli -bakteerissa (Heikkinen
& al., 2002).

Koetin on radioaktiivisesti tai kemiallisesti leimattu DNA- tai RNakso, jota kay-
tetdan hybridisaatiossa tietyn nukleiinihapon etsimisé&®etin on yleensa vahintaan
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20:n emaksen pituinen tunnettu DNA-jakso. (Suomen Biataalls, 2003).

Kohesiivinen pa&arkoittaa kaksisaikeistd DNA:ta, jonka toinen saie osttpidempi
(Heikkinen& al., 2002).

Komplementaarinefcomplementary) tarkoittaa nukleiininapposaietta, pjokainen
nukleotidiemas pariutuu Watson-Crick -periaatteen mustigoisen sdikeen kanssa
(Heikkinen& al., 2002).

Kromosomtiarkoittaa DNA-sdietta, joka aitotumallisilla pakkautuiuiisti histonipro-
teiinien ansiosta. PAdosa solun geenistosta on kromosseméHeikkine& al., 2002).

Ligaasion entsyymi, joka kykenee yhdistaméaan katkaistuja DNAesti (Berg& al.,
2002).

Mooren lakion Gordon Mooren vuonna 1965 luoma laki mikropiirien komgkbien
maaran kasvusta. Alunperin Moore esitti mikropiireiss§t&tlyjen komponenttien
maéaran kaksinkertaistuvan 12 kuukauden vélein ja paattéii trendi jatkuisi pitkélle
tulevaisuuteen. Mydhemmin vauhti on hidastunut hiemarttarmikropiirien tallen-
nuskapasiteetti kaksinkertaistuu silti 18 kuukaudeniadl@ama onkin Mooren lain
nykyinen maaritelma ja sen uskotaan pitdvan paikkansiaitkaksi seuraavaa vuo-
sikymmnenta (Webopedia, 2004).

Mutaatio tarkoittaa organismin DNA-emasjarjestyksen muuttumilstean rekombi-
naatiota (Heikkine& al., 2002).

NP-taydellinen ongelman sellainen laskennallinen ongelma, jolle ei ole I6ydetty
polynomisessa ajassa toimivaa deterministista ratkaiségtannossa tama tarkoit-
taa sita, ettd kyseisia ongelmia ei pystyta ratkaisemaswisilfa tietokoneilla, sil-

|& suoritusaika kasvaa eksponentiaalisesti syotteendkokerrattuna. Tunnettuja NP-
taydellisia ongelmia ovat mm. Toteutuvuusongelma (SABuBpamatkustajan ongel-
ma (TSP), Hamiltonin polku -ongelma (HP) sek& Solmupeit€){Sipserin, 1997).

Nukleotidion nukleiinihapon rakenneosa, koostuu puriini- tai pydimieméaksesta,
pentoosisokerista ja fosfaatista (B&al., 2002).

Oligonukleotidi tarkoittaa korkeintaan muutamien kymmenten emaksienaisiist
DNA-sekvenssia (Heikkine& al., 2002).
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PCReli polymeraasiketjureaktio on DNA:n monistamisteknalel jossa saadaan poly-
meraasientsyymin avulla hetkessé monistettua suuri nidgméisia kopioita olemassa
olevasta DNA-saikeesta (Be&al., 2002).

Plasmidion bakteerien pieni rengasmainen DNA-molekyyli. Kaytat&éljettimena
("geenitaksina"), johon siirrettava geeni liitetdén ja jékejettaa geenin vastaanotta-
jasoluun (Suomen Bioteollisuus, 2003).

Rekombinaati@n tapahtuma, jossa perintotekij6iltdén erilaiset sa@uyksilot tuotta-
vat vanhempiin ndhden uudentyyppisen jalkelaisen (Heddg: al., 2002).

Restriktioentsyynon bakteriofageja bakteereissa pilkkova entsyymi. Seistaun tie-
tyn, yleensa palindromisen, DNA-sekvenssikohdan ja ksd¢ieakaksisdikeisen DNA-
sekvenssin kyseisesta kohdasta. Katkaistu kaksisaikédA voi olla joko tylppa-
tai tahmeapainen (Beg al., 2002).

Sovitugalignment, kohdistus, linjaus, rinnastus) tarkoittaave@ssien vastinmerkkien
tai vastinkohtien asettamista kohdakkain (Heikkigeal., 2002).

Sekvensointisequencing) tarkoittaa nukleotidi- tai aminohappokegekvenssin ko-
keellista maarittamistd. DNA:n sekvensoinnilla tarkt@tn DNA:n emasjarjestyksen
maarittamista (Heikkine& al., 2002).

Tahmeapainefsticky ended) tarkoittaa kaksisaikeisen DNA:n paatésgasn katkai-
sukohdan epasymmetrisyydesta johtuen lyhyt yksisdikekwta. Sen ansiosta séaie
voi liittyd helpommin toiseen DNA-molekyyliin (Heikkined al., 2002).

Templaatti(malli) on tunnettu rakenne, joka ohjaa toisen rakenteeitygy Se voi ol-
la esim. nukleotidisekvenssi, joka ohjaa vastinnuklen$ith muodostuvan sekvenssin
synteesia (Heikkine& al., 2002).

Templaatti-kartta -strategiaon yksinkertainen, mutta tehokas menetelmd& DNA-
sanojen suunnitteluun (Arita, 2004).

Translaatio (proteiinisynteesi) on DNA:n RNA:ksi kopioimisen jalkemeapahtu-
ma, jossa lahettiRNA:n emasjarjestys kddnnetaan prataminohappojarjestykseksi
(Heikkinen& al., 2002).

Tylppapainenblunt ended) on kaksisaikeisen DNA:n paa, jonka saikeat yivta pit-
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kat (Heikkinen& al., 2002).

Vektorion DNA-molekyyli tai bakteerin plasmidi, johon siirret@weeni liitetdén ja
joka kuljettaa geenin vastaanottajasoluun (Suomen Biieaost, 2003).
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tulokset

innin

Sekvensoi

Liite 2

Model *ueld File: A1-1r Signal 3:0 &0 T:0 C0O Page 1 of1

ABI-CE1 DTE10FOFG{BDvI}vl.maob 0/
m_ow hred O 1R SeqBDTv3 E-setmatrix Spacing: 0
|_|m> Lanen Foints 0 to O

BloEdlluersion 7.0.0 (V204

¢ RENNEN ENENNE ACK FN RSN NN FENN N RN NN EN NN N E FENENN NN NNNN RN NNENE NNN FN NN KRN NN NN FNNNENN NN NN NE NN NNNENEENNENNENRENT THNTCCA AAAAAAAAAAALA

10 20 S0 40 50 L1 F0 20 o0 100 110 120
&y S e
AF FAATCCAACTTE CHETE @& ACCTO TOCCO AT ATG ¢ F 6 ACC T6 CFF G O @ 0O 06 CE AATT O A T AG T ECATT TT CCT TE ST TOESETTTTTTTTTTTTTTTT S ATC T A
130 140 150 1e0 170 180 190 200 210 220

E@é e e e e L L PV LN b)>>>§>%

TCEAAT T AT T ¢ AT AT A4 ATC AC T T ACC © A T T A AT AT AT AT T C 4 AT T A ATGC AT 4 AT C G A AT TCOGGC @ C 6 ¢ ©C 6 0 CAATE & € ¢ ¢ ¢ C@ ¢ ¢ AAE ¢ ATE
250 240 250 260 270 280 2p0 00 310 0

=
© & ACE TOo@ @¢ ¢ CC AATTOCER ¢ ¢ T AT AR TE A@ TG G T AT T AC AAT T ACT® & ¢ C @& TCE TTTTAS A ACGE TG @ T & AC T GG & AAAAC © O T EEE
350 340 S50 L1 370 380 30 400 410

o e M W A e Y iy e e A i W W g

® & T T AG © C A AG T T AATC ¢ © G TT & ¢ AET
EL 430 440

bakteerikasvustosta sekvensoitu plasmidin

Kuva 1: Pesakkeesté 1. keratyBtacoli -

DNA.
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Model "ued File: AT-Gr Signal G:0 A0 T:0 CO Fage 1 of1

ABICE1 DT310FOFG{BD I}l .mob (R upi]
m_ow hred O =] SeqBDTv3 E-setmatrix Spacing: 0
|_|m> Lanen Foints O to O

BloEdlluersion 7.0.0 (WO
CANAATE TOCEE ¢ CCOATEECEE CECE@EA TTEE TTTTECT TOETTEET T T TTTTT TT TTT T T TEATCE TAATCAAT TATT A TATAATCAC TTACEEAS TTAATCEATATATT CAATT AL
20 30 40 S0 L1 70 L o0 100 110

Pﬁﬁ/l? ﬂk%«bﬂ e AT

TUAT GAATGAGT AGTE AATT GEGE FOCECCT CC AR & TOF AGGAT AT G ¢ AF AF GT COCGAACGEGC T TG & ATE CAT AG GT T ¢ AGT ATTGT AT AG TG TG AG G T AAAT AR
120 150 140 150 160 170 180 1p0 200 210 220

[ FTe e T A ATCATE® TC AT AG ¢ T@ T TTE CT® TG TE AAATTE TT ATSC EC TC AC AATTC CAC AC A AC AT AC G AG CCG G AAGGC ATA AAGE T¢ TAAACCC TE ¢ & T &G
230 240 250 260 270 220 200 s00 s10 20

Kuva 2: Pesakkeesta 6. keratygtacoli -bakteerikasvustosta sekvensoitu plasmidin
DNA.
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Model 4540 File: A1.e2 Signal G:0 A0 T:0 C:0 Page 1 of2
o&doO (R upi]
m_o EZ Spacing: 0
|_|m> Lanen Foints O to 0O

BloEdlluersion 7.0.0 (/204
COA FEF TCCACACGEAR CTCFNTCCCCFNTA COf F TATFANAAACC COC FTCCOENC FE CA F CATCCRCACAANCAC BNTAF TF TECCOTATES © NTCACCHIA AT FCOTE OTTF ACFCC CAC ATEF AFC A FC O C@oC @
10 20 a0 40 S0 so Jo L o0 100

110 120 150

O CECACE AN OO CCIETCTEECGTC B CTACTEC BC K CANCTART T TOIST GTICTTC CECCANCTAGT TAT BC CGA CCE ¢ TOTCCCC OF BAC BEF AAACECRCCNEAT ETAAA A AAA A AAAAAMAG AA ANTHGE T TTH AR H ACT
140 150 180 170 180 190 200 210 ze0 250 240 250 260 270

\P«ﬂuﬁ\___.ﬂ.\yl\/ Tl

GT KRBT TTTE GWEHET TT TOEG NG GET TT GECEGE TTTTN EAN NANE BN BCAC CANNEE COC AC ACHEC CETHAL ARTAAATCTATARA CCGANT AT AGAT C CANCTCGTE TT TT TT T TTCTCCGT G GoAE X
280 200 00 310 a0 350 40 350 S0 370 80 apn 400

[\ A AFTEEFCA ACEEARC GG T T C FTC K T T AANG CTCET AT ACT TETHEG T CATECTENNTT TGT CTCT CTE STCCTCN THT CGTCAA TETCTATAG TAGCTT G N AN ARG G EAREN ATNENENE NEE RERA BN
410 420 450 440 450 L 470 480 400 So0 s10 520 530

Y St

FENENEET NTHET TENTCGT GT TTA TGRC G FCGT G CA TCIT GTCC TACCTHAT COCCTCT CTHC ATCA CTAGC OT CATCCT A FC ACECTEATCTC AT NG AT G TETCE CTC TANCT CT TEGT TAGT BT G GO0 ATATC®
S40 550 S60 s70 580 L s00 610 B0 B30 40 LEH B0 67

T T AC GCUTTE AT CTCC TC TOTEGTCT CESTTCE BOTCOT TOF RCAC THET C COCACECETA TACTCGTE © CACC CICATACTCTCCT ACTC O CTCECAATHE TAACGCCTCETOAC CATACCE CTCCA ST ACE CA CT ST GOTE A CF
LED B0 Foo 710 Teo T30 F40 50 kL 70 JE0 Fo0 o0 210

n sekver@sa(1).

kaan kalastetun DNA

iIsen varin mu

Kelta

Kuva 3
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Model 4540 File: A1.e2 Signal G:0 A0 T:0 C:0 Page 2 of2
m_o o&doO (R upi]

EZ Spacing: 0
TRA

BlcEdlluerslen 7.0.0 (/2004 Lanen Foints O to 0

FUCTETETTC TAT ATOTA N CTCAGATHTCTE C CTACATEC TEFCE FETCOTCOTOCETOTEC O ¢ OO0 FETCAC CHEFNCAC AF Cf FCTCRCACTCCEC TEAN AATACHT FTCT CTH CCTE ACKTCTE OT T A CTCC SFTE FTA TEAT S

=20 230 =40 250 200 270 220 =e0 B 210 220 230 40 050

FCGCACEC TUTAT CCTCT C BCFOF NCOTCGCTC FCCT TOTE CACTCETEAT BCTE © KGO
o60 o70 080 o0 1000 1010

n sekver@sa(2).

kaan kalastetun DNA

arin mu

: Keltaisen v

Kuva 4
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Model D&dO File: A3-pe Signal G:0 4:0 TO C0 Fage 1 of2
A iKqO$ (ofo 0/om
FE Spacing: 0
Laned Foints O to O

BloEdlluersion 7.0.0 (/204
CAAAME FAR CTHF CEAC CENTATIECTCNNNCE CAFNTT T TACK G FC FCGT ¢ CNE CAACK CTTA T F ACFTEENCGTAT TETCAGE AACKEA TEGEA ATA CA A FT A FGFES © FCTCATTEA FTET N & TCATHCGE ACT X
10 20 3o 40 S0 L1 J0 =0 o0 100 110 120 130

ATHEAT TET RTTHGECGTE CTC STNNCTACTT KA TCETE FTTATACE A TTETCHETE ETACAR ARATACGT B GTH GC TGE CTETC B CANCGTCCETAC TOTCACHRG ETETERAT GOTC § BTETATACHC BARAT Ci TA: ¢ AGECEE ARG
140 150 160 170 130 190 200 210 ze0 250 240 250 200 270 280

POl

A A AR AM AEATAG ATEE TA AAAT CABACE CECEATC T BTTCE BCGHAC BTAT G CTARBCTCUTEEENGE T KCT BTA BAGA TATATANAG C TGN TATCTCAC KGO G GATA ASTE T BCTHA K CTATA BCEEET TCAGE BTETCAT T
2p0 00 310 320 3s0 340 350 S0 370 380 00 400 410 azo

e L

CTE CTANAGA B GCGT 8 CTCT CHTGE BCTHGE ACAFCACENGETC B TTE TEACT BTTCTE CCGR K BOTCE GTHA THT AT C BTATCECE TCCGTCT GT NCCANCAGEEG BT TANAC T TECTECECATTETI BTACCHECE AR
450 440 450 480 470 480 A4p0 s00 s10 Se0 S50 540 EEY S50

LAt

AL

T MOLTE TETACETE BTAGE C TTACEGCTEENCT BAE CTE TTEACENGCTE NCECEA CE A CAC ACET ATCTET B G2 T TETE TATHACCATCT: ERAGCANGCCRGE NC RN KNG N ENNERATHNNNNNERETTTERE THT T TCATH
s70 S30 T son s10 L B30 ga0 LED L1 570 520 LI Foo

A (e g Dt |

FAGCE CEGTHTATCEN ETANAATHETE CTCTAGTATEECETHACETA CHATACTEA FAGEATATCT CACTCA CTETEATHTAG CEC TATCETHCENG AT NG ACHKE G F CHCGHE AATGT CATGATE FATETA ACHC FAT ©
710 20 730 Fan EED kL 770 780 Te0 =00 210 =220 230 a0

@

n sekvenssa ).

kaan kalastetun DNA

Isen varin mu

Punai

Kuva 5
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Model O&d0

m._ow A
TRA

BlzEdlluersion 7.0.0 (772004

File: A3-pe
iKqO$

FE
Lane0

Signal ¢:0 A0 TO C0
(ofoo

Foints O to 0

Fage Z of 2
om0
Spacing: 0

EED) 280 270

EED)

CATET GAC ACTACAANETACTECAS TSOT ©T CT RGATEGAT FCTSACTCATETAGE TH EENTEACE TA T@AT GTH COFCTOT TOE GRANCE FGTITCGATA FTC TOGIFACTITA TGTOTE § GAA CATG T ATA KA CFEAR GGT
EED) 200 210 220 230 240

EED 280 270 280

290 1000 1010

1020

ATTE TEATE TATCTA THANCT CTETA BSCCNC BTAT MAGA B TAA CARE CRCETETOR BGA CAT ATACEATC AT ABEE TC 8 GABCGAAE ARA BINETH ACE © BAT TGA TGT S TCTCATGEATCOT AA CEE ACTETCA TOF
1030 1040 1050 1080 1070 1080

1080 1100 1110 1120

1130 1140 1150

1150

TIE T GATTAG BT ANE B CABT G T @ TCGC TECABAC ETASANTATA BA COTCACGE TATETEENAC ACE © CATETE N B8 TAAAGATT OT BTG TO A CATE TATA TCAT B G ¢ C8F TACEAGEEATAAR GTGAACGT EACECEART &0
1170 1180 1180 1200 1a0 1220

1230 1240 1250 1280

1300

mauaﬁne>aauﬁnn> CTECE G BTG AATGTAACE CABE GETT TTATETA T A8 THTG TATGE AR AC TABBETA T OT S CGACERTAT CeBA CRRACTE ¢
127 1280 1290

15310 1320 1530 1340 1350

1350

n sekvenssa Q).

kaan kalastetun DNA

arin mu

: Punaisen v

Kuva 6
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Liite 3: Sekvenssien sovitukset

Al-1R
RaideMr

Al1-1R
RaideMr

Al1-1R
RaideMvr

Al1-1R
RaideMvr

Al1-1R
RaideMv

100

110
Foeeeleeealeeealeeeadeaadeeaaloeealeeealoeeadomnadoonaloenaloenaloeealoneelomneloanaleenalennnl

HHHTTHHT C CAAAAAAAADAAAARHHALATCCAACTTHCHT GEGAGCTCTCCCATATGENC GACCTGCHHGCGECCHCEAAT T CACTAGTGCATTTICCTT

1z0 130 140 150 160 170 150 120 200

TTCCTT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

T CG T T T T T T TCAT AT CHAA T AT CATA TR T CACT TACCERCT AR T CA TATAT T CAAT TAAT CAT CART CEARATTCCCBOBE
CCTTCCTTTTTTTTTTTTTT TTCATCTAATC AATTATTCATATAATCACTTACCCACTTAATCATATATTCAATTAATCATC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

P I L T T T T e L T T T B L e B I I B e T
CCRCCAATGGCHGECCEEEAAGCATGCGACGTCGEG CCCARATTCGCCCTATAGTGAGT CGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAA CGTCGTGACTG

410 420 430 440

. T N [ U I
GGAAALCCCTGEECET TACC CAACT TAATCGCC TTGCAGT

Kuva 1: A1-1R:n ja RaideMV-kuvan sekvenssien sovitus.
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AT-6R
RaideMv

AT-6R
RaideMvr

AT7-6R
RaideMvr

AT-6R
RaideMr

10 20 30 40 50 ag wa g0 S0 100

TS T [ (DU AU ISR IR IR EORUNUR I (SR IS IR ISR ISR (N (N
CAHRA TETCCRECCCATEGCEECGCEEEATTCETTTTCCTTCCTTCCTTTTTTTTTTTTTT TTCAT CTAAT CAAT TATT CATATAATCACT TACCCACTT

TICCTTCCTTCCTTITTTTIITIITTT TICATCTAATCAATTATTCATATAATCACTTACCCACTT

110 1z0 130 140 150 160 iva 180 150 Z0oo

R TS A Y EUUR VAU SRR EDRRURY (DU EORRARN EUUR IR ENRURU IR AR ISR IR IO
AATCATATATTCAAT TAAT CATCAAT CACTAGT GAATTCECEECCECCTECAGET CGACCATATGEGAGAGCT CCCARCGCET TEGAT GCATAGCT T GAG
AATCATATATTCAATTAATCATC

Z10 Zz0 Z30 Z40 Z50 Za0 Z70 Z80 Z80 300

R TS A Y EUUR VAU SRR EDRRURY (DU EORRARN EUUR IR ENRURU IR AR ISR IR IO
TATTC TATAGTGTCACCTAAATAGCHTGECGTAATCATGET CATAGCTETTTCCTET GTGARATTGTTATCCECT CACAATT C CACACAACATACBAGCC

310 320 330

P e TN I R [P R |
GGRAGCATAAAGTGTAAAGCCTGEGGTGCCTAATG

Kuva 2: A7-6R:n ja RaideMV-kuvan sekvenssien sovitus.
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Al1-E2
RaideKMV

A1-E2
RaideKMV

Al1-E2
RaideKMV

A1-E2
RaideEMV

Li1-E2
RaideKMV

A1-E2
RaideKMV

A1-E2
RaideKMV

Al1-E2
RaideEMV

Al-E2
RaideKMV

Al-E2
RaideEMV

Al-E2
RaideKMV

10 20 30 40 50 60 70 a0 S0 100
PR IEE I ICEIIEY I SIS BRI IOl IRRCI ICIPICE (PRI IS SEE I IPTICI IO IR BETI I
CCAHHNTCCACACCAGCTCNHTCCCCHHTACCGHTA NAHAA&CCCCCHTCCCCHCHHCAHCATCCHCNCAARCAGNHTAHTNTCCCCTATGCCNTCACC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
LCCEEN R IR e o fwcon e Lwmaacl wesvl mvment b bazvspedlmmomaid vzl sewm bracvzem sl
HCAnTNCTCCTTH&CHCCCACA NNANC&HCCCBCCCCCCCCACCANCCCCTCTCTCHCTCNCT&CTNCHCHC&HCT&RTTTCTCTCTCTTCCNCC&NC?

210 220 230 240 250 260 270 280 250 300
B T o PP P [ [ IR [ [ P [ [ I T ETTT  [  r—|

AGITATHCCACCGCTCTCCCCCOGHNGHNHALA GEGGHEGHNN THTAALAAALLADAALAA GRAAHTHGGT TTHANNACCCTHRTTTT GEGGEHNTTTTTGGH

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B I I AT [P Tl (e S ISP [N ETCIEE I IS IR IS IET TN IETCTEN I BN I |

GCHTTT GGG66TTT THHHHNHNNNNH CHCCHRHHH CHCACACHCCHTHAAAN TAAATC TATAHACCANTATACATCCHCTCTHTTTITTTCTTTCTCCCT

410 420 430 440 450 460 470 480 430 500
sasslesaslacaa]anealieasonealsanaliaaslansaloanelicalavealoavalosealanealoaaalinaalanaaloasalonas

CCCAGHAAANTHNHCAACHHANCCCTTCHTCHT TAANGCTCGTATHACT THTHGTCATHCTHHHTTICTCTCTCTCHTCCTCHTH TCTCAATGTCTHTAG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
BTN N RS IR I AR B PSS RETCIE APl [RCIT IS ISP IR B RO IS A AR BRI B R |

TAGC TTCHAHANGGHANHHA THHHHHHHNHNRHHA NHHRHHRH TR TRH T THHT CTCTTTATCHCCHC TCCATCTTCTCCTACCTHT CCCCTCTCTHCATCA

610 620 €30 640 650 660 670 680 €90 700

BTN ISIIN I AP RS IR ars (PSP Rriesl BPUTPIvN PRSP PG PP UM PP PR [PRS  PRPEPRT R R R |
CTACCCTCATCCTACHCACHC THATCTCHTHGHTCTHT CHCTCTARCTCTTCCTTACTHT CCCCATATCETTCACCCTTCATCTCCTCTCTCCTCTCHCT
GBGGEGEEGEEEEEGTICCITCCT TCCTTTTTITTTITTTIT TTCATCTAATCAATTAT TCATA

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

[SRURON NSRS [P PP NI [ERPIPRN [puppp NI [P [P [PPUTURS ITTPUUA PP [RSPIIS [PUPTPS (USR] SRR (RS S [

TCHHCTCTTCGHCA CTHTCCCC  ACHCHTHTACTCTHCCACCCTCATACTCTCCTACTCCCTCCCAATHCTAACCCTCTCACCHTACCGCTCCACCTA
GAAT CACTTATAGAACTATACACTGAATCATATATTCAATTAA  TCATC

810 gz0 830 G40 &850 =1:1n] 70 &80 890 S00
PRAEAE [T [RPTA PRSP PR [P ([ IAPApOe [P IO PP [T [Upl IR (R PP RTTTAPL [P (R S |

CHCACTCTCCTCACHNHCCTHTHTTCTHTATC TANCTCACATHTCTCCCTACATGCTCHCGHCTCTCTCCTCTCCCCCCHCTCHCCHHRCACANCGHCTCH

910 920 930 940 as50 260 a70 580 =10 1000
PRI oo P el T e N rrny) X o | CopRe e o) e e BTy [ m e e et TP | ey oty [peern|
cactcccwcaummcu'rmﬂc'ruccrcncu'rcTucT'rcaccTcccu'rcum-rcurcucscucucTcmchTcTcucucsucrcc*rcuccncrcca

1010

PP B B
CTCTCRTNCTCCHCC

Kuva 3: A1-E2:n ja RaideKMV-kuvan sekvenssien sovitus.
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A3-PE
EnsimmainenPHV

&43-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenfMyv

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPHv

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMy

A3-PE
EnsimmainenPMyv

A3-PE
EnsimmainenPMy

10 z0 30 40 50 a0 70 80 Qg 100
O R R R T O I ITrIrs R I U [T [ I [P P (P RSP PRI (PPN I I |

CAAANGHHAGCTHHCHACCCHTATHH CTCHNNCHCHNNT T T TACHCHCHCTCCHCCHACHCT TATHACHTHNNCTATTH TCAGGAACHNATHGHAA TACA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

) femaeiy] (Tersers) (gt eil Prederg (DOt oo Gt [drenl] Boreeicl] Ipkcimror grscieiedl pore) [0aramia ey eyl Il reesil B s |
AGHTANGHHCCHCTCATTGANTGTH CTCATHCGACTHATHATTETHT THENC THCT CHTHNCTHCT THATCHTHNT TAT ACHATTHT CHTHNTACAHANA

210 220 230 Z40 250 260 270 280 290 300
sl Smeal el veml e [eess e lames T e seae] sree] semel e e T Tamn ressd el
TAGTHCTHCCTGGCTHTCHCANCTCC TACTCTCACHNGHTHTGHATGCT CHH THTH TACHCHAGA T CGTAGGACHCHNA NGAGAGAGAAGAGATAGATGG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

TR R R PR IR IR IR TR IR [ I IS IR IR SC IR IR IR I I |

TAAAATCAHACHCGCGATCTHTTCHNCHCHTATGCTANNCTCTGNNNCTCHC THTANAGATATATAHAGGTGNTAT CTCACNGCCCATAACTHTHC THAN

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
P ISl IO [ BT RTINS ISl [ BNl A [N EIT R (Il [ |

CTATANHCHNHTT CACGHTHTCATT CTHCTANAGANGCTCOCTCTCHTCGHC THGACANCACGHETCHCTTETGACTHT T CTHGCHNNCTCGGTHTHTAT

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

wwsnll st il msa s D] e foecmane Jowmn o ancn faraing Sl Cemsalin e sl vwnii st Jovmalased]
CHTATCGCNTCCETCTCTHCCANCA GGHGHNT TAHAGT THCTGCHCATTET THTAC CHCHANCT GHHCET G THTACHTHN TACHCT TACHG THRNCTHAG

610 £20 630 640 650 660 670 680 £90 700
vewaloeeeloeeelonan]enaelevnalaneeloneeloneeloraelonaslveaaloneelonealonaaloneeloceelonaelonealaneel
CTGTTGACHHGTHNCHCHACHACAGAGHTATCTHTHEGGT THTHTATHACGA T C T GHHA GAHGGHENH GHHNN GHIHHWHA THHHNNHHHT T THHHTHT T

710 Tz0 730 740 750 760 770 780 790 =quln}

TCHTHHAGCHCCHGTHTATCGHHNTAHAATHTHCTCTACTATHHCHTHHCHTA CHATAGT GANAGCHTHT CTCHCTCACT CTHTHTAGCGCTATCHTHCHN

810 820 830 840 850 860 870 880 890 200
SRR PR | (RPN PR NOSOE | UV | OUS om NN | NOSOS | FU RNUNRY | SN CURSN IR, | (SO | DO N S—-

BATHCACHHCHCHCHAATGTCATCATHHATGTAACHCHATCCATHTCACACTACAANNTACTHCACTCTCTCTHGATHCATHCTHHCT CATHTACHTHHE

910 2z0 230 240 250 260 a70 980 290 1000

Pt [l ol RSl s Fncrpil] oo (R Bl et ISSibb PO (oo [PRraytel it e Bicpepioll] VTPl B b e St (s |
HTHHCGTATEHTCTHCCHCTCTTCG CGAHCEHG THT CCATANTCTCCHHACTHTAT GTCTCHCAACATGTATANACHHA GCGTATTGTGATETATCTATH

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
EEERN IO [P I I EERIE IR I EUCIN I IR SRR TN IEEICICH IR IO IEIEICH IR IO IO |
MCTCTNTM}ICCHCNT}\TTW\G&NETMCAN'NCDCGTNTCGNC&CATATJ\CMTCMWTCHC}\HCWTWTMCGCNATTMTG?NTCTC&
&

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1150 1200
P I IR [PPPE AT ESPTIY [y [pS RPN [Py [N [RSTSProl [PY [P AT [N CT T (PSP IR I |
TGATCTAACHHA CTHTCATCHTTGTCATTACHTANGHCANTC TGCTCCTHCAHACHTAN ANTATAMACCTCACG TATGTHHNHACACGCCATGTGH
CCAACCAACCAATTCCTTCCTTCCTTTTITTTTTITTT TTAACACATAATAAT ATACATAATAATATAAACA

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1z80 1250 1300
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FNTARACATTCTHTGTCACATHTATATCATHCGCHTACHACHNATAANCTGAR CTHACHCHANTGCTGTHTGCCAT THEHCACTHCHCHT CAAT CTAAGH

1310 1320 1330 1340 1350 1360
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CANNCGTTTTATHTATANTHTGCCTATGHNHANAC TANNNTAT CTHCGACBNTAT CGHACHBACTCC

Kuva 4: A3-PE:n ja EnsimmainenPMV-kuvan sekvenssien gsvit
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