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Transkriptomiikka on jatkuvasti kehittyva molekyylibiologian ala, jonka avulla tutkitaan RNA-
molekyylien tuotantoa soluissa. Se tarjoaa mahdollisuuden tarkastella solujen toimintaa tietylla
ajanhetkella ja erilaisissa olosuhteissa, minka ansiosta transkriptomiikan menetelmat
soveltuvat erinomaisesti solujen vasteiden tutkimiseen seka fysiologisissa etta patologisissa
tilanteissa. Nama menetelmat ovatkin vakiinnuttaneet paikkansa etenkin laakekehityksen,
lAaketieteellisen tutkimuksen ja bioteknologian aloilla. Menetelmien kehitys, erityisesti siirtyma
hybridisaatiopohjaisista teknologioista korkean lapimenon sekvensointimenetelmiin, on
merkittavasti monipuolistanut transkriptomiikan kayttomahdollisuuksia. Taman kehityksen
myota transkriptomiikasta onkin tullut keskeinen tydkalu modernissa biotieteessa.

Tama kirjallisuuskatsaus on osa laajempaa tutkimuskokonaisuutta, joka pyrkii tunnistamaan
uuden ensimmaisen asteen eteis-kammiokatkoksen kehittymiseen liittyvia kudos- ja solutason
muutoksia sydamen ohitusleikkauksen jalkeen. Tarkastelussa verrataan potilaita, joille AV-
katkos kehittyy sydamen ohitusleikkauksen jalkeen, potilaisiin, joilla AV-katkosta ei esiinny pre-
tai postoperatiivisesti. Aineistona kaytetaan leikkauksen yhteydessa kerattyja jaadytettyja
kudosnaytteita. Taman kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on arvioida ja vertailla eri
transkriptomiikan menetelmia sekd maarittda niiden soveltuvuus edelld mainitun tutkimuksen
tarpeisiin.

Tutkielmassa analysoitiin yleisimpia transkriptomiikan menetelmia ja selvitettiin niiden
kayttokelpoisuutta ennalta maariteltyyn tutkimusasetelmaan. Tulokseksi saatiin, etta
tumasekvensointi on kyseisesséa kontekstissa kayttdkelpoisin sen sopiessa jaaleikkeille ja ollen
hyva hypoteesia generoivan tutkimuksen kontekstissa. Tumasekvensoinnissa menetetaan
kuitenkin spatiaalisen sekvensoinnin mahdollistama paikkaan liittyva informaatio. Lisaksi
etenkin tumien eristdminen on kuitenkin menetelman haasteena.

Avainsanat: transkriptomiikka, sekvensointi
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1 Johdanto

Transkriptomiikka on mielenkiintoinen ja alati kehittyvd molekyylibiologian ala, joka tutkii RNA-
molekyylien tuotantoa soluissa. Sen avulla voidaan muun muassa selvittdd, miten solut reagoivat
erilaisiin stressitilanteisiin, ja tdimi onkin mullistanut solujen geneettisen siitelyn tutkimuksen.
Transkriptomiikkaa hyddyntdmélld voidaan myds muun muassa identifioida tiettyihin tautitiloihin
liittyvid biomarkkereita, selvittdd sairauden ennustetta ja arvioida lddkkeiden terapeuttista vastetta.
Silld onkin siis nykyddn keskeinen rooli niin lddketieteellisen tutkimuksen, 1ddkekehityksen kuin
maatalousteollisuudenkin saralla. Eri transkriptomiikan menetelmien ymmartdminen onkin tarkeda
modernille tutkijalle. Liséksi kaupalliset sovellutukset ovat tuoneet eri menetelmit myds jokaisen
tutkijan saataville. Transkriptomiikan kehityksen myo6td myos menetelmien kirjo on kasvanut vuosien

saatossa. (Wang ym. 2009, Abdi ym. 2024.)

Tama kirjallisuuskatsaus on osana laajempaa tutkimuskokonaisuutta, jonka tarkoitus on selvittda solu-
ja kudostason eroja uuden 1. asteen eteis-kammiokatkoksen (AV-katkoksen) kehittymisen yhteydessa
ohitusleikatuilla potilailla. Tutkimusasetelmassa verrataan keskenién kahta potilasryhmaa: niité, joille
kehittyy uusi AV-katkos postoperatiivisesti, seké niitd, joilla AV-katkosta ei esiinny ennen
toimenpidetti eikd sen jdlkeen. Aineistona hyddynnetddn leikkauksen yhteydessa keréttyja jaddytettyja
kudosnéytteitd. Tamén kirjallisuuskatsauksen tavoitteena on arvioida eri transkriptomiikan

menetelmien soveltuvuutta tdhdn tutkimusasetelmaan.

AV-katkokset ovat joukko sydédmen sdhkdisen impulssin etenemisen héiridité, jotka voivat altistaa
esimerkiksi rytmihdiridille. Néistd ensimmaéisen asteen katkosta on aiemmin pidetty viattomana
hiiriona, ja siksi se on jadnyt tutkimusrintamalla korkeamman asteen katkosten jalkoihin. (Airaksinen
ym. 2016, Kwok ym. 2016.) AV-katkosten ja ohitusleikkauksien vilinen yhteys on jo pitkdén
tunnistettu, mutta pidempikestoisista leikkauksenjélkeisistd AV-katkoksista ei ole juurikaan
tutkimustietoa. Taméntyyppisten katkosten ilmaantumisen syysté tai ennusteesta ei niin ikéén ole
kattavaa késitystd. Syitd on tarkoitus selvittdd edelld mainitun potilasryhmén ohitusleikkauksen
yhteydessa kerétyistd kudosnéytteistd transkriptomiikan keinoin. Tdma kirjallisuuskatsaus on rajattu

yleisimmin kaytdssi oleviin transkriptomiikan menetelmiin.



2 Soluntoiminta

2.1 DNA:nrakenne ja geeniekspressio

Jokainen ihminen koostuu aitotumaisista soluista, eukaryooteista, ja jokaisen eukaryootin tumassa on
tallentuneena koko periméaines DNA- eli deoksiribonukleiinihappomuodossa. DNA on
kaksijuosteinen molekyyli, joka koostuu kahdesta polymeeriketjusta. Polymeeriketjut puolestaan
koostuvat neljésti erilaisesta nukleotidista, joista kdytetddn lyhenteitd A, T, C ja G, ja kaksi tillaista
polymeeriketjua liittyvit toisiinsa vetysidoksin. Jokainen nukleotidi koostuu kahdesta osasta:
fosfaattiosaan liittyneestd deoksiriboosi-sokerista sekd emésosasta, joka voi olla adeniini, tymiini,
sytosiini tai guaniini. Namé nukleotidit muodostavat siis tietynlaisen, jokaiselle ominaisen
emdsjirjestyksen polymeeriketjuun. DNA ei kuitenkaan toimi ainoastaan periméaineksen varastona,
vaan siihen tallentunutta informaatiota kiytetiin myos ohjaamaan solun toimintaa. Néin ollen
informaatiota tulee myds ilmentéi, ekspressoida. Ekspression tuotteena syntyy seké
ribonukleiinihappo- (RNA) ettéd proteiinimolekyylejd. Tiettyd DNA:n pdtkai, joka koodaa tiettya
proteiinia tai RNA-molekyylid, kutsutaan geeniksi ja kaikkea solun siséltimda DNA:ta genomiksi.

(Alberts ym. 2015.)

RNA- ja proteiinimolekyylien valmistus solussa alkaa solun tumassa transkriptioksi kutsutussa
prosessissa, jossa DNA:n emésjérjestyksen perusteella muodostetaan esiaste-RNA-molekyyli. Esiaste-
RNA:ssa on geneettistd informaatiota sisiltiavit osat, eksonit, kuin myds informaatiota sisaltiméattomat
osat, intronit. RNA-molekyylistd on poistettava intronit silmukoimalla. Silmukoinnin yhteydessa
voidaan poistaa my0s osa eksoneista, jolloin samasta geenisti voi syntyd useita erilaisia ldhetti-RNA-
molekyyleja. Silmukoinnin jilkeen RNA kuljetetaan tumasta solulimaan, sytosoliin, ldhetti-RNA-
muodossa. Sytosolissa se voidaan kuljettaa ribosomin pinnalle, jossa siitd valmistetaan proteiini

translaatioksi kutsutussa prosessissa. (Alberts ym. 2015.)

2.2 RNA:nroolisolussa

RNA-molekyyli eroaa DNA-molekyylistd siten, ettd siind sokeriosana toimii riboosisokeri
deoksiriboosin sijaan ja tymiini-eméksen tilalla on urasiili. Toisin kuin DNA:n, RNA:n ei tarvitse
sdilya solussa koko sen elinidn ajan, vaan RNA-molekyylejd massatuotetaan solussa useisiin erilaisiin
tarkoituksiin. RNA-transkripti, eli transkriptiossa tuotettu RNA-molekyyli, voi toimia lukuisissa
tehtivissd, joista kaikkia ei vield tunneta. Tyypillisesti RNA:t jaotellaan proteiinia koodaaviin ja
proteiinia koodaamattomiin RNA-molekyyleihin. Proteiinia koodaava RNA-tyyppi on ldhetti-RNA

(messenger RNA, mRNA), joka vélittdd DNA:sta perdisin olevan geneettisen informaation ribosomille.



Sen sisdltdimén informaation pohjalta syntetisoidaan translaatiossa proteiini. (Alberts ym. 2015.)

Suurinta osaa solun RNA:sta ei kuitenkaan kddnnetd proteiineiksi (Schmauch 2024).

Proteiinia koodaamattomia RNA-molekyylejd ovat esimerkiksi siirtdja-RNA (transfer RNA, tRNA),
ribosomaalinen RNA (ribosomal RNA, TRNA), pitki, ei-koodaava RNA (long noncoding RNA,
IncRNA) sekd mikro-RNA (microRNA, miRNA). Siirtdja-RNA:n tehtdvini on kuljettaa aminohappo
translaatiossa ribosomille. Ribosomi, jonka pinnalla proteiinisynteesi tapahtuu, vuorostaan koostuu
ribosomaalisesta RNA:sta. Pitkd, ei-koodaava RNA (long non-coding RNA, IncRNA) taas sdételee
geeniekspressiota monin tavoin ja mikro-RNA puolestaan osoittaa tiettyji ldhetti-RNA-molekyyleja
hajotettavaksi tai estéd niiden translaation. Kaikkia solussa tietyll4 ajanhetkell4 tai tietyissa
olosuhteissa olevia RNA-molekyyleji kutsutaan transkriptomiksi. Transkriptomi siis kuvastaa solun

toimintaa tietylld ajanhetkelld tai tietyissé olosuhteissa. (Alberts ym. 2015, Raghavachari ym. 2018.)

Solun valmistamat proteiinit vaikuttavat sithen, millainen ilmiasu, fenotyyppi, tietylld solulla on.
Proteiinituotantoon vaikutetaan geeniekspression saételyn keinoin. Geeniekspression sditelylld on
keskeinen rooli esimerkiksi solun erilaistumisessa ja sopeutumisessa ympéristoonsa.
Sadtelymekanismeja on useita. Tuotantoa voidaan sdddelld muun muassa transkription aloituksen
tasolla transkriptiotekijoiden valitykselld, RNA:n silmukoinnissa, mRNA:n kuljetuksessa tumasta
sytoplasmaan seké translaation eston tai translaation jalkeisten proteiiniin tehtdvien muokkausten
kautta. Lisdksi epigeneettinen sdétely vaikuttaa solun fenotyyppiin. Geeniekspression séétely
vaikuttaakin soluihin eri tavalla esimerkiksi sairaustiloissa, ja siksi se on erityisen houkutteleva

tutkimuskohde juuri ladketieteen alalla. (Raghavachari ym. 2018.)
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Kuva 1. Solun proteiinituotannon ensimmaisessa vaiheessa, transkriptiossa, tumassa tuotetaan esiaste-
RNA:ta, joka tdman jalkeen silmukoidaan lahetti-RNA:ksi. Valmis lahetti-RNA kuljetetaan tumasta
solulimaan, jossa siitd valmistetaan ribosomin pinnalla proteiini translaatiossa. Kuva luotu kayttamalla
BioRenderia, https://BioRender.com.



3 Transkriptomiikka

3.1 Johdanto transkriptomiikkaan

Transkriptomiikka on molekyylibiologian ala, joka tutkii RNA-molekyylien tuotantoa soluissa.
Selvittdmallad solun transkriptomi voidaan jaljittda esimerkiksi eri tavalla ilmentyneitd geeneja,
vaihtoehtoisia silmukointitapahtumia, ei-koodaavaa RNA:ta ja muita erilaisia solun séételyyn
vaikuttavia tekijoitd, ja ndma4 taas auttavat ymmartdméain paremmin solun biologisia prosesseja. Solun
transkriptomi heijastaa solun ekspressoimia geenejé tietyissé olosuhteissa ja ajanhetkessé, joten se on
myos altis ulkoisille hdiridille. Tutkimuksissa voidaankin myos selvittdé solun tuottamien transkriptien
ilmentymistasojen muutosta sekd kehityksen aikana ettd myds eri olosuhteissa. (Wang ym. 2009, Abdi
ym. 2024.) Transkriptomin selvittdmiseksi on kehitetty useita menetelmid aina hybridisaatiopohjaisista

sekvenssiperusteisiin (Wang ym. 2009).

Transkripteja on tutkittu jo kauan ennen kuin varsinaisia transkriptomiikan menetelmié on ollut
saatavilla. Tutkimusten tavoitteena oli tunnistaa geenit, jotka aktivoituvat tai vaimenevat eri
olosuhteissa. 1980-luvulla otettiin kiyttoon matalan kapasiteetin Sanger-sekvensointi, jonka avulla
vastin-DNA-kirjastoista pystyttiin poimimaan ja sekvensoimaan satunnaisia transkriptipatkid EST-
kirjastoksi (expressed sequence tag). EST on siis lyhyt nukleotidisekvenssi, joka valmistetaan RNA-
transkriptin pohjalta ja jonka avulla voidaan mairittda aktiivisesti ekspressoituja geenejé tietyssa

kudoksessa tai solutyypissé. (Lowe ym. 2017, Sharma ym. 2025.)

Sangerin sekvensointimenetelmén jélkeen kayttoon tulivat korkeamman kapasiteetin menetelmit,
kuten northern blot -menetelma ja nailonkalvo-mikrosirumenetelma sekd hieman my6hemmin my6s
kvantitatiivinen kdanteiskopiointi -PCR (reverse transcriptase quantitative PCR, RT-qPCR). Myos
EST-menetelmén suosio kasvoi 1990-luvulla, silld sen avulla pystyttiin méérittdiméén organismin
geenisisdltd ilman koko genomin sekvensointia. Nimi menetelmat olivat kuitenkin tydldité ja lisdksi

niiden avulla pystyttiin kerddmééin vain pieni osa transkriptomista. (Lowe ym. 2017.)

Vuonna 1995 kehitettiin yksi ensimmaisistd sekvensointipohjaisista transkriptomiikan menetelmista,
serial analysis of gene expression (SAGE) (Lowe ym. 2017). Se on korkean kapasiteetin
sekvensointimenetelma, jossa yhdistyvét mikrosiruteknologian ja hybridisaation periaatteet.
Menetelmissd mRNA-molekyyleistd eristetddn lyhyitd, muutaman nukleotidin
oligonukleotidisekvensseji, joita kutsutaan SAGE-tdgeiksi, Nima tigit toimivat tunnisteina, joiden
avulla voidaan identifioida solun tuottamien geenien transkriptit. Tégit liitetdén ensin perdkkdin, ja sen
jélkeen ne sekvensoidaan. Néin saadaan selville, mitd geenejé solu ilmentdé kyseiselld hetkelld ja

kuinka paljon. (Sharma ym. 2025.)



1990-luvun puolivilin jalkeen kdytetyimmaiksi teknologiaksi nousi mikrosirutekniikka, joka
mahdollisti ndytteen analysoinnin koko genomin laajuudella. Mikrosirutekniikan jdlkeen suosiota on
saavuttanut RNA-sekvensointi, joka nykyddn onkin kdytetyin analyysimenetelmé. RNA-sekvensointi
mahdollistaa koko genominlaajuisen tarkastelun mukaan lukien mRNA:t, silmukointivariantit seka
pitkét ei-koodaavat RNA:t. Timén ansiosta RNA-sekvensointi tunnistaa eri tavoin ilmentyneet geenit

useista. (Raghavachari ym. 2018.)
3.2 Kayttokohteet

Transkriptomiikalla on monenlaisia kéyttokohteita ja silld onkin paikkansa niin ladketieteessa,
ladketeollisuudessa, bioteknologiassa kuin maatalousteollisuudessakin. Ladketieteen alalla
transkriptomiikasta on apua sairauksien patogeneesin méadrittdmisessd. Sen avulla voidaan esimerkiksi
tunnistaa biomarkkereita, joiden perusteella voidaan pyrkid ennustamaan sairauden kulkua tai havaita

sairaus jo sen oireettomassa vaiheessa. (Abdi ym. 2024.)

Ladketeollisuudessa transkriptomiikkaa kdytetddn mm. ladkkeiden turvallisuusprofiilin arvioinnissa,
ladkkeiden terapeuttisen vasteen arvioinnissa, potentiaalisten lddkevaikutuskohteiden etsinndssé sekd
ladkkeen suunnitellun vaikutuskohteen ulkopuolisten eli off-target-vaikutusten havaitsemisessa.

(Wang ym. 2009, Abdi ym. 2024,)

Bioteknologian alalla transkriptomiikalla sen sijaan on paikkansa esimerkiksi geenien muokkauksessa,
jolloin transkriptomiikan keinoin voidaan selvittdd esimerkiksi tiettyjd sddtelygeeneji ja -reittejd, joilla
potentiaalisesti voisi olla merkitseva rooli geenieditoinnissa. Maatalousteollisuudessa
transkriptomiikkaa voidaan kéyttda esimerkiksi sellaisten geenien etsinnéssa, jotka tekevit kasvista

tuottavamman tai kestivimman. (Abdi ym. 2024.)
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4 Transkriptomiikkamenetelmia

Transkriptomiikan tutkimuksien menetelmid on useita. Tdssd kappaleessa esitellddn nelja erilaista
nykyéén kédytdssd olevaa menetelmai, joista osaan siséltyy hybridisaatiotekniikkaa ja osa on tdysin

sekvenssipohjaisia.
4.1 DNA-mikrosirutekniikka

DNA-mikrosirutekniikka (microarray) on historiallisesti runsaasti kdytetty menetelmad, jonka takia sen
ymmaértiminen on keskeistd modernimpien transkriptomiikan menetelmien ymmartdmisen kannalta.
Menetelmd mahdollistaa koko genominlaajuisen informaation kerddmisen ja sen avulla pystytddnkin
tutkimaan tuhansia geenejd samanaikaisesti. Tekniikkaa hyodyntdmailld voidaan esimerkiksi vertailla
terveen ja sairaan kudoksen vilistd geeniekspressiota tai tunnistaa myos yhden nukleotidin
polymorfismit (single nucleotide polymorphism, SNP) seké havaita kromosomien

kopiolukumuutoksia. (Sharma ym. 2025.)

DNA -mikrosirutekniikan menetelmid on useita. Yhtena esimerkkind on oligonukleotideja siséltava
mikrosiru, johon on kiinnitetty lyhyitéd oligonukleotidikoettimia, jotka ovat komplementaarisia
tutkimuksen kohteena oleville transkripteille. Tutkittavasta solu- tai kudosnéytteestd eristetddn RNA,
joka merkitddn fluoresoivalla vériaineella ja timén jélkeen siirretdén mikrosirulle, jossa
transkriptipatkat pariutuvat niitd vastaavan koettimen kanssa. Tdmain jélkeen siru pestién ja
skannataan laserilla. Vastinpariinsa sitoutuneet koettimet saadaan nihtéville ja geeniekspressio

todetaan fluoresoivan valon intensiteetin perusteella. (Malone ym. 2011.)

DNA-mikrosirutekniikan heikkoutena kuitenkin on, etti se vaatii ennakkotietoa geenin rakenteesta,
jotta koettimet voidaan suunnitella. Tadmén seurauksena erilaiset transkriptin muutokset pienista
alleelitason vaihteluista isompiin muutoksiin saattavat jaddé havaitsematta. (Malone ym. 2011.)
Tyypillisesti etenkin ei-koodaavat RNA:t, joita solun ei tiedetd ilmentévén, jadvit huomaamatta.
Toisaalta on myds havaittu, ettd koettimeen voi sitoutua myds muita kuin haluttuja geenejé, mikéli
niiden sekvenssi tietyssd kohdassa on riittivén yhtenevéinen tutkittavana olevan geenin kanssa. Néin
voi kiyda esimerkiksi sellaisten geenien kohdalla, joilla on perinteisesti useita

silmukointivaihtoehtoja. (Bolon-Canedo ym. 2019.)
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1 ) Solujen ja RNA:n eristys 2 ) RNA muutetaan cDNA:ksi kéddnteiskopioimalla

Terve kudos a
Sairas kudos " o | LLLlLLLLLL

3 ) cDNA siirretaan sirulle, jossa 4 ) cDNA reagoi 5 ) Tulokset luetaan
on valmiina koettimia koettimien kanssa

Geeni ei aktiivinen
kummassakaan solussa

Geeni aktiivinen sairaassa
solussa

Geeni aktiivinen terveessi
solussa

Geeni aktiivinen molemmissa
soluissa

Kuva 2. DNA-mikrosirutekniikan avulla voidaan suorittaa vertailevaa tutkimusta terveen ja sairaan
kudoksen valilla. Ensin kudoksesta eristetdan solut ja taman jalkeen soluista eristetdan RNA. Seuraavaksi
RNA muutetaan cDNA:ksi kaanteiskopioimalla ja merkitaan fluoresoivalla variaineella. cDNA-materiaali
siirretdan mikrosirulle, jossa on valmiina oligonukleotidikoettimia. Koettimet pariutuvat cDNA-juosteiden
kanssa ja tulokset luetaan fluoresoivan valon intensiteettia hyddyntaen. Sairaan ja terveen kudoksen
geeniekspressio nayttaytyy eri varein ja lisaksi pystytdan selvittamaan myos, mita geeneja molemmat
kudokset ekspressoivat yhdessa. Kuva luotu kdyttamalla BioRenderia, https://BioRender.com.

4.2 Bulkki-RNA-sekvensointi

Bulkki-RNA-sekvensoinnin avulla voidaan tarkastella tietyn solupopulaation tai kudoksen geenien
keskiméériistd ilmentymistd hyodyntdmalld uuden sukupolven sekvensointiteknologiaa (Nexz-
Generation Sequencing (NGS)) (Hyeongseon ym. 2023). Kuten DNA-mikrosirutekniikalla, myos
bulkki-RNA-sekvensoinnilla voidaan vertailla terveen ja sairaan kudoksen vilisid eroja (Hegenbarth
ym. 2022). Menetelmai ei kuitenkaan mahdollista yksittdisten solujen geeniekspression analysointia.
(Kalantari-Dehaghi ym. 2026). Bulkkikokeiden tavoitteena on tyypillisesti tunnistaa eri tavoin
ilmentyneitd geenejd eri koeolosuhteiden vélilla (Hyeongseon ym. 2023). Néytemateriaaleina voidaan
kayttdd niin tuorekudosta, parafiinin valettua kudosta kuin jaileikkeitékin, ja yleisesti ottaen

vahdinenkin RNA-mééri on riittdva tulosten aikaansaamiseksi (Hegenbarth ym. 2022).

Bulkkisekvensointia varten RNA eristetdin ensin tutkittavasta solu- tai kudospopulaatiosta. Vaikka
koko transkriptomi onkin mahdollista sekvensoida, on yleensi tapana poistaa kokonais-RNA:sta
ainakin ribosomaaliset RN A-transkriptit, silld ribosomaalinen RNA on soluissa yliedustettuna ja néin
ollen riskind on, ettd se on yliedustettuna myos sekvenssidatassa harvalukuisempien RNA-tyyppien

kustannuksella. Liséksi on kehitetty erilaisia protokollia tiettyjen RNA-tyyppien rikastamiseksi
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niytteistd. Esikdsittelyn jdlkeen RNA kédnteiskopioidaan cDNAksi ja siitid rakennetaan cDNA-
kirjasto sekvensointia varten. Lopuksi kirjasto sekvensoidaan ja tulokset kisitelldan. (Hegenbarth ym.

2022.)

Bulkki-RNA-sekvensointimenetelmien rajoitteena on, ettei niiden tuottamaa tietoa voida kdytdnndssa
yleistéd yksittiisen solun tasolle, silld analyysi perustuu useiden solujen keskiméardiseen
geeniekspressioon. Menetelma ei siis pysty havaitsemaan esimerkiksi syddnkudoksen sisdistd, solujen
vélistd heterogeenisyyttd. Lisdksi RNA:n eristiminen ja mahdolliset niytteenkisittelyvaiheet-altistavat
RNA:n hajoamiselle, silld yksijuosteinen RNA on epédvakaa rakenne. Usein suositellaankin arvioimaan
RNA:n laatua ennen varsinaisen kokeellisen tyon aloitusta. Tdhdn tarkoitukseen yleisimmin kdytetty
tyokalu on RNA-integriteettinumero (RNA integrity number, RIN). (Hegenbarth ym. 2022, Nguyen
ym. 2025.)

4.3 Yksisolu-jatumasekvensointi

Yksisolusekvensointi (Single-cell RNA sequencing, scRNA-seq) mahdollistaa edellé mainituista
menetelmisti poiketen yksittdisen solun koko transkriptomin selvittimisen pelkin kudostason
tarkastelun sijaan. Yksittdisten solujen transkriptomien avulla voidaan muodostaa kuva

solupopulaatiosta kyseisessa niytteessad. (Schmauch 2024.)

Kéytossd on useita erilaisia menetelmid, mutta niille kaikille on yhteisté se, etté ensin solut irrotetaan
ja eristetddn kudoksesta. Tamén jidlkeen edetddn menetelmaistd riippuvien vélivaiheiden kautta, kunnes
lopulta paadytiaan sekvensointiin. (Yuan ym. 2024.) Pisarapohjainen (droplet-based) tekniikka on yksi
yleisesti kiytetty menetelma. Siind yksittdiset solut suljetaan vesipohjaisiin, 6ljyfaasin ympardimiin
pisaroihin. Jokaisen pisaran sisdlld on lisdksi pieni helmi, joka siséltdd joukon yksilollisid tunnisteita;
yleensi mRNA:n poly-A-héntién' sitoutuvan oligonukleotidipitkén, viivakoodeja kirjaston
tunnistamiseen, solun tunnistamiseen seké solun yksittéisten transkriptien tunnistamiseen, joista
viimeistd kutsutaan my6s UMI:ksi (Unique Molecular Identifier). Pisaran sisélld oleva solu hajotetaan,
jolloin mRNA:lle komplementaariset oligonukleotidialukkeet tarttuvat mRNA:n poly-A-héntiin. Ndin
mRNA saadaan tunnistettua ennen kédénteiskopiointia. (Potter 2018, Schmauch 2024.) Seuraavaksi
mRNA kéénteiskopioidaan cDNA:ksi menetelmaésta riippuen joko pisaran sisélld tai sen ulkopuolella.
Helmen siséltdmait tunnisteet sdilyviat cDNA:ssa, koska ne sisdltyvit syntetisoituun juosteeseen.
Seuraavaksi cDNA-fragmentit monistetaan, jotta sekvensointia varten saadaan riittdvésti materiaalia.

Monistamisen jdlkeen materiaali kootaan kirjastoksi, jonka jalkeen se sekvensoidaan NGS-

" Poly(A)-héntd on mRNA:ssa ja IncRNA:ssa oleva RNA:ta stabiloiva nukleotideista koostuva
rakenne, joka liitetddn solussa nidihin RNA- molekyyleihin post-transkriptionaalisesti (Liu ym. 2019).
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menetelmid kéyttden. Lopputuloksena kullekin yksittdiselle solulle saadaan oma transkriptomiprofiili.

(Potter 2018.)

Yksisolusekvensoinnin haasteena on, ettd sen ensimmadiset vaiheet - niytteen valmistelusta solujen
eristimisen kautta RNA:n talteenottoon - ovat herkkid. Solutason muutokset, joihin myos
transkriptionaaliset muutokset sisdltyvét, alkavat heti organismin kuollessa ja syventyvit minuuttien
tai tuntien kuluessa. RNA-synteesi pysédhtyy, miké johtaa havaittavissa olevien transkriptien méaran
vahenemiseen. Lisdksi syntyy erilaisia transkriptionaalisia muutoksia, kuten solun stressivasteisiin
liittyvédd geenien inaktivaatiota, silmukoinnin héiri6itd sekéd kudosspesifistd vaihtelua
mitokondriaalisen RNA:n maardssa. Lisdksi haavoittuvaisimmat solut ajautuvat apoptoosiin. Ndin
ollen yksisolusekvensointi on altis aikaviiveiden aiheuttamille muutoksille. Samankaltaisia ajasta
riippuvaisia muutoksia on raportoitu myo0s eri soluneristysprotokollien vélilld esimerkiksi kédytettyjen
hajotusentsyymien sekd inkubaatioldmpdétilojen osalta. Myo6s solujen ja kudosten sisdisilla
ominaisuuksilla on vaikutusta dissosiaatiovaiheen solukoostumukseen ja néin ollen jatkoanalyysien
tuloksiin. Esimerkiksi fibroblastit ovat luonnostaan adherentteja, eli ne kiinnittyvét tiukasti
kasvualustaansa, mikd vaikeuttaa niiden talteenottoa analyysejd varten. Liséksi suuret solut, kuten
makrofagit ja adiposyytit, voivat puolestaan suodattua pois eristysvaiheessa, eivitké ndin ollen paady
sekvensoitavaksi. Myds luonnostaan lyhytikdiset solut, kuten neutrofiilit, voivat jadda havaitsematta.
On my0s huomioitava, ettd kudoksissa esiintyvit endogeeniset yhdisteet, kuten haimaentsyymit tai

mahahapot, voivat hajottaa soluja ja pilkkoa RNA:ta kisittelyn aikana. (Gulati ym. 2025.)

Yksisolusekvensoinnin sijaan voidaan kayttdd myds tumasekvensointia (single-nuclei RNA
sequencing, snRNA-seq). Se toimii samalla periaatteella kuin yksisolusekvensointi, mutta solujen
sijaan ndytteesta eristetddn tumat. (Schmauch 2024.) Tumasekvensoinnissa voidaan kayttaa
tuorekudosten lisdksi myds jaédleikkeitd. On kuitenkin tdrked huomioida, ettd menetelmén avulla ei
saada tietoa solulimassa sijaitsevista transkripteista, koska ainoastaan tuman sisdinen RNA siirtyy
jatkoanalyyseihin. Myos mitoosin aikainen informaatio menetetaén, silld mitoosin aikana tumakotelo
hajoaa, jolloin tuman sisilto ei endd eriydy selkedsti. (Gulati ym. 2025.) Tumasekvensoinnin etuna
kuitenkin on, ettd tumien eristiminen on kudoksille lempedmpaé (Safabakhsh ym. 2022). Esimerkiksi
Wu ym. (2019) havaitsivat yksisolu- ja tumasekvensointimenetelmid munuaiskudoksessa
vertaillessaan, ettd tumasekvensointi vihensi edelld mainittuja dissosiaatiovaaristymid, kuten
dissosiaation aiheuttaman stressivasteen aikaansaamia transkriptiotason muutoksia. Liséksi he

totesivat, ettd geenien havaitsemisen osalta suorituskyky vastasi yksisolusekvensointia.

On kuitenkin havaittu, ettd niin tumasekvensointi kuin solusekvensointikin ovat alttiita ympardivin
RNA:n kontaminaatiolle (ambient RNA contamination). Esimerkiksi Caglayan ym. (2022) osoittivat

tutkimuksessaan, etti aivojen tumasekvensointiaineistoissa RNA oli joko tumallista tai ei-tumallista
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alkuperdd. Esimerkiksi aiemmin esiteltyd pisarapohjaista menetelmaé kéytettdessd ympérdivdat RNA-
transkriptit voivat myds padtyd saman pisaran sisélle tutkittavan RNA:n kanssa tai toisaalta vallata
kokonaan oman pisaran, jolloin tillainen pisara saatetaan virheellisesti tulkita tuman siséltdvéksi ja
siséllyttdd analyysiin. Ympéroivin RNA:n (ambient RNA) on ajateltu olevan enimmékseen runsaasti
esiintyvistd solutyypeisti perdisin, mikd voi antaa vaarin kédsityksen erityisesti harvinaisempien

solutyyppien kohdalla vaaristden niiden endogeenisté ilmentymisprofiilia.

(1) Naytteen kerays ja solujen eristys (2\) Pisaroiden muodostus @ Solujen hajotus

AN

N s
| / e, Ilf,_______ oy
07 N8 = ""*f = Hajotus ! ; ) :
A ;«-':g{{;{:' | - '
Pisara

G) RNA:n eristys ja f@ Sekvensointi [ 6) Tulosten analysointi
= L d Z s
kirjaston luonti

Ekspressioprofiili

B |  Ekspressioprofill__
= ' sou [N HEERN
h sov2 [N MEEN
= Solu 3...

Solu N | |

Kuva 3. Yksisolusekvensoinnin pisaraperusteista menetelmaa kaytettdessa keratysta kudosnaytteesta
eristetdan ensin solut ja taman jalkeen solut ja tunnistekoodeja sisaltavat helmet ohjataan pisaroihin.
Taman jalkeen solu hajotetaan, jolloin siina olevat RNA-molekyylit hajotetaan ja kdanteiskopioidaan
cDNA:ksi. Helmesta peraisin olevat yksilolliset tunnisteet ovat osana cDNA:ta. Seuraavaksi luodaan
cDNA-kirjasto, joka sekvensoidaan. Tulosten analysoinnissa kaytetaan tietokonepohjaisia
laskentamenetelmia ja lopputuloksena jokaiselle solulle saadaan transkriptomiprofiili. Kuva luotu
kayttamalla BioRenderia, https://BioRender.com.
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4.4 Spatiaalinen transkriptomiikka

Spatiaalinen transkriptomiikka kartoittaa kudoksessa eri puolilla esiintyvdd geeniekspressiota samalla
sdilyttden tiedon solujen alkuperdisestd kudosympéristostd (Zhao ym. 2021). Tadma on tirkedd, silld
yksittdisten solujen erilaistuminen, toiminta seké sdétely ovat sidoksissa niiden vuorovaikutukseen
viereisten solujen ja mikroympariston kanssa. Perinteisessd RNA:n sekvensoinnissa solut irrotetaan
kudoksesta, jolloin spatiaalinen geeniekspressiotieto samalla menetetdéin. Spatiaalisen
transkriptomiikan menetelmin tdmé paikkakohtainen eli spatiaalinen viitekehys onnistutaan
sdilyttdmédn ja ndin ollen saadaan selville sekd kudoksen ilmentdmét geenit ettd geeniekspression

tarkka sijainti kudoksessa. (Nguyen ym. 2025.) Spatiaalista tekniikkaa hyodynnetéén erityisesti
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syopatutkimuksessa ja lddkekehityksessd sekd biomarkkereiden etsimisessid (Robles-Remacho ym.

2023).

Spatiaalisen transkriptomiikan menetelmét voidaan jakaa Nguyen ym. (2025) mukaan kahteen
pailuokkaan: sekvensointipohjaisiin ja kuvantamispohjaisiin menetelmiin. Molemmissa menetelmissi
voidaan kéyttia jadleikkeitd ja kuvantamispohjaisissa my0s tuorekudosta. Kuvantamispohjaisten
menetelmien perustana kdytetddn yleisimmin joko in situ -hybridisaatiopohjaista (ISH) tai in situ -
sekvensointipohjaista (ISS) menetelmai. ISH-pohjaisessa menetelmésséd kudos asetetaan lasialustalle,
jonka ennalta maarityt, komplementaariset fluoresoivat koettimet kiinnittyvat tutkittaviin
transkripteihin, jolloin ne ndhdddn mikroskoopissa valopisteind ja saadaan tieto tietyn transkriptin
sijainnista kudoksessa. Téllaisia hybridisaatiokierroksia voidaan toteuttaa useita perakkédin suuremman
geenimairén profiloimiseksi. Jokainen hybridisaatiokierros kuitenkin lisdd virheiden mahdollisuutta

esimerksiksi koettimien epaspesifisen sitoutumisen takia. (Nguyen ym. 2025.)

ISS-pohjaisissa menetelmissd kudoksen RNA kéénteiskopioidaan alustalla ensin cDNA:ksi, jonka
jélkeen se monistetaan ja ankkuroidaan. Jokainen cDNA-pala jdé kudokseen omalle paikalleen. Témén
jilkeen néytettd sekvensoidaan usein fluoresoivien nukleotidien avulla mikroskooppia apuna kayttéen.
Lopputulokseksi saadaan tieto kudoksen RNA-molekyyleistd yhdessé niiden paikkatiedon kanssa.
(Nguyen ym. 2025.)

Sekvensointipohjaisiakin menetelmié on useita. Niiden perusperiaatteena on se, ettd kudoksen RNA:n
sijainti ndytelasilla merkitdén joko esimerkiksi spatiaalikoodillisella helmella tai kéytetédén suoraan
spatiaalikoodeilla merkittyé lasia. RNA-molekyylit tarttuvat “viivakoodeihin” ja jadvit paikoilleen.
Tamin jalkeen RNA-molekyylit kddnteiskopioidaan cDNA:ksi ja sekvensoidaan. Sekvensointi
mahdollistaa koko transkriptomin profiloinnin ja spatiaalikoodi ilmoittaa RNA:n sijainnin kudoksessa,
vaikka itse sekvensointi ei tapahdukaan endi niytelasilla. Sekvenssi- ja kuvantamispohjaisia

menetelmid voidaan myds yhdistid. (Nguyen ym. 2025.)

Siihen, valitaanko kuvantamispohjainen vai sekvensointipohjainen menetelma, vaikuttaa se, onko
tutkimus hypoteesia testaava vai hypoteesia tuottava. Kuvantamispohjainen menetelma sopii
hypoteesia testaavaan tutkimukseen, koska sopivien koettimien valmistus vaatii etukiteistietoa
kohdegeeneistd. Hypoteesia generoivaan tutkimukseen sen sijaan sopii sekvensointipohjainen
menetelmi. Kuvantamispohjaisten menetelmien etuna on usein suurempi herkkyys seké parempi
resoluutio. Resoluutio kuvaa siis sitd, kuinka tiheésti transkripteja saadaan lasille pinta-alaa kohden.
Tyypillisesti sekvenssipohjaisissa menetelmissd jokainen spatiaalisen koodin siséltdva kohta tai helmi
voi kerdtd RNA:ta useamman solun alueelta. Sekvenssipohjaisissa menetelmissi resoluutio on

kuitenkin parantunut ldhes yhden solun tasolle parhaissa kaupallisissa alustoissa. Liséksi



16

sekvenssipohjaiset menetelmét kattavat koko transkriptomin, kun kuvantamispohjaiset tarkastelevat
vain osia siitd. Kuvantamispohjaisissa menetelmissd on myos huomioitava tavoitteena olevien

profiloitavien geenien maard. (Nguyen ym. 2025.)
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Kuva 4. Seka sekvenssi- ettd kuvantamispohjainen spatiaalisen transkriptomiikan menetelma aloitetaan
kudosnaytteen keruusta. Kuvantamispohjaisessa (tdssa ISH) menetelmassa kudos asetetaan
lasialustalle, jossa on valmiina etukateen maéariteltyja fluoresoivia koettimia. Koettimet sitoutuvat
kohdetranskripteihin, jolloin ne tulevat nakyviin mikroskoopissa valopisteina. Valopisteet kertovat tietyn
transkriptin sijainnista tietyssa kohdassa kudosta. Mikali halutaan profiloida suurempi geenimaara,
voidaan hybridisaatiokierroksia toteuttaa useita perakkain. Sekvenssipohjaisessa menetelmassa taas
kudos asetetaan spatiaalikoodeja sisaltavalle lasille (tassa kuvassa). RNA-molekyylit tarttuvat
spatiaalikoodeihin, jonka jalkeen ne muutetaan cDNA:ksi, luodaan sekvenssikirjasto ja sekvensoidaan
nayte. Taman jalkeen tulokset tulkitaan tietokonepohjaisia laskentamenetelmia apuna hyédyntaen.
Tulokseksi saadaan seka transkriptomiprofiili ettda RNA:n sijainti kudoksessa. Kuva luotu kdyttamalla
BioRenderia, https://BioRender.com.
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5 Pohdinta

5.1 Tutkimuksessa kdytetty aineisto

Transkriptomiikkatutkimukseni kohteena ovat ohitusleikatut potilaat, joille on kehittynyt sydamen
ohitusleikkauksen jalkeen uusi 1. asteen AV-katkos. Niitd potilaita verrataan saman leikkauksen
lapikdyneisiin potilaisiin, joilla ei havaittu pre- eikéd postoperatiivisesti uutta eteis-kammiokatkosta.
Potilailta on kerétty nédytteeksi kudospaloja syddmen oikeasta eteiskorvakkeesta leikkaussalissa ennen
varsinaisen leikkauksen toteuttamista. Kudosnéytteet on kerddmisen jalkeen jaddytetty ja sdilytetty -80

asteen pakkasessa.

AV-katkokset ovat syddmen sdhkdisen johtoratajirjestelmén hairioité, joissa sydédnti tahdistavan
sdhkoimpulssin kulku estyy tai hidastuu joko eteis-kammiosolmukkeessa, Hisin kimpussa tai
johtoradoissa. AV-katkos voi olla pysyva tai tilapdinen ja ne jaetaan kolmeen péétyyppiin;
ensimmadisen, toisen ja kolmannen asteen AV-katkoksiin. (Airaksinen ym. 2016.) AV-katkoksia voivat
aiheuttaa esimerkiksi elektrolyyttihdiriot, tietyt ladkeaineet sekd sydédnleikkaukset. (Airaksinen ym.
2016.) Uusien AV-katkosten postoperatiivisessa kehittymisessd mukana olevia tekijoitd on ajateltu
tutkimusten mukaan olevan mm. kirurgiset traumat, tulehdus, paikallinen kudoksen nestekertyma seki

iskemia. (Clay-Weinfeld ym. 2019.)

Perinteisesti niin syddmen fysiologian kuin patofysiologiankin tutkimuksiin on kiytetty eldinmalleja.
On kuitenkin hyvé huomioida, ettd eldinten ja ihmisten vélilld on niin anatomisia kuin fysiologisiakin
eroja sydan- ja verisuonijirjestelmassi, eikd pelkka eldinmallien hyodyntdminen ole tdysin riittivaa.
Nykyédn kiytossd on myods kantasoluista johdettuja malleja sekd syddnorganoideja (cardiac
organoids). Ndiden ongelmana on se, etteivét ne toimi kolmiulotteisessa mikroymparistossd, jossa
useilla eri solutyypeilld ja kudoksilla on keskiniistd vuorovaikutusta. Ndin ollen ihmiskudos séilyttda

edelleen vahvasti roolinsa sydédnsairauksien tutkimisessa. (Nguyen ym. 2025.)

Myos syddmen johtoratajérjestelmén solujen tutkiminen on perinteisesti ollut haastavaa, ja osittain
siitd syysté johtoratajérjestelméan soluihin liittyvien molekyylimarkkereiden tunnettuus on jaanyt
véhiiseksi. Haasteita aiheuttaa mm. suuri solutyyppien heterogeenisyys ja toisaalta
johtoratajarjestelmin hankala kolmiulotteinen anatomia sekd vaikeudet nididen solujen eristimiseen
myokardiumista. Lisdksi tutkimusta on aiemmin tehty pddasiassa kudostasolla solutason sijaan.
Johtoratajérjestelméin tiettyjen ennalta miéréttyjen osien geeniekspressiota on arvioitu myos
esimerkiksi lasermikrodissektion ja fluoresenssiin perustuvan solulajittelun (FACS) avulla, mutta
ndiden ongelmana on se, ettei niiden avulla pystytd selvittiméan solutyyppien vélisté

heterogeenisyyttd. (Goodyer ym. 2019.)



18

Tamakain tutkimus ei kata varsinaista johtoratajarjestelmid naytteiden ollessa oikeasta
eteiskorvakkeesta. Naytteet ovat perdisin eldvistd ihmisistd, jolloin kudosndytteen ottaminen
johtoratajérjestelmaistd voisi aiheuttaa potilaalle johtumishdirion. Toisaalta eteiskorvakkeet ovat
sikiokehityksen aikaisia jadnteitd, jolla ei ole fysiologista merkitysti kehittyneessd syddmessa, joten
koepalan ottamisesta aiheutuneet vauriot eivit aiheuttane merkittdvaa toiminnallista haittaa
(Airaksinen ym. 2016). On myds havaittu, ettd varsinaisten sydédnlihassolujen, kardiomyosyyttien,
lisdksi myds muut solutyypit voivat vaikuttaa syddmen rytmiin. Lisdksi muun muassa syddmen
rakenteelliset muutokset ja muutokset syddmen autonomisessa hermotuksessa vaikuttavat
rytmihéirididen syntyyn. Immuunisoluilla on tulehdusreaktioiden lisdksi roolinsa myds
sydankudoksen homeostaasin ylldpidossa rauhallisessa vaiheessa. (Xia ym. 2022.) Paljon tutkimusta
onkin tehty oikean eteiskorvakkeiden néytteilld esimerkiksi eteisvarinin yhteydessé (Lamirault ym.

2006, Chiang ym. 2015).

5.2 Transkriptomiikkamenetelman valinnasta

Tutkimuksen tarkoituksena on vertailla uuden AV-katkoksen saaneiden ja kontrollipotilaiden uusia
solutasolla ilmentyvid mekanismeja ja havaita erityyppisid soluja (mm. tulehdussolut, fibroblastit,
sydénlihassolut). Téstd johtuen hybridisaatiopohjaisia menetelmié kaytettdessi haasteena olisi
oikeiden koettimien selvittdiminen. Niin ollen esimerkiksi DNA-mikrosirumenetelma soveltuvuus

tdmén tutkimuksen tarpeisiin on riittdméaton.

Sekvenssipohjaisia menetelmié arvioitaessa bulkki-RNA-sekvensoinnin puutteena on, ettei menetelmi
havaitse kudoksensisdisti heterogeenisyytti eiké niin ollen erityyppisid soluja. Yksisolusekvensointia
ei voida hyddyntdd, koska menetelma edellyttda tuorendytteitd, kun taas tutkimuksessa kaytettavét

kudospalat on siilotty jadleikkeina.

Yksitumasekvensointi puolestaan on mahdollinen menetelméa myos jadndytteille. Sen rajoitteena
kuitenkin on, ettd se kertoo vain tumansiséisisté transkriptomeista. Toisaalta Simonson ym. (2023)
havaitsivat tutkimuksessaan, ettd heidén toteuttamansa yksitumasekvensoinnin ja
yksisolusekvensoinnin vililld oli jonkin verran korrelaatiota seké geenien etté proteiinien
ilmentymisen vililld. Liséksi tumasekvensoinnin avulla voidaan kuitenkin selvittidé edelleen
parhaillaan kdynnissd oleva transkriptio, vaikka sytoplasminen RNA menetetiénkin. Tumassa voi
my0s olla rikastuneena ei-koodaavaa RNA:ta, jolla voi olla esimerkiksi sddtelytehtidvid soluissa. Naita

ei valttdmatta havaittaisi bulkki- tai yksisolusekvensoinnissa. (Ackers-Johnson ym. 2018.)
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Spatiaalisen transkriptomiikan sekvenssipohjaiset menetelmét voisivat myds tulla kyseeseen.
Haasteena on kuitenkin kadytdssé olevien kudospalojen pienuus, jolloin esimerkiksi koko
eteiskorvakkeen rakennetta ei saada hyddynnettyd ja ndin spatiaalisen transkriptomiikan hyoty
menetetddn. Lisdksi heikkoutena on sekvenssipohjaisen menetelmén resoluutio, joka ei
parhaimmillaankaan ylla yhden solun tasolle. Eteiskorvakkeessa on runsaasti erityyppisié soluja, ja
resoluution vuoksi jokainen datapiste kerdisi sekvenssipohjaisissa menetelmissd RNA:ta useamman
solun alueelta, jolloin ei saada solutason tietoa. Kuvantamispohjaiset menetelmait eivét sovellu tdhin
tutkimukseen, silld niissdkin hybridisaatiopohjaisten menetelmien tapaan tulisi pystyd méairitteleméin
halutut koettimet etukdteen. Eri menetelmien hyodyt ja rajoitteet sekd kéytettdvissi oleva
jaéleikeaineisto huomioiden tumasekvensointi vaikuttaisi olevan kayttdkelpoisin menetelma4, silld se

mahdollistaa seké solutason tarkastelun etté eri solutyyppien erittelyn ja havaitsemisen.

5.3 Tumasekvensointimenetelman haasteita tutkimuksen kontekstissa

Tumasekvensoinnin kriittisend osana kiyttokelpoisten tulosten mahdollistamiseksi on tumien
eristiminen, johon on tarjolla useita eri menettelytapoja. Safabakhsh ym. 2022 testasivat
tutkimuksessaan useita eri syddnkudokselle luotuja tumien eristimiseen luotuja protokollia ja
havaitsivat, ettd ne olivat joko liian voimakkaita tai eivét tarpeeksi voimakkaita. Lisdksi néissé
protokollissa oli ongelmana tumien kertyminen ryppdiksi, jolloin yksittdisten tumien saanto jii
viahdisemmaksi. He kokeilivat FACS-menetelmii suodattamaan isompia tumarykelmié ja kahden
tuman pareja, silld erityisesti tumaparien koot saattoivat olla lahelld yksittdisen tuman kokoa ja ndin
ollen sekoittaa analyyseja. He kuitenkin havaitsivat FACS-menetelmén vaurioittavan tumia, jonka he

ajattelivat johtuvan siité, ettd koeprosessi kestia liian pitkédén tai lajittelu aiheuttaa liikaa mekaanista

Onnistunutkaan tumien eristys ei kuitenkaan auta, mikéli RNA:n laatu on heikkoa. Siksipd RIN-arvon
mittausta ennen kokeellisen tyon aloittamista suositellaan. RIN-arvo toisaalta maéritetdén
ribosomaalisesta RNA:sta, eikd siten kerro suoraan tumansisidisen RNA:n laadusta (Schroeder ym.
2006). Tulosten laatua voidaan kuitenkin myds arvioida protokollaa optimoitaessa esimerkiksi
vertaamalla pelletin kokoa saatujen tumien maérdan. Tumien méérén eli tiheyden arviointiin voidaan
kayttdd esimerkiksi laskukammiota (hemocytometer). Tumien laadun arvio taas voidaan suorittaa
mikroskooppiavusteisesti esimerkiksi DAPI-vérjéyksen avulla, jolloin pystytdén arvioimaan
esimerkiksi tumien muotoa, eheyttd ja koon heterogeenisyytti, sekd havaita mahdolliset ryppéait.

(Safabakhsh ym. 2022.)
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Tumasekvensoinnin keinoin ei myoskéin ole mahdollista keréta spatiaalista tietoa. Tadma tutkimus on
kuitenkin luonteeltaan hypoteesia generoiva ja jatkossa voidaankin tehdé uusia tutkimuksia eri

menetelmid hyodyntden spesifejd kysymyksia silmalld pitden.
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