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KASUTATUD LUHENDID

cDNA - komplementaarne (complementary) DNA

EST - ekspresseeruva jirjestuse tunnus (expressed sequence tag)
HMM - varjatud Markovi mudel (Hidden Markov Model)
htSNP - haplotiitipi médidrav SNP (hapotype tagSNP)

kb - tuhat aluspaari (kilobase)

LD - aheldatuse mittetasakaalustatus (linkage disequilibrium)
Mb - miljon aluspaari

miRNA - mikro-RNA (microRNA)

mRNA - informatsiooni (messenger-) RNA

nt - nukleotiid

PCR - poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)
pre-mRNA - eel-mRNA

rRNA - ribosomaalne RNA (ribosomal RNA)

snoRNA - viikese tuumakese RNA (small nucleolar RNA)

SNP - iiksiknukleotiidpoliimorfism (single-nucleotide polymophsim)
snRNA - viike tuuma RNA (small nuclear RNA)

tagSNP - esindav SNP



SISSEJUHATUS

Vaatamata genotiipiseerimise tehnoloogia ja analiiiisimeetodite arengule pole endiselt
komplekstunnuste geenide méédramisel suurt edu saavutatud. Kitsaskohtadeks on
genotiipiseerimise korge hind ja poliimorfismide rohkus inimese genoomis. Edu
tootavad tuua meetodid, mis votavad arvesse informatsiooni haplotiiiibi struktuuri kohta
erinevates genoomi piirkondades. Selle tarvis on kéivitatud laiaulatuslik HapMap
projekt, mille eesmirgiks on inimpopulatsiooni haplotiiiibi struktuuri kindlaks tegemine.
Uuringud on ndidanud, et kromosoomidel olevad poliimorfismid vdivad olla
korreleerunud, moodustades diskreetseid bloki laadseid struktuure, mida kirjanduses on
hakatud kutsuma haplotiiiibi blokkideks. Kiesolevas t60s uuritakse haplotiiiibi blokkide
ja geenide vahelisi seoseid. Kirjandusiilevaates tuuakse iilevaade aheldatuse
mittetasakaalustatuse hindamisest, haplotiiiibi blokkide arvutusmeetoditest ja geenide
annotatsiooni probleemidest. Praktilises osas uuritakse geeni ja eksonite ning haplotiiiibi
blokkide vahelisi seosed. T66 valmis Tartu Ulikooli Molekulaar— ja rakubioloogia

instituudis Bioinformaatika dppetoolis.



I KIRJANDUSE ULEVAADE

1. HAPLOTUUBI BLOKID

1.1 Haplotiiiibid

Haplotiitip on lithend terminist haploidne genotiilip ning tdhistab individuaalset
kromosoomi. Haplotiilip vdib viidata iihele lookusele vOi ka tervele genoomile.
Ulegenoomne haplotiiiip on pool diploidsest genoomist, omades igas lookuses ainult
tihte alleeli. Kitsamas tédhenduses on haplotiilip {iihel kromatiidil asetsevate
poliimorfismide kogum.

Diploidse organismi genotiipiseerimise tulemusel ei saa otseselt médrata haplotiiiipe.
Haplotiiiibi faasi méiramiseks on mitu vdimalust. Uheks voimaluseks on kasutada
laboratoorseid tehnikaid nagu alleelspetsiifiline long-range PCR voi diploid — haploid
konversioon, mille tulemusena eraldatakse kromosoomid tehniliselt (Zhang et al. 2004).
Laboratoorsed meetodid ei sobi laiaulatuslikeks genoomi uuringuteks, kuna on
tehniliselt ndudlikud ning kallid. Teiseks vOimaluseks on kasutada algoritme, mis
ennustavad haplotiilipe genotiipiseerimise andmetelt. Haplotiiiipide miédramise
algoritmid saab jagada kombinatoorikal voi statistikal pShinevateks. Kombinatoorikal
pohinevad meetodid midravad genotiiiibid haplotiiiipidesse, mille pdhjal hinnatakse
haplotiiiipide sagedused. Statistikal podhinevad meetodid hindavad esimesena
haplotiiiipide sagedused ning seejdrel miidratakse iga indiviidi genotiilibile tema

haplotiiiibid (Zhang et al. 2004).

1.2 Aheldatuse mittetasakaalustatus

Aheldatuse mittetasakaalustatus on populatsiooni tasemel erinevates positsioonides
olevate alleelide seotus, mis on tekkinud mitmete geneetiliste faktorite ja populatsioonis
toimunud demograafiliste siindmuste 1dbi (Li er al 2003). Aheldatuse

mittetasakaalustatuse asemel vOib kasutada terminit gameetiline mittetasakaalustatus,



mis vOtab vaatluse alla iihel kromatiidil olevad lookused. Samuti voib kasutada
siinoniitimselt termineid haplotiiiip ja gameet (Hedrick 1987). Tdhtsaimaks aheldatuse
mittetasakaalustatust mojutavaks geneetiliseks faktoriks on rekombinatsioon, mis
vihendab alleelide vahelist seotust. Kahe ldhestikku asetseva lookuse vahel toimuva
rekombinatsiooni tdendosus iihes meioosis on ddrmiselt viike, kuid kui vaadelda koiki
populatsioonis toimunud rekombinatsioone 14bi mitme generatsiooni, siis omab olulist
modju LD mustri kujunemisel (Li ef al. 2003).

Gameetilise mittetasakaalustatuse ulatust saab hinnata mitmete suuruste abil. Lihtsaim
LD modt viljendub jirgnevalt:

Dy =x; = piq; (1)

kus x; on gameedi A A sagedus populatsioonis, p;ja g; on alleelide A, ja

Bjsagedused lookustes A ja B ning p;q;on gameedi A B;teoreetiline sagedus, kui

lookused A ja B pole statistiliselt assotsieerunud (Hedrick 1987).

D’ on normaliseeritud D :

- Dij
D= @)

max

kus D, avaldub jirgnevalt:

D, =min|p,q,, (1~ p)(1-g,)]kui D, <0 voi

D,.. =min|p,(1-g,),(1- p))g, |kui D, >0

Gameetilist mittetasakaalustatust kahe lookuse koikide alleelide vahel saab hinnata

mitmel viisil. Uks voimalus viljendub valemiga:

D=Y YD ()

i=l j=1

kus k ja [ on alleelide arv vastavalt lookustes A ja B. Kuna D, véirtused soltuvad

oluliselt alleelisagedustest, siis D’samuti tugevalt seotud alleelsagedustega.



Vihendamaks seotust alleelsagedustega on loodud mitmeid normaliseeritud
mittetasakaalustuse moote (Hedrick 1987).
Uks selline mddt on standardiseeritud iiksiklookuse heterosiigootususega. Hardy-

Weinbergi homosiigootsus lookuses A, kus on k alleeli on
F, = i pi (4a)
i=1
ning lookuses B, kus on 1 alleeli on
Fy = Z[;qu (4b).
=

Hardy-Weinbergi heterosiigootsus lookuses A on H,=1-F, ja lookuses B
H, =1-F,. Heterosiigootsuse abil standardiseeritud kahelookusese vahelise
assotsiatsiooni moot on D*, mida tdhistatakse ka R. Heterosiigootusega
standardiseeritud aheldatuse mittetasakaalustuse moot véljendub:

D2

HAHB

D* = (5a).

Juhul kui mdlemas lookuses on kaks alleeli, siis valem (5a) avaldub kujul
D2
4p,(1-p)gq,(1—-q,)

k

(5b)

ja D* = 4DU2.. Sellisel juhul on D * vdrdne korrelatsiooni koefitsiendi ruuduga (Hedrick

1987). Kahe lookuse vaheline korrelatsiooni koefitsient avaldub valemiga:
D
¢ =
\/plpz(l_ pU=p,)

kus p, ja p, alleelide sagedused kahes lookuses ning omab védrtuseid vahemikus

nullist {iheni (Franklin er al. 1970). Korrelatsiooni koefitsiendi ruutu tihistatakse
kirjanduses ka r°-ga.

Praktikas kaks enim kasutatavat LD m&otu on D ja r>. Molema vidrtuste skaala on
nullist itheni, kus null viitab aheldatuse puudumisele ning iiks aheldatusele. Mddtude
védrtuste interpreteerimine on pisut erinev. D” véirtus iiks tdhendab, et viikesema

sagedusega alleel esineb iihes haplotiiiibis erandidult ainult iihe alleeliga teisest

lookusest, kui r°> omab viirtus iiks kui molemas lookuses on alleelide sagedused



identsed ja esimese lookuse alleel esineb ainult iihe alleeliga teisest lookusest

(Zondervan et al. 2004).

1.3 Haplotiiiibi blokid

Genoomis olev LD ei ole homogeenne. Korge LD-ga piirkonnad vahelduvad madala
LD-ga piirkondadega. Regioonides, milles on kdrge LD, on madal haplotiilipide
mitmekesisus. Nendes piirkondades on moned erinevad haplotiilibid, mis esinevad
enamikes populatsioonis olevates kromosoomides (Cardon et al. 2003).

Diskreetseid kromosoomi piirkondi, mis on tugevas aheldatuse mittetasakalus ning
milles on madal haplotiiiibi mitmekesisus, nimetatakse haplotiiiibi blokkideks.
Eeldatakse, et kdik blokki kuuluvad poliimorfismide paarid on tugevas aheldatuse
mittetasakaalus ning poliimorfismid, mis ei kuulu blokki, ei ole nendega
mittetasakaalus. Hiipoteesi kohaselt on vastavates kromosoomi regioonides
rekombinatsiooni tdendosus madal ja regioone iimbritsevad piirkonnad, kus on
rekombinatsiooni tdendosus korge. Mitmed uuringud on leidnud selliseid piirkondi
kromosoomides, kus esinevad haplotiiiibi blokid (Cardon et al. 2003).

Kuna haplotiitibi blokid on tihedalt seotud aheldatuse mittetasakaalustatusega, siis on
neid mdjutavad faktorid samad. LD taseme tdus viib haplotiiiibi blokkide tekkimisele
ning langus blokkide lagunemisele. Haplotiitibi blokid vdivad tekkida erinevate
mehhanismide abil. Uheks haplotiiiibi blokkide tekke pdhjuseks on heterogeenne
rekombinatsioon, mille tulemusena tekivad genoomis kdrgema LD-ga alad. Samuti on
populatsiooni ajalugu oluline LD ning haplotiiiibi blokkide mdjutaja. Populatsioonis
toimuvatest protsessidest tdstavad LD taset looduslik valik ja ,,pudelikaela” mehhanism,
mille kdigus tekivad ka haplotiiiibi blokid. Erinevate alleelsagedustega populatsioonide
segunemisel vdib tdusta LD tase populatsioonis. Viimane teeb esivanematelt péritud
konserveerunud segmentide jidlgimise eriti raskeks. Lisaks geneetilistele faktoritele
mojutab ka eksperimendi planeerimine leitud halotiiiibi blokkide asukohti ja struktuure.
Olulisteks mdjutajateks on uuringuks valitud markerite tihedus erinevates genoomi

piirkondades ning nende alleelsagedused populatsioonis (Phillips et al. 2003).



1.3.1 Haplotiiiibi blokkide arvutamise meetodid

Haplotiiiibi blokkide kirjeldamiseks on arendatud mitmeid meetodeid. Eristada voib
kahte ldhenemisviisi. Esimene késitleb haplotiiiibi blokke kui lihtsalt viahese haplotiiiibi
varieeruvusega piirkondi seostamata neid otseselt rekombinatsiooniga (Wall et al.
2003). Teine seostab haplotiiiibi blokid rekombinatsiooniga ning blokkide arvutamise

aluseks kasutatakse lookuste vahelist LD-d (Wall et al. 2003).

1.3.1.1 Madalal haplotiiiipide mitmekesisusel pohinevad meetodid

Meetodi eesmirgiks on leida esindavate SNP-ide kogum, mille abil on vdimalik
kirjeldada kdik sagedasemad haplotiiiibid. Selle saavutamiseks voetakse arvesse koik
blokid, mis sisaldavad iihte v0i enam jérjestikust markerit ning mis vastavad ette antud
kriteeriumitele. Bloki loomise kriteeriumiks voib olla kitsendus, et 80% koikidest
blokki moodustavatest haplotiiiipidest peavad esinema populatsioonis sagedamini kui
5% (Patil et al. 2001). Koikide vdimalike blokkide hulgast valitakse 10plikud blokid,
mis kirjeldavad kdiki peamisi haplotiitipe vihemalt etteantud kitsenduste piires. Lopliku
bloki hulga valimiseks vdib kasutada ahnet algoritmi. Ahne algoritm valib vdimalike
blokkide hulgast pikima bloki ning valitud blokiga kattuvad blokid eemaldatakse.
Protseduuri korratakse seni, kuni ei leidu iihtegi blokki, mis teisega kattuks ja kogu
uuritav piirkond on blokkide ning tagSNP-dega kaetud (Patil ef al. 2001). Efektiivsem
meetod valib  diinaamilise = programmeerimise  algoritmi  abil = v&imalike
kandidaatblokkide hulgast blokke, mis kirjeldavad minimaalse arvu tagSNP-de abil
kogu uuritava piirkonna (Zhang et al. 2002).

Teiseks voimaluseks madala mitmekesisusega piirkondade leidmiseks on kasutada
heterosiigootsuse moodtu. Selleks luuakse koik viiest jirjestikusest SNP-ist koosnevad
kogumid - aknad. Arvestatakse tegelikku ja teoreetilist heterosiigootsust ning igale

/ HET,

teoreetiline °

viiest markerist koosnevale aknale miératakse skoor Sy = HET, kus

tegelik
HET tdhistab heterosiigootsust. Mida vidiksem on skoor, seda madalam on
mitmekesisus. Madala skooriga aknaid pikendatakse vd&i lithendatakse markerite

lisamise v0i eemaldamisega ning leitakse pikimad markerite jirjestused, mille skoor on



voimalikult madal. Saadud akende piirid on haplotiiiibi bloki piirideks (Daly et al.
2001).

1.3.1.2 LD-] pohinevad meetodid

LD-1 pohineva haplotiiiibi bloki moodustavad jirjestikku asetsevad lookused, mille
vahel pole vdimalik tuvastada populatsiooni ajaloos toimunud rekombinatsioone voi
nende vahel on rekombinatsioonide sagedus vidga madal (Gabriel et al. 2002). Iga
lookuse paari vahel leitakse populatsiooni LD usaldusintervallid, mille abil
vihendatakse populatsiooni valimist tulenevaid korvalekaldeid ja genotiipiseerimise
isedrasusest tekkinud ebaméiérasust. Lookuste vahelised D’ véirtused jaotatakse kolme
kategooriasse: tugev LD (ID’l ldheneb {iihele, mis viitab lookuste vahel toimunud
rekombinatsiooni puudumise vOi harvale esinemisele populatsiooni ajaloos), ndork LD
(ID’l on oluliselt madalam {iihest, millest jdreldub, et lookuste vahel on toimunud
populatsiooni ajaloos rekombinatsioon) ning vahepealne/méddramatu LD. Kolmandasse
kategooriasse kuuluvad lookuste paarid, mille LD véértus on nulli ja {ihe vahel vdi mille
usaldusintervallide piirid on ebamééiraselt laiad (Gabriel et al. 2002). Kaks vdi rohkem
lookust moodustavad bloki, kui #ddrmiste lookuste vahel on tugev LD ja bloki
moodustavate lookuste tugevas LD-s olevate paaride osakaal on ndrgas LD-s olevatest

paaridest 19 korda kérgem (Wall er al. 2003).

1.3.1.3 LD-l ja madalal haplotiiiipide mitmekesisusel pohinevad meetodid

Madala mitmekesisusega piirkondadeks loetakse need, milles viie haplotiiiibi sageduste
summa vaadeldavas populatsioonis on vdhemalt 75% ning aheldatuse
mittetasakaalustatus iga regioonis oleva markeri ja regiooni iimbritseva markeri vahel
oleks korgem kui 0,75 (Dawson et al. 2002). Vastavate markerite kogumite (haplotiiiibi
vorkude) leidmist, mis vastaksid nendele tingimustele, alustatakse iihest algusmarkerist,
millele lisatakse markereid juurde. Haplotiiiibi vorgustikus ei pea olema jarjestikused

markerid, kuid voib seada piiranguid vilja jddvate markerite arvu suhtes. Néiteks
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Iopetada uute markerite otsimine, kui vOrgustikku pole sobinud kuus jirjestikust

markerit (Dawson et al. 2002).

1.3.1.4 Nelja gameedi reeglil pohinev meetod

Mitmed haplotiiiibi blokkide definitsioonid ja nende leidmise algoritmid vajavad
eelnevalt méadratud ldvivdartusi. Kui aluseks on voetud markerite vaheline LD, siis
blokki kuuluvate markerite vaheline keskmine D’ védrtus peab iiletama mingi etteantud
védrtuse. Kui blokkide moodustamisel jélgitakse, et blokk sisaldaks minimaalse arvu
markereid, mille abil saab kirjeldada enamuse sagedastest haplotiiiipidest, on samuti
vaja eelnevalt médrata viértused, mille abil otsustada markerite blokki kuuluvus.
Erinevad blokkide definitsioonid, blokkidesse médramise algoritmid ja algoritmide
erinevad parameetrid annavad tulemuseks erinevad haplotiiiibi blokkide mustrid (Wang
et al. 2002). Uheks lihtsaks ja alternatiivseks vdimaluseks on kasutada nelja gameedi
reeglit, mille puhul ei ole lavividirtust ning mille abil saab méérata, kas lookuste vahel
on toimunud rekombinatsioon.

Nelja gameedi reegli puhul eeldatakse, et uuritavates lookustes pole toimunud tagasi
ja/vdi korduvat mutatsiooni. Kahe lookuse A ja B puhul, kus mdlemal on kaks alleeli,
vastavalt A; ja A, ning B; ja B, saab olla ilma nende vahel toimunud
rekombinatsioonita kolm haplotiilipi (n. A;B;, A;B, ja A;B;). Juhul kui leidub neli
haplotiitipi (n. A;Bj, AiB2, A2B; ja A;B,) ning lookuses pole toimunud korduvat
mutatsiooni, siis saab seda pohjustada ainult lookuste vahel toimunud rekombinatsioon
(Wang et al. 2002).

Nelja gameedi testiks nimetatakse lookuste vahelist nelja gameedi reegli kontrollimist.
Haplotiiiibi blokkide leidmiseks m markerist koosnevast kogumist viiakse iga markeri
paari vahel ldbi nelja gameedi test, et leida lookused, mille vahel on toimunud
rekombinatsioon. Haplotiitibi bloki moodustavad jirjestikkused markerid, mille vahel
pole toimunud rekombinatsiooni. Blokkide moodustamist alustatakse uuritava regiooni
alusest nelja gameedi testi tulemuste pdhjal jéarjestikkuste markerite lisamisega. Blokki
lisatakse jdrjest markereid, kuni haplotiiiipide arv ei iileta kolme. Kui joutakse
markerini, mis moodustab neli haplotiiiipi kdigi talle eelnevate markeritega, siis loetakse

see marker uue bloki algusmarkeriks (Wang et al. 2002).
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1.3.2 Haplotiiiipe méiaravad markerid

Kui on méiratud populatsioonis enam levinud haplotiiiibid, saab kindlaks teha, millised
markeritest on taandatavad ning millised olulised assotsiatsiooni uuringuteks.
Informatiivsed markerid on htSNP-d, mille abil saab méédrate haplotiilipe aheldatuse
mittetasakaalus olevates piirkondades (Johnson et al. 2001). Eelnevalt méératud
haplotiiiibi struktuuri teadmine ning haplotiiipe méiédravate markerite valimine
vihendaks genotiipiseerimise kulutusi uuringutes, kus vorreldakse geneetilisi
variatsioone fenotiilibiliste tunnustega. Tdhtsam on asjaolu, et sellise ldhenemise puhul
osalevad uuringus koik  vairatsioonid, mis jddvad haplotiilipi médrava markeri
kirjeldatavasse piirkonda (Johnson et al. 2001).

Informatiivseid SNP-e vdib defineerida mitmeti ning nende leidmiseks on vilja todtatud
mitmeid algoritme. Niiteks tarkvara programmi HapBlock
(http://www.cmb.usc.edu/msms/HapBlock/) on implementeeritud viis erinevat
informatiivsete SNP-ide valiku algoritmi (Zhang et al. 2005). Uheks vdimaluseks on
midrata SNP-id, mis on assotsieerunud teiste genoomis olevate SNP-idega. Teine
ldhenemine piiiiab SNP-ide abil kirjeldada eelnevalt méadratud haplotiiiibi blokke.
Kirjanduses nimetatakse informatiivseid SNP-e tagSNP-ideks voi htSNP-ideks.

LD mdddu 77 abil saab méirata nii tag- kui ka htSNP-e. TagSNP-ide puhul kasutatakse
ahnet algoritmi, mis esimese sammuna leiab SNP-ide kogumid, mille omavaheline r’
viirtus iiletab etteantud nivoo. Uhte gruppi kuuluvad SNP-id ei pea asuma
kromosoomis jirjest, vaid vGivad paikneda vaheliti. Grupi moodustavatest SNP-idest
valitakse iiks, mille keskmine r’viirtus teiste grupi SNP-ide suhtes on kdige korgem
ning see SNP valitakse grupi tagSNP-iks. Poliimorfismide grupeerimist jitkatakse kuni
koik poliimorfismid kuuluvad mingisse gruppi. Grupi vdib moodustada ka tiksik SNP
juhul kui ta ei ole LD-s iihegi teise SNP-iga (Carlson et al. 2004). Haplotiiiibi tagSNP-
ide médramiseks peab eelnevalt méddrama haplotiiiibi blokid. Parima htSNP-ide kogumi
valikul voetakse arvesse SNP-i haplotiiiipide eristamise vdime, optimaalne r* viirtus
teiste blokki moodustavate SNP-ide vahel ning SNP-i asukoht haplotiiiibi blokis (Zhang
et al. 2003).
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2. GEENIDE ANNOTATSIOON

Mitmete organismide genoomid on sekveneeritud. Genoomi jirjestuste hiippelise
kasvuga on oluline to6tada vilja meetodid, mis suudaks nendest jérjestustest leida geene
ning muud olulist informatsiooni. Automaatne geenide ennustamine on keeruline
protsess, mille tarvis tootatakse vilja iiha keerulisemaid algoritme. Hinnanguliselt on
inimese genoomis 30000 geeni, millest 70% on automaatselt ennustatavad (Ashurst et
al. 2003).

Enamus inimese geene on annoteeritud cDNA andmete pohjal. Oluliselt on edendanud
geenide annoteerimist suuremahulised cDNA sekveneerimise programmid nagu
Mammalian Gene Collection (MGC) (Strausberg et al. 1999) Ameerika Uhendriikides
ning RIKEN (http://genome.rtc.riken.go.jp/) Jaapanis. Ligi pooled RefSeq andmebaasis
annoteeritud geenidest périnevad sellistest laiaulatuslikest cDNA sekveneerimise
projektidest. Samas arendatakse ka jérjest paremaid arvutuslikke meetodeid geenide

ennustamiseks.

2.1 Geenide ennustamine

Eukariiootsete organismide valke kodeerivad geenid sisaldavad introneid ja eksoneid.
Eksonid jagunevad nelja klassi: 5’ eksonid, sisemised eksonid, 3’ eksonid ning intronite
vabad eksonid. Neli eksonite klassi jagunevad veel omakorda kaheteistkiimneks
alaklassiks, millel on erinevad statistilised omadused. Iga klassi eksonite ennustamine

on pisut erinev ning vajab erinevat lihenemist (Zhang 1998).

2.1.1 Sisemiste eksonite ennustamine

Sisemiste eksonite ennustamiseks kasutati varasemates algoritmides pre-mRNA
intronites sisalduvaid konsensus jirjestusi, mis moodustavad splaisosoomi RNA
elementidega aluspaaride vahelisi sidemeid ning aitavad lidbi viia splaisingut. Doonor

saidi ehk 5’ splaisingsaidi konsensusjirjestust kirjeldab AGIGURAGU ning aktseptor
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saidi ehk 3’ splaisingsaidi konsensusjirjestust kirjeldab YYYYYYYYYYNCAGIG vbi
vihem konserveerunud jirjestus CURAY (Senapathy er al. 1990). Piarmis ja teistes
madalamates eukariiootides on lithikesed intronid, mille otstega interakteeruvad
splaisingu faktorid ning seovad need. Sellist introni pdhist geeniennustust on kasutatud
moningates algoritmides. Paraku ei ole aga selline ldihenemine piisav, kuna lisaks
konsensusjirjestustele leidub teisi peidetud splaisingu saite.

Selgroogsete genoomis on sisemised eksonid viikesed (keskmiselt 140 aluspaari) ja
intronid suured. 1990. aastal vilja pakutud ja siiani tmberliikkkamata eksoni
definitsiooni mudeli kohaselt seondub eksoniga enne, kui intronid molekulaarselt &ra
tuntakse ja vilja 1digatakse, valguline faktor, mis moodustab iile eksoni silla teiste pre-
mRNA-Ie seostunud valkudega (Robberson et al. 1990). Vastavate faktorite seostumine
pre-mRNA-le on tingitud nukelotiidjirjestusest, mille abil on piilitakse geene ennustada.
Jirjetuse tunnused jaotatakse kaheks: signaalideks ja sisuks. Signaalid on lithikesed cis-
elemendid voi splaisingsaidid ning sisu on ulatuslikumad funktsionaalsed regioonid
nagu eksonid voi intronid. Tunnusele médratakse hinnangu funktsioon, mille abil saab
tunnust iseloomustada. Parimaks hinnangu funktsiooniks on tdeniosus, et jéarjestus s
sisaldab tunnust a - P(a/s). Vastavalt Bayesi vorrandile P(a/s)=P(s/a)P(a)/P(s), kus P(s/a)
on tdendosus, et s sisaldab a-d. Edasiseks moodustatakse proovid, milles on eelnevalt
teada tunnus a ning hinnatakse jarjestust s. Mitmed hinnangud koondatakse iihte skoori,
mis kirjeldab tervet objekti. Geeni ennustamisel leitakse sellised struktuurid, millel on
korgeim skoor. Varieerida saab wuuritavaid tunnuseid, skoori funktsiooni ning
integratsiooni meetodeid. Kui eksoni ennustamise probleem on defineeritud kui
statistiline mustri otsimise probleem, vdib rakendada mitmeid statistilisi vOi masindppe

vahendeid vastavate mustrite leidmiseks (Zhang et al. 2002).

2.1.2 3’ eksonite ennustamine

Geenide 3’ otsa ennustamine on lihtsam kui geeni 5’ otsa ennustamine. Selle pdhjuseks
on asjaolu, et GenBank andmebaaside on paljude mRNAde ja EST jirjestuste 5’ otsad
kirbitud. Eksoni definitsiooni mudelit saab kasutada 3’-eksonite puhul asendades
mudelis 5’-spalising saidi polii(A)-saidiga. Kuna selgoogsete 3’-eksonid on sisemistest

eskonitest pikemad, ulatudes kuni mone tuhande aluspaarini, siis tuleb arvestades 3’-
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eksonite pikkusjaotust. 3’-eksonite splaisingu kdigus moodustavad molekulaarse silla
splaisingu faktor U2AF65 ja polii(A)-saiti dra tundva polii(A)-poliimeraasi
karboniiiilterminuse doméén (Zhang et al. 2002).

EST 3’ jdrjestuste vordlemisel genoomi jirjestusega on leitud mitmeid polii(A) saite.
Mitmed jirjestuse tunnused nagu polii(A) signaal AAUAAA ja G+U rikas sait on
kirjeldatud kuue organismi (pagaripidrm, riis, miilirlook, dddikakérbes, hiir ja inimene)
genoomis ning nende abil on ennustatud polii(A) saite (Tabaska et al. 1999).
Usaldusvédrsemaid geeni 3’ otste jirjestusi saab méédrata mRNA vordlemisel genoomi

jérjestustega.

2.1.2 5’ eksonite ennustamine

Geeni 5° otsa ennustamine on kodige raskem {ilesanne geeni ennustamisel. Selle
pohjuseks on promootorite ja transkriptsiooni algussaidi jérjestuse médramise
keerulisus. Enamus GenBank-is olevatest mRNA-delt saadud cDNA jirjestusi on
kirbitud 5° otsast, sest poordtranskriptaas ei suuda cDNA ahelat alati 16puni siinteesida
(Zhang et al. 2002).

Promootorite aktivatsioon ja transkriptsiooni initsiatsioon on keeruline protsess.
Promootorite iimbruses olev kromatiin viiakse hiiperatsetiileeritud ja lddvestatud
olekusse, jidrgmisena seostub tuum-promootorile initsiatsiooni eelne kompleks.
Transkriptsiooni initsiatsiooni reguleerivad peamiselt transkriptsiooni faktorid, mis
seostuvad promootori ldhedal asuvale regioonile ning esimese introni piirkonda.
Mitmed programmid piitiavad ennustada promootoreid ja translatsiooni algussaite.
Paraku pole nende ennustused veel rahuldaval tasemel.

Sarnaselt 3° eksonite ennustamisega ei suuda enamus programme ennustada tegelikke 5°
eksoneid, vaid 5° kodeerivat jirjestust. 5° kodeeriva jirjesutse ennustamiseks
kasutatakse sisemiste eksonite ennustamisele sarnast lihenemist asendades ostitava 3’
splasingu signaali initsiatsiooni signaaliga, vOttes arvesse translatsiooni initsiatsiooni

konsensusjirjestusi ja arvestades 5’ eksonite pikkuste jaotust (Zhang et al. 2002).
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2.1.3 Introniteta geenide midramine

Introneid mittesisaldavate geenide ennustamise teeb keeruliseks pseudogeenide
olemasolu. Heksameerne kodeerimismdot, perioodiline voi entroopial pdhinev
kodeerimismoot todtavad tohusalt pikkade kodeerivate jirjestuste ennustamisel, kuid
need ei suuda eristada introniteta geeni ja pikka sisemist eksonit. Kuna paljud
pseudogeenid on tekkinud splaisitud geenidest, siis on viga raske eristada neid
introniteta kodeerivatest jarjestustest kui pole teada millest geenist pseudogeen on
tekkinud vodi pseudogeeni pole akumuleerunud nonsens mutatsioonid (Zhang et al.

2002).

2.1.4 Eksonite kokkupanek ja iiksiku transkripti ennustamine

Geeni ennustamismudel annab paremaid tulemusi kui sellesse on kaasatud erinevaid
parameetreid. Splaingsaidi signaalid koos kodeerimist iseloomustavate parameetritega
voimaldavad paremini ennustada splaisingsaite. Eksoneid saab paremini ennustada kui
votta arvesse eksonite paigutust ithes transkriptis. DNA jérjestus geenis pole juhuslik
ning kui kaasata erinevad parameetrid iihte mudelisse, siis vdimaldab see tdpsemalt
ennustada geene.

Esimest ja viimast eksonit on kdige keerulisem ennustada, seetdttu paljud programmid
ennustavad kodeerivat jérjestust defineerides 5° eksoni ATG-GT, sisemise eksoni AG-
GT, 3’ eksoni AG-STOP ning introniteta kodeeriva jirjesutse ATG-STOP. Vihe on
programme, mis piiiavad leida tervet mRNA-d mitte kodeerivaid jérjestusi. Mitte
kodeerivat 5’otsa defineeritakse TSS-ATG ning 3’ otsa STOP-polii(A) (Zhang 2002).
Erinevate fragmentide geeniks kokku liitmiseks kasutatakse diinaamilist
programmeerimist voi HMM’i. Leides kdik voimalikud geenifragmendid ning méiirates
neile skoori, saab diinaamilise programmeerimise abil leida parima skooriga osade
kombinatsiooni. Eelnevalt tuleb fragmentide skoorid optimiseerida, et need oleks
omavahel vorreldavad (Zhang et al. 2002). HMM puhul jagatakse DNA jérjestus eraldi
seisvateks fragmentideks voi olekuteks. Tdenidosust, et alus s on olekus q tidhistame

P(s/q). Ulemineku tdeniosus, et olek g-le jirgneb olek q’ tdhistame T(g/q’). Olekute
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jarjestust tdhistatakse P -ga. Kui tdendiosused P ja T olekute paigutusele

{g,:1=12,..,N} on teada, siis iihine tOendosus olekute jirjestusele on
P(®,S5) = P(s,|q)T(,|9,)P(5,]q,)--T(qy|ax ) P(sy|ay )Py (qy) - Viterbi algoritmi abil

saab leida koige tdenéolisema &, mis viitab optimaalseimale transkriptile (Zhang et al.
2002).

HMM eelis on tema paindlikus, kuna mudelisse on vdimalik lihtsalt liita erinevaid
olekuid nagu intergeensed piirkonnad, promootorid, mitte transleeritavad piirkonnad,
polii(A) ja raami- voi ahelda sdltuvad eksonid ja intronid. Samuti vdéimaldab HMM
lisada olekuid ja iileminekuid, mis vdimaldavad mitmekordseid geene, osalisi geene

ning mdlemal ahelal asuvaid geene itheskoos ennustada.

2.1.5 Sarnasuse skooride kombineerimine

Andmebaasidest otsimise- ja joondamise programmide nagu BLASTX (Gish et al
1993) ja Sim4 (Florea et al. 1998) kasutamine geenide ennustamiseks on olnud
populaarne, kuna varem teada olevate valgu vdi cDNA/EST jérjestuste vordlemine vdib
palju parandada geenide ennustamise tdpsust. Traditsiooniliselt viidi sarnasuste otsing
lébi eraldi geeni ennustusest ning tulemusi kombineeriti kisitsi. Praegu leidub mitmeid
programme, mis teevad seda automaatselt.

Eksonite piiride identifitseerimine on efektiivsem kui geenile leidub lihedane
homoloog, mille vordluse andmeid saab siduda muude parameetritega. Ensembli
andmebaasi poolt kasutatav automaatne geeni annotatsiooni algoritm seob geeni
ennustuse HMMi valgu profiili HMMiga (Pfam) ning viib 1dbi iiheaegselt
geeniennustust ning joondamist (Birney ef al. 2000). Homoloogide kasutamine geeni
ennustuseks eeldab loomulikult vastavate homoloogide leidumist genoomis, on
arvtuslikult raske ning vajab eelnevalt vastava homoloogi piirkonda leidmist. Uldiselt

sarnasuste otsing geeni ennustamisel parandab algoritmide tépsust (Zhang et al. 2002).
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2.1.6 Vordleva genoomika meetodid

Lihedases suguluses olevate genoomide olemasolu vdimaldab 14bi viia genoomide
vordlust. Kui kaks genoomi on hiljuti lahknenud, siis on paljud genoomis sisalduvad
geenid, geenide arv, geenide asetus ning isegi geenide struktuurid korgelt
konserveerunud. Uusi geene on vdimalik leida otseselt genoomide vdordlemisel.
Lihedaste liikide genoomide vordlemisel on vdimalik tuvastada konserveerunud
regulatoorseid piirkondi .(Pennacchio et al. 2001) Seetdttu omab vordlev genoomika
tiahtsat rolli geenide ennustamisel. Selle tarvis on loodud mitmeid programme ning
mitmeid erinevaid strateegiaid.

Geeni ennustamisel on abiks genoomide joondamine. Genoomide vordlemiseks on
loodud visualiseerimise programmid, mis véljastavad kahe vdi enama genoomi
joondatud jirjestused. Joondamise parandamiseks votab niiteks programm WABA
(Kent et al. 2000) arvesse kodeerivate eksonite kolmanda aluspaari vobelust.

Mitmed programmid kasutavad {iildistatud paari HMMi, mille abil on vdimalik
ennustada ortoloogseid aluspaare vastavalt kaksik-HMMile. Erinevalt tavalisest
HMMist loob kaksik-HMM olekute paari, millest iiks iihest teine teisest organismist.
Inimese genoomi vordlemisel  hiire genoomiga on selgunud, et ligi pooled
konserveerunud alad ei asu kodeerivates piirkondades ning need pdhjustavad segadust
algoritmi to0s. Probleemi lahendamiseks on mudelisse lisatud konserveerunud
mittekodeeriv olek. Paraku ei osata seda olekut piisavalt tipselt defineerida ning pole

piisavalt andmeid, millel vastavaid programme treenida (Zhang et al. 2002).
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II PRAKTILINE OSA
TOO EESMARGID

Kiesoleva t60 eesmirgiks on geenide ja eksonite koordinaatide ja haplotiiiibi bloki
koordinaatide vordlemisel selgitada, kas geenid ja eksonid asuvad eelistatud haplotiiiibi

blokkide sees, blokkidest viljas voi juhuslikult.

1. MEETODID

1.1 Katseandmete kirjeldus

To6s on kasutatud HapMap projekti genotiipiseerimise andmeid. Vaatluse all on kahe
erinevat populatsiooni: Nigeeria péritolu populatsiooni Yoruba ja Lidne- ja Pohja
Euroopa piritolu CEPH populatsioon. Modlemad andmed sisaldavad 30 ema-isa-laps
kolmikut, kokku 90 indiviidi (The International HapMap Consortium 2003).

HapMap andmebaasist parinevad andmed:

a) http://www.hapmap.org/genotypes/latest_ncbi_build35/non-redundant/:
genotypes_chrl_CEU.b35.txt.gz (281773 markerit),

genotypes_chrl_YRIL.b35.txt.gz (279637 markerit),

genotypes_chr2_CEU.b35.txt.gz (307541 markerit),

genotypes_chr2_YRI.b35.txt.gz (298646 markerit),

genotypes_chr3_CEU.b35.txt.gz (240283 markerit),

genotypes_chr3_YRI.b35.txt.gz (232846 markerit),

genotypes_chrd_CEU.b35.txt.gz (228604 markerit),

genotypes_chrd_YRI.b35.txt.gz (220582 markerit),

genotypes_chr5_CEU.b35.txt.gz (234026 markerit),

genotypes_chr5_YRI.b35.txt.gz (226865 markerit),

genotypes_chr6_CEU.b35.txt.gz (255354 markerit),

genotypes_chr6_YRI.b35.txt.gz (252062 markerit),

genotypes_chr7_CEU.b35.txt.gz (194065 markerit),

genotypes_chr7_YRIL.b35.txt.gz (188175 markerit),
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genotypes_chr8_CEU.b35.txt.gz (202830 markerit),
genotypes_chr8_YRI.b35.txt.gz (200915 markerit),
genotypes_chr9_CEU.b35.txt.gz (170858 markerit),
genotypes_chr9_YRI.b35.txt.gz (168844 markerit),
genotypes_chr10_CEU.b35.txt.gz (197408 markerit),
genotypes_chr10_YRI.b35.txt.gz (195705 markerit),
genotypes_chrl1_CEU.b35.txt.gz (191161 markerit),
genotypes_chrl1_YRI.b35.txt.gz (184716 markerit),
genotypes_chr12_CEU.b35.txt.gz (180613 markerit),
genotypes_chr12_YRI.b35.txt.gz (178091 markerit),
genotypes_chr13_CEU.b35.txt.gz (148170 markerit),
genotypes_chr13_YRI.b35.txt.gz (147631 markerit),
genotypes_chr14_CEU.b35.txt.gz (116348 markerit),
genotypes_chr14_YRI.b35.txt.gz (112921 markerit),
genotypes_chr15_CEU.b35.txt.gz (100889 markerit),
genotypes_chr15_YRI.b35.txt.gz (97703 markerit),
genotypes_chr16_CEU.b35.txt.gz (102501 markerit),
genotypes_chr16_YRI.b35.txt.gz (98868 markerit),
genotypes_chr17_CEU.b35.txt.gz (83500 markerit),
genotypes_chr17_YRI.b35.txt.gz (80793 markerit),
genotypes_chr18_CEU.b35.txt.gz (112827 markerit),
genotypes_chr18_YRI.b35.txt.gz (110834 markerit),
genotypes_chr19_CEU.b35.txt.gz (51694 markerit),
genotypes_chr19_YRI.b35.txt.gz (49941 markerit),
genotypes_chr20_CEU.b35.txt.gz (114478 markerit),
genotypes_chr20_YRI.b35.txt.gz (111464 markerit),
genotypes_chr21_CEU.b35.txt.gz (46515 markerit),
genotypes_chr21_YRI.b35.txt.gz (46680 markerit),
genotypes_chr22_CEU.b35.txt.gz (51499 markerit),
genotypes_chr22_YRI.b35.txt.gz (52310 markerit).
b) http://www.hapmap.org/genotypes/2005-06_16¢c_phasel/full/non-redundant/:
genotypes_chr22_CEU.txt.gz (19120 markerit),
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genotypes_chr22_YRI.txt.gz (19854 markerit).

¢) http://www.hapmap.org/genotypes/2005-09_phasell_6chrs/non-redundant/:
genotypes_chrl1_CEU.txt.gz (190330 markerit),
genotypes_chrl1_YRI.txt.gz (185258 markerit),
genotypes_chr14_CEU.txt.gz (116616 markerit),
genotypes_chr14_YRI.txt.gz (113177 markerit),
genotypes_chrl5_CEU.txt.gz (100498 markerit),
genotypes_chrl5_YRI.txt.gz (97993 markerit),

genotypes_chr21_CEU.txt.gz (46689 markerit),

genotypes_chr21_YRI.txt.gz (46843 markerit).

Lisaks on t66s vordlusena kasutatud ahne algoritmi (vt. punkt 1.2.1.2) abil arvutatud 21.
kromosoomi haplotiiiibi blokke, diinaamilise programmeerimise algoritmi (vt. punkt
1.3.1.1) abil arvutatud 21. kromosoomi blokke ja 19. kromosoomi haplotiiiibi blokke.
19. kromosoomi haplotiiiibi blokid on arvutatud 10 CEPH perekonna (Dausset et al.
1990) kromosoomide genotiipiseerimise andmetelt (Phillips et al. 2003). Iga sugupuu
sisaldab nelja vanavanemat, kahte vanemat ja kahte jérglast (kokku 80 kromosoomi).

21. kromosoomi haplotiiiibid périnevad 21. kromosoomi haplotiiiibi blokkide
andmebaasist (http://genome.perlegen.com/haplotype/). Haplotiiiibi andmed sisaldavad
20 haploidset kromosoomi, mis esindavad Aafrika, Aasia ja Kaukaasia kromosoome.
Igal kromosoomil on analiitisitud 24047 SNP-i, keskmiselt iiks SNP iga 1300 aluspaari
kohta (Patil et al. 2001).

Toos kasutatud geenide ja eksonite koordinaadid pirinevad Ensembl andmebaasist
http://oct2004.archive.ensembl.org/Multi/martview, mis on vastavuses Homo sapiens
genoomi verisooniga NCBI 34, ja http://feb2006.archive.ensembl.org/Multi/martview,
mis on vastavuses Homo sapiens genoomi verisooniga NCBI 35. Uuringusse on
kaasatud koik Endsembli andmebaasi geenid ja eksonid. Nende hulgas on
pseudogeenid, RNA geenid ja valke kodeerivaid geenid.

HapMap andmed a on vastavuses genoomi verisooniga NCBI 35, HapMap andmed b ja
¢ genoomi verisooniga NCBI 34. Diinaamilise programmeerimise ja ahne algoritmi abil
arvutatud blokid viisime vastavusse genoomi versiooniga NCBI 34. Sellest tulenevalt

vordlesime edasises t00s HapMap andmete a pdhjal arvutatud haplotiiiibi blokke
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geenidega ja eksonitega, mis péarinevad andmebaasist
http://feb2006.archive.ensembl.org/Multi/martview, koiki iilejadnud haplotiiiibi blokke
geenidega ja eksonitega, mis péarinevad andmebaasist

http://feb2006.archive.ensembl.org/Multi/martview.

1.2 Kasutatud programmide Kirjeldus

21. kromosoomi haplotiiiibi blokkide koordinaatide viimiseks geeni piiridega iihtsesse
koordinaatsiisteemi kasutasime programmi GenomeTester 1.1, mis leiab etteantud
nukleotiidse jérjestuse koordinaadid genoomis. Andmebaasis
(http://genome.perlegen.com/haplotype/) on haplotiitibi blokkide koordinaadid esitatud
kontiigide NT_002836, NT_00135, NT_003545 ja NT_002835 positsioonidena.
Genoomi koordinaatide leidmiseks vordlesime GenomeTester-i abil SNP-i timbritsevat
kontiigi jirjestust genoomi jirjestustega.

Hapmap projekti genotiipiseerimise andmetest haplotiiiibi blokkide arvutamiseks
kasutasime programmi Haploview 3.2
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/download.php). Blokke arvutasime LD-1
pohineval meetodil (vt. punkt 1.3.1.2) ja nelja gameedi reeglil pdhineval meetodil (vt.
punkt 1.3.1.4.) kasutades Haploview vaikeparameetreid.

Too kidigus valmisid programmid Programml ja Programm?2. Programml
sisendandmeteks on haplotiitibi blokkide alg- ja 16ppkoordinaadid (joonis 1).
Haplotiiiibi bloki koordinaatidena kisitletakse blokki kuuluva esimese ja viimase SNP-i
koordinaate. Programm1 viljastab haplotiiiibi blokkide pikkuste ja haplotiitibi blokkide
vahelise kauguse jaotuse tuues vilja vastava pikkusega blokkide arvu ning
kumulatiivvéirtuse kdigi blokkide hulgas.

Programm?2 genereerib juhuslikke haplotiiiibi blokke ja vordleb haplotiiiibi blokkide
geenide/eksonite koordinaatide. Programm?2 sisendandmeteks on haplotiiiibi blokkide
algus- ja loppkoordinaadid, geenide v0i eksonite algus- ja Idppkoordinaadid,
Programm1 poolt véljastatud haplotiitibi blokkide pikkuste jaotus ja bloki vaheliste

kauguste jaotus.
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paplowitibl bloklide  pikkuste  ja haplotiiiibi blokkide
ProgrammI: okkide vaheliste kauguste jaotuste koordinaadid
genereerimine.
A 4
1. Haplotiitibi bloki pikkuste jaotuse
Programm2: ja bloki vaheliste kauguste jaotuse
alusel juhuslike blokkide
genereerimine.
¢ geenide/eksonite
2. Geenide/eksonite  koordinaatide koordinaadid
vordlemine etteantud tegelike
blokkide ja eeldatavate blokkide
koordinaatide. haplotiiiibi blokkide
¢ koordinaadid
3. Tegelike ja eeldatavate suuruste
vordlemine Fisheri tdpse testi abil.

Joonis 1. Programm1 ja Programm?2 t606 etapid.

Programm?2 t66 jaotub kolme etappi (joonis 1). Esimeses etapis genereeritakse
juhuslikud haplotiiiibi blokid, mille pikkuste jaotus vastab etteantud tegelike blokkide
pikkuste ja blokkide vaheliste kauguste jaotusele. Teises etapis vorreldakse geeni algus
ja 1opp koordinaatide tegelike haplotiiiibi blokkide ja juhuslike haplotiiiibi blokkide
koordinaatidega. Programm?2 loendab juhte, kus geeni algus- ja 10ppkoordinaat
paiknevad sama haplotiiiibi bloki sees (joonis 2). Koiki iilejddnud paiknemise juhte

kasitletakse kui loendatu vastandit.

HAPLOTUUBI BLOKK

GEEN/EXON

Joonis 2. Programm 2 poolt loendatud geeni koordinaatide asetus haplotiiiibi bloki
piiride suhtes. Must kahekordne joon tihistab kromosoomi. Ristkiiliku kiiljed viitavad

algus- ja 16ppkoordinaatidele.
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Programm?2 kasutab juhuslike blokkide tulemuste ja tegelike blokkide tulemuste
vordlemiseks Fisheri tipset testi. Fisheri tipse testi abil saab médrata iga erineva kaks
korda kaks sagedustabeli (tabel 1) saamise tdendosuse vastavate ridade ja tulpade
summade korral. Iga konkreetse tabeli seisu saamise tdendosus on véljendatav
hiipergeomeetrilise jaotusega ning arvutakse valemiga

(a+b)(c+d)a+c)(b+d)
nlalb'cd! '

Andmete vordlemisel viisime ldbi kahepoolse hiipoteesi kontrolli. Statistiliseks

oluliseks lugesime p-viirtust, mis on vdiksem kui 0,001.

Tabel 1. Andmete esitamine kaks korda kaks sagedustabelis.

Tegelikud Juhuslikud
haplotiiiibi haplotiiiibi Kokku
blokid blokid
Geen vo6i ekson
a b a+b
haplotiiiibi bloki sees
Geen vo6i ekson
c d c+d
haplotiiiibi blokist viljas
Kokku a+c b+d n=a+b+c+d

2. TULEMUSED

2.1 Haplotiiiibi blokkide kirjeldus

Lihema vaatluse all on 1. kuni 22. kromosoomi haplotiiiibi blokid, mis on arvutatud
kahe erineva algoritmiga HapMap a andmetelt (vt. punkt IT 1.1). Haplotiiiibi blokke
iseloomutavad nende pikkused, omavaheline kaugus ja kogu arv. Joonisel 3 on vilja
toodud 22 kromosoomi haplotiiiibi blokkide ja nende vaheliste kauguste kumulatiivsed

ja uldised sagedused.
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Erinevate blokiarvutusmeetodite poolt leitud blokkide pikkuste jaotused on erinevad.
LD-1 p6hinev meetod (vt. punkt 1.3.1.2) tuvastab nelja gameedi reegli meetodist (vt.
punkt 1.3.1.4.) pikemaid blokke. Liihikeste, kuni iiks kb, blokkide osakaal on LD-1
pohinevatel blokkidel vidiksem kui nelja gameedi reegli blokkidel (tabel 2). Erinevalt
jaotuvad ka blokkide vahelised kaugused. LD-1 pohinevate blokkide vahelised kaugused
on pikemad kui nelja gameedi reegli meetodil arvutatud blokkide vahelised kaugused.

Blokkide pikkus ja blokivaheliste kauguste jaotus pole erinevates populatsioonides
sama. T60s on vaatluse all kaks populatsiooni: Nigeeria péritolu populatsioonis Yoruba
ja Lé#ne- ja Pohja Euroopa piritolu CEPH. Nigeeria populatsioonis on lithemate
blokkide osakaal suurem kui Euroopa péritolu populatsioonis. T60s kasutatud bloki
arvutamise algoritmid leidsid Yoruba populatsioonis rohkem haplotiiiibi blokke kui

CEPH populatsioonis (tabel 2).

Tabel 2. Erinevate populatsioonide genotiipiseerimise andmetelt kahe algoritmidega
arvutad haplotiiiibi blokkide ja blokkide vaheliste kauguste erinevused. Blokkide arv on
saadud summeerides 1. kuni 22. kromosoomi haplotiiiibi blokid. CEU viitab CEPH
populatsioonile, YRI Yoruba populatsioonile. GAB tihendab LD-I pdhinevat blokkide
arvutamise meetodit (vt. punkt 1.3.1.2) ning GAM nelja gameedi reegli meetodit (vt.

punkt 1.3.1.4.).

CEU YRI
GAB GAM GAB GAM
blokkide arv 132662 | 249308 196857 | 361512
kuni 1 kb pikkuste blokkide osakaal 19,2% 18,2% 28,0% 24.,4%
95 % blokkidest jdab alla 60 kb 30 kb 29 kb 18 kb
kuni 1 kb pikkuste vahede osakaal 28,2% 44.9% 23,6% 48,1%
95% vahedest jdab alla 14 kb 7 kb 19 kb 6 kb
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Joonis 3. Haplotiiiibi blokkide ja nende vaheliste kauguste jaotused. CEU viitab CEPH
populatsioonile, YRI Yoruba populatsioonile. GAB tdhendab LD-I pdhinevat blokkide
arvutamise meetodit (vt. punkt 1.3.1.2) ning GAM nelja gameedi reegli meetodit (vt.
punkt 1.3.1.4.). Sagedused on saadud vastava pikkusega blokkide v&i vahede arvu
jagamisel koikide blokkide v&i vahede arvuga. Kumulatiivsagedus saadakse vastava

pikkusega bloki voi vahe sageduse ja kodikide temast lihemate blokkide voi vahede

sageduste summaga.
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2.2 Geenide ja eksonite kirjeldus

To66s on vaatluse all 1. kuni 22. kromosoomi geenid ja eksonid. Kromosoomid erinevad
geenide ja eksonite arvu, tiheduse ning katvuse poolest. Kromosoome iseloomustavad

arvulised viirtused on vilja toodud tabelis 3 ja tabelis 4.

Tabel 3. Kiesolevas t66s uuritud kromosoomide pikkused, geenide ja SNP-ide arvud.
(http://feb2006.archive.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html). Teadaolevaid valke
kodeerivad geenid on geenid, mis on kaardistatud ning mille valguline produkt on teada
ning on kantud avalikesse andmebaasidesse. Ennustatud valke kodeerivad geenid on

geenid, mida ei ole vdimalik tédieliku kindlusega kromosoomile kaardistada.

s .| EF
SN 15 - I T I IR IR I I
:& i% = =]

1 245,5 2062 140 152 40 52 187 88 92 799984
2 243,0 1295 164 144 14 24 118 45 73 765356
3 199,5 1076 66 139 19 22 93 37 67 640775
4 1914 762 90 110 9 13 86 19 58 659079
5 180,9 867 86 117 14 22 75 22 70 584533
6 171,0 1070 69 137 8 17 85 30 57 663380
7 158,6 957 133 111 24 14 66 35 63 551352
8 146,3 710 72 66 11 14 63 23 39 490444
9 138,4 802 91 79 32 10 44 23 48 509422
10 135.4 7 79 62 4 17 68 9 45 518949
11 134,5 1294 89 104 21 19 56 63 48 506846
12 132,4 1022 63 93 14 15 81 26 66 471782
13 114,1 334 53 58 16 9 30 15 34 364926
14 106,4 651 60 85 32 14 46 59 39 298796
15 100,3 610 89 75 11 6 48 145 35 283822
16 88,8 864 83 48 5 13 42 20 31 323251
17 78,8 1129 92 63 26 10 48 45 52 258192
18 76,1 278 35 40 8 5 43 16 21 268402
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Tabel 3. (jiarg). Kédesolevas t60s uuritud kromosoomide pikkused, geenide ja SNP-ide
arvud. (http://feb2006.archive.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html). Teadaolevaid
valke kodeerivad geenid on geenid, mis on kaardistatud ning mille valguline produkt on
teada ning on kantud avalikesse andmebaasidesse. Ennustatud valke kodeerivad geenid

on geenid, mida ei ole voimalik tdieliku kindlusega kromosoomile kaardistada.

< <

o 1
= = =2 Fm| & 5
= =~ (LI} (-] e 2 =]
S = =] 1] = =]
s | g |§ze|EzE|l 2 |2 | 2| 2| & | 2 | ¢
2 | 2 |22zl 2z| = z | £ 1z | 2|2 | 3
: | = |F2:|FzEl B | 7 > | £ | %
= | = | §=| £ ® 2

=7 =7
19 63,8 1365 83 45 24 6 16 17 18 208635
20 62,4 583 36 40 8 33 23 34 290207
21 46,9 247 20 31 8 3 10 5 6 149536
22 49,6 483 59 32 10 2 20 12 20 186404

Geenide ja eksonite arv ja nende suhteline tihedus miljoni aluspaari kohta varieerub
kromosoomide vahel. Geenide arv ja geenide tihedus pole otseselt seotud kromosoomi
pikkusega. Kdige rohkem geene ja eksoneid leidub 1. ja kdige vihem 21. kromosoomil
(tabel 3). Kuigi 1. kromosoom on kdige pikem ning 21. kromosoom kdige lithem, pole
1. kromosoomi geenide tihedus kdige suurem ning 21. kromosoomi geenide tihedus
koige viiksem. Korge suhtelise tihedusega on 19., 17. ja 22. kromosoom ning madala
tihedusega 13., 18. ja 4. kromosoomil (tabel 4). Geenide jarjestused moodustavad koige
suurema osa kromosoomi jérjestusest 17., 22. ja 19. kromosoomil ning kdige viiksema
osa 4., 5. ja 8. kromosoomil (tabel 4). Eksonid moodustavad kromosoomi iildjédrjestusest
kdige suurema osa 19. 17. ja 22. kromosoomil ning kdige vidiksema osa 13., 4., ja 18.

kromosoomil (tabel 4).
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Tabel 4. Geenide ja eksonite katvus ja tihedus miljoni aluspaari kohta. Katvuse
saamiseks jagasime kromosoomi aluspaaride arvu geene vOi eksoneid moodustavate
aluspaaride arvuga. Geenide ja eksonite arvu miljoni aluspaari kohta saime kromosoomi

kromosoomil olevate geenide vdi eksonite arvu jagamisel kromosoomi pikkusega.

Geenid Eksonid
kromosoom Geene 1 Mb Eksoneid 1
katvus katvus
kohta Mb kohta

1 0,40 11,46 0,04 146,24
2 0,37 7,72 0,03 106,16
3 0,39 7,61 0,02 102,27
4 0,32 5,99 0,02 66,48
5 0,32 7,04 0,02 80,35
6 0,37 8,61 0,03 105,92
7 0,44 8,85 0,03 107,98
8 0,32 6,82 0,02 77,33
9 0,33 8,16 0,03 107,15
10 0,44 7,84 0,03 122,21
11 0,40 12,59 0,04 140,61
12 0,40 10,42 0,03 138,19
13 0,34 4,81 0,02 54,93
14 0,41 9,27 0,03 110,89
15 0,45 10,16 0,03 120,19
16 0,40 12,45 0,04 162,96
17 0,54 18,59 0,06 255,98
18 0,33 5,86 0,02 70,37
19 0,50 24,67 0,07 301,13
20 0,39 12,24 0,04 166,67
21 0,33 7,04 0,03 85,46
22 0,52 12,86 0,06 160,08

Ule 95% eksonitest on alla tuhande aluspaari pikad, samal ajal moodustavad alla
tuhande aluspaari pikkused geenid 41,2% koikidest geenidest. 95% koikidest geenidest
jaavad alla 150 kb. Geenide vahelised kaugused varieeruvad palju. Kdige sagedasem
geenide vaheline kaugus jddb alla 1 kb, kuid see moodusta vaid 11,8% koikidest

kaugustest. Eksonid asuvad kromosoomis kontsentreeritumalt. 95% eksonitest pole
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tiksteisest kaugemal kui 26 kb. Geenide ja eksonite pikkuste ja nende vaheliste kauguste

jaotused on vilja toodud joonisel 4.

1. - 22. kronosooni geenide ja eskonite pikkuste sagedused

091
_ 081
2 077
§0 06
2 051
P
03
02 1
01
0+ : : —_— —_— —_— —_— —_—
0.1 1.2 2.3 3.4 4.5 5.6 6.7 7.8 8.9 9.10 10..11
pikkus (kb)
B eksonite pikkused B geenide pikkised
1. - 22. kronwsoomni geenide ja eskonite vaheliste kauguste kunmilatiivsagedused
1
081
g
£ 06
g
E 04
021 /
0
o o o o o o o
PRBYR8RES3°RBIBEREEESNRSGBRRES
kaugis (kb)
| — eksonite vahelised kaugused —— geenide vahelised kaugused|

Joonis 4. Geenide ja eksonite pikkuste ning geenide vaheliste ja eksonite vaheliste
kauguste jaotused. Sagedused on saadud vastava pikkusega geenide vdi eksonite arvu
jagamisel koikide geenide vOi eksonite arvuga. Kumulatiivsagedus saadakse vastava
pikkusega geeni vOi eksoni sageduse ja koikide temast liihemate geenide voi eksonite

sageduste summaga.

2.3 Haplotiiiibi blokkide, geenide ja eksonite koordinaatide vordlus

Toos vordlesime haplotiiiibi blokkide koordinaate geenide ja eksonite koordinaatidega
ning juhuslikult kromosoomile asetatud haplotiiiibi blokkide koordinaate geenide ja

eksonite koordinaatidega. Saadud tegelike ja juhuslike blokkide tulemusi vordlesime
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Fisheri tdpse testi abil. Statistiliselt oluliseks lugesime tulemust, mille p-viirtus oli
viiksem kui 0,001. HapMap andmebaasist a (vt. punkt II 1.1) périnevate
genotiipiseerimise andmete pohjal arvutatud haplotiiiibi blokkidega 1dbi viidud katse

tulemused on tabelis 5.

Tabel 5. Tegelike haplotiiiibi blokkide ja geenide/eksonite koordinaatide ning juhuslike
haplotiiiibi blokkide ja geenide/eksonite koordinaatide vordlustulemuste suhe. Suhte
védrtus iiks viitab, et geene ja eksoneid asub tegelikes ja eeldatavates haplotiiiibi
blokkides vordselt. Uhest viiksema viirtuse korral on geene ja eksoneid tegelikes
haplotiiiibi blokkides vihem kui eeldatavates blokkides. Uhest suurema viirtuse korral
on geene ja eksoneid tegelikes haplotiiiibi blokkides rohkem kui eeldatavates blokkides.
CEU tdhistab CEPH populatsiooni, YRI Yoruba populatsiooni. GAB tidhistab LD-1
pohinevat blokkide arvutamise meetodit ning GAM nelja gameedi reegli meetodit.
Sinise ja punase kirjaga on vilja toodud statistiliselt olulised erinevused. Statistiliselt
oluliseks loeme p-viirtusi, mis on viiksemad kui 0,001. Sinine tdhistab olukorda, kus
geenide voi eksonite arv tegelikes haplotiilibi blokkides on suurem kui eeldatavates
blokkides. Punane tihistab olukorda, kus geene vGi eksoneid on tegelikes haplotiiiibi

blokkides vihem kui eeldatavates blokkides.

Eksonid Geenid
kromosoom CEU YRI CEU YRI
GAB GAM GAB GAM GAB GAM GAB GAM
1 1,00 1,01 1,01 1,02 0,98 1,01 0,91 1,01
2 1,02 1,01 1,00 1,03 1,00 1,07 1,00 1,04
3 0,97 1,01 1,02 1,02 1,12 1,04 1,09 1,08
4 1,00 1,01 1,02 1,03 0,99 0,96 0,96 0,98
5 0,99 1,01 0,99 1,00 1,06 1,03 1,00 1,01
6 1,00 1,02 1,06 1,05 1,00 1,04 1,02 1,02
7 0,92 1,01 0,93 1,02 0,98 1,02 1,02 1,01
8 0,96 0,98 0,93 0,99 0,99 0,98 0,97 0,97
9 1,00 0,99 1,00 1,02 1,05 0,96 0,92 0,96
10 0,96 1,01 1,00 1,05 1,01 0,99 1,10 1,08
11 0,97 0,99 0,96 1,01 1,02 1,00 0,97 1,04
12 0,99 1,02 0,98 1,01 1,03 1,04 0,94 1,01
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Tabel 5. (jiatk). Tegelike haplotiiiibi blokkide ja geenide/eksonite koordinaatide ning

juhuslike haplotiiiibi blokkide ja geenide/eksonite koordinaatide vordlustulemuste

suhe.
Eksonid Geenid
kromosoom CEU YRI CEU YRI
GAB GAM GAB GAM GAB GAM GAB GAM

13 1,03 1,03 1,04 1,05 1,10 1,01 0,96 1,01
14 0,97 1,01 0,97 1,01 0,97 0,96 0,91 1,02
15 1,10 1,05 1,05 1,04 1,03 1,03 1,02 0,98
16 0,98 1,00 1,00 1,00 1,02 1,06 1,10 1,07
17 0,99 1,02 0,99 1,02 1,00 0,98 0,96 0,96
18 1,01 1,02 1,03 1,04 1,06 1,02 0,97 0,95
19 0,95 0,99 0,91 0,97 0,83 0,92 0,78 0,89
20 1,00 0,99 0,95 0,99 1,05 1,02 1,00 1,04
21 0,96 1,01 0,95 1,00 1,05 0,97 1,05 1,08
22 1,07 1,05 1,04 1,02 0,99 0,96 1,04 1,02

Summaarne 0,991 1,010 0,993 1,018 1,009 1,009 0,980 1,011

Katse tulemused, mis on 1ibi viidud HapMap b ja ¢ andmetelt (vt. punkt II 1.1) leitud

haplotiiiibi blokkidega ja ahne

arvutatud haplotiiiibi blokkidega, toetasid tabelis 5 olevaid tulemusi.

ja diinaamilise programmeerimise algoritmi abil
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ARUTELU

Blokkide arvutamiseks vajalikud genotiipiseerimise andmed périnevad HapMap
projektist. Uuritud on kahte populatsiooni: Nigeeria péritolu populatsiooni Yoruba ja
Lidne- ja Pohja Euroopa piritolu populatsioon CEPH. Molemast populatsioonist on
vaatluse all 22 kromosoomi. Lisaks on td6s kasutatud 21. kromosoomi haplotiiiibi
blokke, mis pidrinevad 21. kromosoomi haplotiiiibi blokkide andmebaasist
(http://genome.perlegen.com/haplotype/). HapMap andmete pdhjal arvutasime
haplotiiiibi blokid kahel meetodil: LD-I pohinev meetodil (vt. punkt 1.3.1.2) ja nelja
gameedi reegli meetodil (vt. punkt 1.3.1.4.). Haplotiiiibi blokkide pikkuste jaotusest
viitas, et Euroopa péritolu haplotiiiibi blokid olid pikemad Aafrika piritolu blokkidest,
mis on kooskdlas eelnevate uuringutega (Gabriel et al. 2002). Lisaks on t66s kasutatud
diinaamilise programmeerimise algoritmiga(vt. punkt 1.3.1.1) arvutatud 19. ja 21.
kromosoomi blokke ning ahne algoritmiga (vt. punkt 1.2.1.2) 21. kromosoomi blokke.
LD-1 pdhineval meetodil, nelja gameedi reegli meetodil ning madalal haplotiitipide
mitmekesisusel pohinevate algoritmidega leitud haplotiiiibi blokkide koordinaatide ja
geeni koordinaatide vordlemisel ei saa viita, et haplotiilibi blokkide ja geenide asukoht
genoomis oleksid omavahel seotud. Geenide koordinaadid asuvad vordselt juhuslikult
genereeritud blokkide koordinaatide ja tegelike blokkide koordinaatide vahel. Erandiks
on 19. ja 1. kromosoom, mille puhul geenid paiknesid harvemini blokkide sees ja 3.
kromosoomi, mille puhul geenid paiknesid sagedamini haplotiiiibi blokkide sees.
Edasises uuringus voiks vaadelda kitsamaid kromosoomi piirkondi, et selgitada 1., 3. ja
19. kromosoomi ja erinevust iilejadnud kromosoomidest.

Eksonite ja LD-1 pdhineva Gabrieli meetodiga leidud haplotiiiibi blokkide vordlemisel
olid eksonid harvemini blokkide sees kui vordluses eeldatavate blokkiga. Nelja gameedi
reegli meetodi blokkide ja eksonite vordlusel olid eksonid eelistatult blokkide sees.
Kuigi tulemused olid mdlema meetodi puhul statistiliselt olulised, on raske teha antud
tulemustest bioloogilist sisu omavaid jdreldusi, sest ithe meetodi puhul on eksonid
eelistatult blokkide sees, teise puhul blokkidest viljas voi blokkide piiriga iilekattes.
Samuti on suhteline erinevus tegelike ja juhuslike tulemuste vahel madal, jdiddes alla 2
protsendi. Statistiline olulisus tekib sellise viikse erinevuse puhul tdnu suurele eksonite

koguarvule.
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Edasistesse uuringutes voiks uurida kindlat tiitibi geene ning kindlate omadustega geene
ja  eksoneid. Samuti vodiks lisada uuringusse erinevatest andmebaasidest

usaldusviirsemad kisitsi annoteeritud geenid.
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KOKKUVOTE

Kiesoleva t00 eesmirgiks oli geeni ja haplotiiiibi bloki koordinaatide ja eksonite ja
haplotiiiibi bloki koordinaatide vordlemisel selgitada, kas geenid ja eksonid asuvad
genoomis eelistatult haplotiiiibi blokkide sees, neist viljas voi juhuslikult. Toos
vordlesime erinevate populatsioonide ning erinevate bloki arvutamise algoritmi poolt
leitud haplotiiiibi blokkide koordinaate geenide ja eksonite koordinaatidega. Antud
ldhteandmetele tuginedes ei saa jireldada haplotiiiibi blokkide ja geenide koordinaatide
vahelist korrelatsiooni. Eksonite ja haplotiiiibi blokkide koordinaatide vordlusel
leidsime, et erinevate algoritmide abil arvutatud blokkide puhul paiknevad eksonid
eelistatult kas blokkide sees vOi blokkidest viljas. Kuigi tulemused olid statistiliselt
olulised, on raske antud tulemustest bioloogilisi jiareldusi teha, sest suhteline erinevus

tegelike ja eeldatavate tulemuste vahel oli madal, jaddes alla 2 protsendi.
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SUMMARY

The aim of current paper was to examine if genes and exons reside preferably inside
haplotype blocks, outside haplotype blocks or randomly in genome. We calculated
haplotype blocks using different population data and different haplotype block
partitioning algorithms. The comparison of gene coordinates and haplotype block
coordinates showed no preference of gene residing. The comparison of exon and
haplotype block coordinates showed eristic results. Using different haplotype
partitioning algorithms the exons reside preferably inside or outside haplotype blocks.
Although the differences were statistically significance, it is hard to make biological
conclusions, because the difference between observed and expected results were less

than 2%.
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