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Sissejuhatus

Viimase kiimnendi jooksul toimunud hiippeline areng erinevate organismi-
de genoomide sekveneerimises on pannud aluse bioinformaatika tormilise-
le edasiminekule. Uha enam otsitakse DNA-st bioloogiliselt olulisi signaale,
toodetakse in silico ja in vitro uusi eksperimentaalseid ja ennustuslikke and-
meid ning luuakse andmebaase saadud info esitamiseks. Selliste andmebaasi-
de loomine on andnud voimaluse geeniregulatsiooni mehhanismide model-
leerimiseks ja moistmiseks, mis on tdnapdeva molekulaarbioloogia suurimaid
véljakutseid. Kuigi on loodud mitmeid erinevaid andmebaase geeniregulat-
siooni andmete haldamiseks ja esitamiseks, puudus senini voimalus komp-
lekseks andmete paringuks.

Kéesolev t66 annab esmalt kirjanduse pohise iilevaate geeniregulatsiooni
mehhanismidest ja bioloogilistest andmebaasidest. Teoreetilises osas esita-
takse bioloogiliste signaaljarjestuste erinevaid leidmis-, esitus- ja analiiiisi-
meetodeid ning iseloomustatakse bioloogiliste andmebaaside modelleerimist.

To606 teises pooles antakse iilevaade valminud geeniregulatsiooni andme-
baasist BiGeR. Téapsemalt kisitletakse Saccharomyces cerevisiae transkript-
sioonifaktorite seondumissaite kirjeldava ning geeniregulatsiooni modelleeri-
mist voimaldava andmebaasi valmimise erinevaid etappe. Andmebaasi struk-
tuurist antakse iilevaade skemaatiliste jooniste ning olemite ja atribuutide
kirjeldamise kaudu. Andmebaasi funktsionaalsusest annab iilevaate kasutus-
lugude ning néidisparingute kirjeldamine. Samuti tutvustatakse andmebaasi
veebiversiooni prototiiiibi praeguseid voimalusi.



Peatukk 1

Kirjanduse ilevaade

Kiesolevas peatiikis kisitletakse esmalt geeniregulatsiooni erinevaid etap-
pe ning detailsemalt peatutakse transkriptsioonil. Samuti antakse iilevaade
transkriptsioonifaktoritest ja nende seondumissaitide leidmisest nii eksperi-
mentaalselt kui arvutuslikult. Olulisel kohal on ka seondumissaitide esitus-
viiside kirjeldamine. Peatiiki teises pooles tuuakse iilevaade andmebaaside
modelleerimisest.

1.1 Geeniregulatsioon eukariiootsetes organis-
mides

Geeniregulatsiooni teevad keerukaks organismi erinevad arenguetapid, pidev
reageering keskkonna mojudele, samuti erinevad rakutsiikli etapid ning rak-
kude spetsialiseerumine. Koigi eeltoodud faktorite moju nouab tugevat kont-
rollsiisteemi, mis voimaldaks médrata vajalike geenide ekspresseerimise. Or-
ganismide geeniregulatsioon on kompleksne mehhanism, mis koosneb mit-
mest erinevast etapist: transkriptsioon, transkriptsioonijirgne RNA protses-
simine, RNA transport, mRNA stabiilsuse ehk eluea kontroll, translatsioon
ning translatsioonijirgne protsessimine (Maimets 1999). Geeniregulatsiooni
erinevate mehhanismide paremaks moistmiseks on illustreeriv joonis 1.1.

1.1.1 Transkriptsioon eukariiootsetes organismides

Transkriptsioon on RNA siintees DNA kodeerivalt piirkonnalt, mida viib 14-
bi RNA poliimeraas. Antud t60s kisitletakse mRNA siinteesi DNA-soltuva
RNA poliimeraas II (pol IT) poolt. Transkriptsioon on geeniregulatsiooni es-
mane etapp ning selle kontroll méngib geeni aktiivsuse regulatsioonil po-
hilist rolli. Transkriptsiooni initsiatsioon toimub geeni promootorregioonilt.



Promootorregioon sisaldab eukariiootidel TATA-boxi, GC elementi, mitmeid
transkriptsioonifaktorite seondumissaite ja teisi regulaatorjarjestusi (Mai-
mets 1999). Promootorregiooni pikkuseks loetakse kokkuleppeliselt kuni 10
000 aluspaari geeni algusest iilesvoolu (upstream) korgemate eukariiootide
puhul voi 600 aluspaari S. cerevisiae puhul. Promootoralale seonduvad TATA-
boxile seonduv valk TBP (TATA-binding protein) ning sellega seotult 14-
st valgust koosnev kompleks, mis seondub omavahel ja TBP—ga aga mitte
DNA-ga. Samuti seostuvad promootoralale transkriptsioonifaktor IIB (TFIIB),
mis seondub nii DNA kui pol II-ga (Buratowski 1996). Eelpoolmainitud val-
gud moodustavad basaalsed ehk transkriptsiooni initsiatsiooniks esmavaja-
like valkude hulga. Lisaks basaalsetele transkriptsioonifaktoritele on vaja ka
spetsiifilisi transkriptsioonifaktoreid (Kimball 2001).

Spetsiifiliste transkriptsioonifaktorite seostumine DNA-ga on séltuvuses
rakutsiikli etappidest, keskkonna mojudest ning teistest iilalpool loetletud
geeniregulatsiooni mojutavatest faktoritest. Kui RNA siinteesi initsiatsioo-
niks vajalikud transkriptsioonifaktorid on promootoralale seondunud, toimub
transkriptsiooni initsiatsioon 12-st valgust koosneva kompleksi ehk pol II
seondumisega transkriptsiooni algussaidile (TSS).

Lisaks promootoraladele mojutavad transkriptsiooni kontrolli ka spet-
siaalsed regulaatoralad: voimendajad ehk enhanser—jarjestused (enhancer),
vaigistajad (silencer) ning piirielemendid ehk insulaator—jarjestused (insula-
tor) (Blackwood & Kadonaga 1998). Transkriptsioonifaktorid, seostudes ni-
metatud regulatoorsetele aladele, stimuleerivad voi parsivad transkriptsiooni.
Voimendajate ililesandeks on transkriptsiooni efektiivsuse suurendamine, vai-
gistajate iilesanne on efektiivsuse vihendamine. Piirielemendid on DNA jar-
jestused, mille iilesanne on reguleerida voimendajate ja vaigistajate ulatust,
hoides dra voimendajate voi vaigistajate interaktsioone promootoraladega.
Voimendajaid ja vaigistajaid eristavad promootoritest jirgnevad tunnused:

e voivad toimida tuhandete aluspaaride kauguselt
e moju ei soltu orientatsioonist

e moju ei soltu asukohast (voivad paikneda geenist eespool, tagapool voi
intronites)

Pikem iilevaade voimendajatest, vaigistajatest ning piirielementidest on too-
dud (Blackwood & Kadonaga 1998) artiklis.

1.1.2 Post-transkriptsiooniline mRNA protsessimine

Kui transkribeeritud RNA on juba pikem kui 30 aluspaari, lisatakse sel-
le 5’ otsa cap-struktuur. Cap-i iilesandeks on RNA kaitsmine degradatsioo-
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ni eest ja transleerimise tagamine (translatability). Samuti vastutab 5 cap
pre-mRNA transpordi eest tuumast tsiitoplasmasse. mRNA-1 voimendab 5’
cap-i olemasolu transleerimist kuni 300-kordselt (Mallery 2004). Transkript-
siooni lopetamiseks on vajalik poliiadeniilatsioon ehk polii-A saba lisamine
pre-mRNA molekulile. Polii-A saba iilesandeks on samuti mRNA kaitsmine
degradatsiooni eest ja samuti toimib see translatsioonisignaalina.

1.1.2.1 mRNA splaissimine

Valdav osa korgemate eukariiootsete organismide avatud lugemisraame
(ORF-e) sisaldab introneid! . Transleeritava mRNA saamine toimub splaisso-
soomides, mille kiligus 16igatakse intronid vilja ja eksonid? iihendatakse.

1.1.2.2 Alternatiivne splaissimine

Mitmete intronite esinemine geenis voimaldab alternatiivset splaissimist. Al-
ternatiivne splaissimine on protsess, mille kiigus tekib iihest geenist mitu
erinevat mRNA molekuli. Splaissimise kiigus 16igatakse pre-mRNA-st lisaks
intronitele vilja ka eksoneid. Nii moodustuvad iihest geenist mitmed mRNA
molekulid, mis kodeerivad erinevaid valke. Oluline on mérkida, et erinevalt
korgematest eukariiootidest on S. cerevisiae ORF-idest vaid 4%-1 leitud int-
roneid (Davis et al. 2000).

1.1.2.3 mRNA stabiilsuse kontroll tsiitoplasmas

Erinevalt eelkirjeldatud mehhanismidest, mis toimuvad tuumas, leiab val-
gusiintees ehk translatsioon aset tsiitoplasmas. Transleeritava valgu hulka
rakus on voimalik kontrollida mRNA hulga vihendamise voi suurendamise-
ga tsiitoplasmas. Translatsioon mRNA molekulilt saab toimuda kuni mRNA
molekuli degradeerumiseni. mRNA eluiga mdjutavad 3’ polii-A saba olemas-
olu ja pikkus ning 3’ mittetransleeritavad regioonid (Cao & Parker 2001).

lintron - geeni mittekodeeriv DNA jiirjestus, mis transkribeeritakse RNA molekuliks
kuid 16igatakse sealt splaissimise kiigus vilja
2ekson - geeni kodeeriv DNA jirjestus, millelt kodeeritakse mRNA
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1.1.3 Transkriptsioonifaktorid

Geenide transkribeerimine on peamiselt seotud DNA-ga interakteeruvate val-
kude ehk transkriptsioonifaktorite &ratundmise ning seostumisega. Transk-
riptsioonifaktorid seostuvad spetsiifilistele liithikestele DNA jarjestusmotii-
videle ehk seondumissaitidele geenide cis-regulatoorses piirkonnas ja moju-
tavad seeldbi otseselt voi kaudselt transkriptsiooni toimumist. Transkript-
sioonifaktorite seostumist spetsiifilisele DNA-le on voimalik tépselt maérata
mitmete bioloogiliste ja keemiliste analiiiisidega ning geeniregulatsiooni uu-
rimisel enim mainituid késitletakse peatiikis 1.2.

1.1.4 Transkriptsioonifaktorite seondumissaidid

Genoomide sekveneerimine ning geeniregulatsiooni mehhanismide olulisus on
motiveerinud teadlasi uurima transkriptsioonifaktorite secondumissaite. Seos-
tumissaitide uurimine holmab kaht ldhenemisviisi: bioloogiline in vitro ja in
vivo meetodite ndol ning arvustuslikud in silico analiiiisid.

In witro on voimalik DNA seostumisspetsiifikat kindlaks teha niiteks
DNaas I jalajiljega(DNase I footprinting) ja elektromobiilse nihke analiiii-
siga(shift assay) (Qiu 2003). Lisaks mainitutele on veel mitmeid meetodeid
(Nucleic Acid Research 2004), kuid neid kiesolevas t66s pikemalt ei kisitleta.

Paljud valgud seonduvad spetsiifilistele saitidele genoomis, et reguleerida
geenide ekspressiooni ja rakkude sdilitamist. DNA spetsiifilised regulaator-
valgud seostuvad spetsiifilisele promootorjirjestusele ja aktiveerivad kroma-
tiinmuutjaid komplekse ja transkriptsiooniaparaati ning initseerivad sellega
RNA siinteesi (Ptashne & Gann 1997; Lee & Young 2000; Malik & Roeder
2000)

Viimased katsed on ndidanud histoonivalkude modifitseerimise mojusid
transkriptsioonile. Histoonivalkude modifitseerimine voib suunata transkript-
sioonifaktoreid seonduma spetsiifilistele DNA regioonidele (Jenuwein & Allis
2001). Tuuma histoonivalkude spetsiifiline atsetiileerimine voi metiileerimine
voib mojutada transkriptsioonifaktorite seondumist (Weinmann & Farnham
2002). On laialdaselt téheldatud, et hiiperatsetiileeritud piirkonnad genoomis
on valkude seondumiseks rohkem kittesaadavad kui hiipoatsetiileeritud sai-
did. Jarelikult sama primaarjirjestus voib olla dratuntav transkriptsioonifak-
tori poolt olles hiiperatsetiileeritud ja vastupidiselt voib olla transkriptsioo-
nifaktori poolt mitte dra tuntav, kui genoomijirjestus on hiipoatsetiileeritud
(Weinmann & Farnham 2002).

Molemad lahenemisviisid eeldavad transkriptsioonifaktorite seondumis-
saitides esineva motiivi kirjeldamist ja iseloomustamist. Transkriptsioonifak-
torite seondumissaidid on 5-30 aluspaari pikad, seejuures enamik jaib va-
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hemikku 5-16 aluspaari (Zhu & Zhang 1999; Vilo 2002; Qiu 2003). Seondu-
missaidi pikkuse méadramisel tuleb arvestada, et soltuvalt kasutatud ekspe-
rimentaalsest meetodist voib leitud jarjestuse pikkus erineda (Zhu & Zhang
1999). Madalamate eukariiootide nagu S. cerevisiae organismis asuvad ena-
mus regulatoorseid elemente 200-500 aluspaari ORFi 5’ otsast iilesvoolu (Qiu
2003), korgemate eukariiootide puhul loetakse kokkuleppeliselt regulatoorse-
teks jarjestusi, mis asuvad kuni 10 000 aluspaari geeni algusest iilesvoolu.

Levinumateks seondumissaitide esitusviisideks on oligonukleotiidid® ehk
oligod ehk stringid, regulaaravaldised, maatriksid ning konsensusjarjestused.
Nendest motiividest tuleb pikemalt juttu peatiikis 1.4.

1.2 In wvitro transkriptsioonifaktorite seostu-
missaitide maaramine

Rakkudes toimuv geeniekspressiooni pidev iimberprogrammeerimine, mis on
seotud rakutsiikli ning keskkonnamuutustega, on pohjendatav DNA spetsiifi-
liste regulaatorite muutunud seostumisega. Erinevad DNA-ga seostuvad val-
gud interakteeruvad tsentromeeridega, telomeeridega ja teiste regulatoorsete
piirkondadega. Seeldbi kontrollivad regulaatorvalgud kromosoomi replikat-
siooni, kondensatsiooni, sidusust ja teisi genoomi siilitamise aspekte.

Ekspressiooniandmete analiiiis DNA mikrokiibiga voimaldab uurijatel iden-
tifitseerida mRNA hulga suhtelisi muutuseid rakus erinevatel tingimustel
ning antud meetodi abil on voimalik teada saada, millisel ajahetkel ning
millises koes geen ekspresseerub. Nende andmete pohjal on voimalik teha
jareldusi geeni funktsiooni kohta (DeRisi, Iyer, & Brown 1997).

DNA ja valgu vaheliste seostumissaitide tuvastamiseks on mitmeid meeto-
deid, vaid moned néiited: DN A—valk kompleksi liitkuvuse muutus (retardation)
geelil, DNaas I jalajéilg (DNase I footprinting, interferentsi analiiiiside mo-
difitseerimine (modification interference assays), kromatiini immunosadesta-
mine (chromatin immunoprecipitation). Jargnevalt esimese kolme meetodi
lithiiilevaated (Brown 2001) jérgi.

1.2.1 DNA-valk kompleksi liikkuvuse muutus geelil

DNA-valk kompleksi liikuvuse (retardation) meetodi puhul valk-DNA in-
teraktsiooni moodustumisel kasvab tekkiva kompleksi molekulaarmass ning

3Kiesolevas t60s kasutatakse oligonukleotiidide moistet bioinformaatika terminoloogia-
le vastavalt tdhendusega: mone kuni moneki{imne aluspaari pikkune nukleotiidide jérjestus
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seda muutust on voimalik identifitseerida elektroforeesil. DNA iilesvoolu jar-
jestus loigatakse restriktsiooni endonukleaasiga ja seejérel seotakse regulaa-
torvalguga. Restriktsioonifragment, mis sisaldab kontrolljarjestust moodus-
tab regulaatorvalguga kompleksi, iilejddnud fragmendid jadvad seostumata.
Kontrolljirjestuse asukoht méairatakse restriktsiooni kaardilt vastavalt frag-
mentide lahutusele elektroforeesil. Lahutusvoime soltub restriktsioonikaardi
tapsusest ning kui sobivalt on restriktsiooni saidid asetunud. Kahjuks an-
tud meetodi lahutusvoime ei suuda alati maarata kontrolljarjestuse asukohta
tapselt ja selle analiiiisiks on vaja spetsiifilisemaid meetodeid (Lane, Prentki,
& Chandler 1992). Selliseks meetodiks sobib DNaas I jalajélg.

1.2.2 DNaas I jalajalg

DNaas I jalajilje meetod pohineb regulaatorvalgu interaktsioonil DNA-ga,
mis kaitseb DNA-d DNaas I endonukleaasse aktiivsuse eest. Meetodi kiigus
margistatakse DNA fragment iihest otsast radioaktiivse markeriga. Seejirel
seotakse regulaatorvalgud DNA-ga ning lisatakse DNaas I-te piiratud kogu-
ses, et tekiksid osalised fragmentide moodustumised. Eesmérk on loigata iga
molekuli vaid iiht fosfodiestersidet. Kui DNA fragment ei ole seotud regulaa-
torvalguga, siis tekivad iihenukleotiidse erinevusega fragmendid. Tekkinud
fragmendid saab eraldada poliiakriiiilamiidgeelil. Autoradiograafial moodus-
tub vootide redel. Kui aga regulaatorvalk seostus DNA-ga, siis kaitses ta
DNA-d endonukleaasi eest ning fosfodiestersidemed jéid terveks. Puuduvate
vootide jargi saab leida “jalajélje” ehk DNA piirkonna, kuhu regulaatorvalk
seostus. Fragmendi suuruse saab vilja arvutada “jalajilje” korval asuvate
vootide pikkuste jargi.

DNaas I jalajilje meetodiga ei ole voimalik leida milline valk seostus
spetsiifilisele jarjestusele (Kang, Vieira, & Bungert 2002).

Kaks eelnevat meetodit voimaldavad kiill leida seostumisjérjestused, kuid
el anna infot seostuva valgu ja DNA vahelise interaktsiooni kohta. DNaas I
annab infot DNA regiooni kohta, mis on seostunud valgu poolt kaitstud. Val-
gud on aga suhteliselt suured vorreldes DNA kaksikheeliksiga ja seega voivad
valgud kaitsta mitmeid kiimneid aluspaare, kuigi ise on seostunud DNA-ga
vaid mone aluspaarilisel jarjestusel. Seega ei piiritle “jalajilje” meetod tapselt
regulaatorpiirkonda, vaid méirab regiooni, milles see asub.

1.2.3 Interferentsi analiiliside modifitseerimine

Nukleotiidid, mis moodustavad valguga komplekse, saab méaédrata modifit-
seeritud interferentsi analiiiisidega. Sarnaselt DNaas I jalajiljele, tuleb DNA
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fragmendid iihest otsast mérkida. Seejérel toodeldakse fragmente kemikaali-
dega, mis mojuvad vaid kindlale nukleotiidile. Néiteks dimetiiiilsulfaat, mis
lisab metiiiilgrupid guaniini nukleotiididele. Selline muutmine toimub piira-
tud tingimustes, et keskmiselt muudetaks iiht nukleotiidi DNA fragmendi
kohta. Seejarel DNA segatakse valgu ekstraktiga. Analiiiis pohineb sellel,
et uuritav valk ei seostu DNA-ga kui guaniin on kontrollregioonis muude-
tud, kuna nukleotiidi metiileerimine segab spetsiifilist keemilist reaktsiooni,
mis voimaldab moodustuda valk-DNA kompleksil. Puuduva valk-DNA seo-
se tuvastamine toimub agaroosi—geelelektroforeesil, kus kaks vé6ti vastavad
DNA-valk kompleksile ning iiks ilma valguta DNA-le. V&6t, mis vastab seos-
tumata DNA-le puhastatakse geelilt ja toodeldakse piperidiiniga, mis seob
DNA molekulid metiileeritud nukleotiididele. Seejérel saadud produktid la-
hutatakse poliiakriiiilamiidgeelil ja tulemused visualiseeritakse autoradiog-
raafiaga. Vootide suurus viitab DNA fragmendi guaniinidele, mille metii-
leerimine hoidis dra valgu seostumise. Guaniinid asuvad kontrolljarjestustes.
Seejarel muudetud analiiiisi voib korrata kemikaalidega, mille sihtmaérkideks
on A, T voi C nukelotiidid ja selle abil piiritleda tapselt regulaatorjarjestus.
Regulaatorjirjestuste olemasolu kontrollitakse ning funktsiooni uuritak-
se deletsiooni analiiiisidega. Meetod pohineb eeldusel, et regulaatorjirjestuse
deletsioon viib uuritava geeni ekspressiooni muutusele. Kasutatakse reporter-
geene, mille iilesvoolu jarjestusse kloneeritakse uuritava geeni promooterala.
Kloonitult peaks reportergeeni ekspressiooni profiil tiapselt jiljendama origi-
naalgeeni, kui reporter geen on tipselt sama kontrolljarjestuse moju all kui
originaalgeen. Reportergeeni valimisel tuleb jilgida, et geeniga kaasnev feno-
tiilip ei tohi olla juba avaldunud peremees organismis, et fenotiiiipi oleks ker-
ge detekteerida ja kui voimalik, siis oleks fenotiilipi voimalik kvantitatiivselt
moota. Kloneeritud reportergeeni iilesvoolu jirjestustest 1oigatakse voimalik-
ke regulaatoralasid. Seejérel viiakse muudetud konstrukt peremeesorganismi
ning jalgitakse geeniekspressiooni mustri muutust. Kui geeniekspressioon la-
heb iiles, siis 10igati dra repressor voi vaigistaja, kui geeniekspressioon ldheb
alla, siis loigati vilja aktivaator voi voimendaja ning kui muutus koespetsii-
filisus, siis see viitab koespetsiifilisele regulaatorjirjestuse eemaldumisele.
Eelnevalt kirjeldatud meetodid sobivad juba piiritletud regulaatorregioo-
nide tdpsemaks uurimiseks ning seondumissaitide tdpseks maéératlemiseks.
Suuremahulist uuringut nende meetoditega ei saa teostada liigse ajamahuku-
se tottu. Seega on oluline, et oleks voimalik madrata suuremahulisel uuringul
eelnevalt toendosuslikud regulaatorpiirkonnad. Peamine meetod, mille abil
tdnapdeval teostatakse suuremahulisi valk-DNA interaktsioonide uuringuid
on kromatiini immunosadestamine. Jargnevalt késitletakse seda pikemalt.
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1.2.4 Kromatiini immunosadestamine kiibil

Kromatiini immunosadestamine kiibil ( Chromatin immunoprecipitation (ChIP
on Chip)) voimaldab jilgida valk-DNA interaktsioone iile terve genoomi ning
seeldbi voimaldab leida transkriptsioonifaktorite seostumisi in vivo ja seeli-
bi analiiiisida regulatoorseid vorke (Qiu 2003; Ren et al. 2000). Genoomis
esinevate seostumisandmete ja ekspressiooniandmete kombinatsioon voimal-
dab identifitseerida iildist geenide hulka, mille ekspressioon rakus on otseselt
kontrollitud transkriptsiooni aktivaatorite poolt (Ren et al. 2000). Meetod
pohineb muudetud kromatiini immunosadestamisel, mida on varem kasuta-
tud uurimaks vaikesel hulgal spetsiifilisi DNA saite valk-DNA interaktsioo-
nil, koos DNA mikrokiibi analiiiisiga. Kromatiini immunosadestamise mee-
todi peamine puudus seisneb selles, et antikehadega rikastatud DNA seos-
tumine regulaatorvalkudega ei viita alati sellele, et valk seostub sadestatud
jarjestusega. Meetod voib viidata hoopis valk-valk interaktsioonidele (Kang,
Vieira, & Bungert 2002). Kromatiini immunosadestamine kiibil suudab mé&é-
rata seostumise iihe- kuni kahetuhande aluspaari tapsusega (Liu, Brutlag, &
Liu 2002).

Rakud fikseeritakse formaldehiiiidiga, kogutakse ja to0deldakse ultrahe-
liga. DNA fragmente, mis on ristseotud(cross-linked) meid huvitava valguga
mirgitakse immunosadestamisel spetsiaalse antikehaga. Seejarel rikastatud
DNA amplifitseeritakse ja mérgistatakse fluorestseeruva virviga (Cy5) kasu-
tades ligeerimisvahendatud poliimeraasi ahelreaktsiooni. DNA proov, mida
ei rikastatud immuunosadestamisel, viarvitakse Cy5-st erineva fluorestseeru-
va varviga ja viiakse labi ligeerimisvahendatud poliimeraasi ahelreaktsioon.
Nii immunosadestamisel rikastatud kui ka rikastamata proovid hiibridiseeri-
takse DNA mikrokiibile, mis sisaldab koiki uuritava organismi intergeenseid
jarjestusi. Kolmelt eraldisesivalt immuunosadestamise eksperimendilt saadud
fluorestsentsmérgiste intensiivsuse tasemed analiiiisitakse kaalutud keskmise
meetodiga, leidmaks valgu suhtelist seondumist kiibi iga jarjestusega. Tuge-
valt rikastatud jarjestused on tavaliselt toelised sihtméargid, ning neis esinevad
sagedasti transkriptsioonifaktorite seondumissaidid (Weinmann & Farnham
2002).

Kromatiini immunosadestamise meetodi poolt leitud kandidaatregioonid
analiiiisitakse motiiviotsimis algoritmidega. Uheks niiteks voib tuua Motif
Discovery scan(MDscan) algoritmi, millega analiiiisitakse kiibilt saadud jér-
jestused ning otsitakse DNA motiive, mis voiksid esitada valk-DNA inte-
raktsioonisaite (Liu, Brutlag, & Liu 2002). MDscan kasutab motiiviotsimisel
sonade loendamist ning positsiooni spetsiifilise kaalumaatriksi uuendamist
(Liu, Brutlag, & Liu 2002).
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1.3 In s2lico analiiiis

Bioloogilised meetodid transkriptsioonisaitide méaratlemiseks on iihelt poolt
ebatidpsed (kromatiini immunosadestamine kiibil) ning teisalt liiga t66mahu-
kad ning suure ajakuluga (DNaas I jalajélg). Meetodite, mis suudavad de-
tekteerida valk-DNA seondumisi, tulemused on aga headeks ldhteandmeteks
suure analiilisivoimega in silico meetoditele. Arvutuslike meetodite peamine
eesmirk on analiiiisida teadaolevat bioloogilist infot ning ennustada uusi voi-
malikke regulaatorpiirkondi. Kui in silico meetoditega on maédratletud kandi-
daatregioonid on voimalik neid bioloogiliste meetoditega kontrollida. Seega
on bioloogiliste eksperimentide tulemused heaks ldhtebaasiks arvutuslikele
analiilisidele ning n silico meetodid omakorda voimaldavad bioloogilisi eks-
perimente paremini planeerida.

In silico transkriptsioonifaktorite seondumissaite ennustades on kaks pea-
mist iilesande piistitust.

Esimene iilesanne on ennustada toen#olisi seostumissaite juba tuntud
transkriptsioonifaktorile iile genoomi. Sellisel juhul kasutatakse teadaolevaid
seondumissaitide néiteid ning nende pohjal genereeritud mudeliga otsitakse
genoomist uusi mudelile vastavaid voimalikke saitide esinemisi.

Teine iilesanne on teadmata transkriptsioonifaktori seondumissaiti leida
toendoliselt sama faktori poolt reguleeritud geenid. Nende iilesvoolu jirjes-
tustest tuleb otsida transkriptsioonifaktori seondumismotiiv ning seejérel lei-
da saadud motiivi esinemised ka mujal genoomis.

Tavaliselt kasutatavad motiivide esitusviisid on positsiooni spetsiifiline
skoorimaatriks (PSSM) ning Rahvusvaheline Puhta ja Rakenduskeemia Liidu
poolt vilja to6tatud IUPAC koodi (Cornish-Bowden 1985) kasutav PROSI-
TE tiilipi mustrid. Need mustrid on oma olemuselt regulaaravaldised, mis voi-
maldavad kirjeldada iihetédheliste kombinatsioonidega lisaks neljale nukleiin-
happele ka néiteks iildisemalt puriine, piirimidiine - vastavalt R ja Y. PSSM
salvestab iga DNA nukleotiidi eelistuse igas seostumissaidi positsioonis. Sel-
line esitus pohineb eeldusel, et positsioonid maatriksis on teineteisest soltu-
matud. Puudub iihene seisukoht, kas nii tugev soltumatuse eeldus on poh-
jendatud. Viimased tulemused viitavad, et moningatel juhtudel esineb posit-
sioonide vahel soltuvus (Barash et al. 2003). Vihem véljendusrikkad mudelid
ei suuda esindada keerukaid soltuvusi, kuid neid voib oppida viikese hulga
niidete pohjal. Rohkem viljendusrikkad mudelid suudavad esitada keeruka-
maid soltuvusi, kuid kaasavad mitmeid parameetreid ning nouavad suuremat
néidete hulka oppimiseks.

Enamik voimalikke transkriptsioonifaktorite seondumissaite on saadud
in silico ennustamisel. Tanapéeval teostatakse peamiselt in silico ennustusi
geeniekspressiooniandmete analiiiisil ja fiilogeneetilisel jalajiljel pohinevate
meetoditega.
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1.3.1 Geeniekspressiooni andmete analiiiis

Geeniekspressiooni andmete analiiiis pohineb DNA kiibi tehnoloogial. Mikro-
kiibi tehnoloogia mRNA populatsiooni suhtelise hulga mootmiseks rakkudes
voimaldab meil jalgida tuhandete geenide ekspressiooni tasemeid iiheaegselt.
Mootes mitmetel erinevatel tingimustel voi ajamomentidel ekspressiooni 1a-
vesid, on voimalik geeniekspressiooni kaardi koostamine (Brazma et al. 1998).

Geeniekspressiooni katse eksperimentaalses osas in wvitro seotakse kiibi-
le iilesamplifitseeritud DNA jarjestused. Rakukultuurist eraldatakse mRNA.
cDNA mairgistatakse fluorestsentsmargisega seotud desoksiiuridiin-trifosfaadiga
(dUTP) ja hiibridiseeritakse kiibil olevate oligotega. Seejarel moodetakse
fluorestsentsvirvuse intensiivsust ning saadud andmed salvestatakse in si-
lico analiitisiks (DeRisi, Iyer, & Brown 1997).

Eksperimentaalselt saadud andmed klasterdatakse, otsitakse jirjestuse
mustreid geenide iilesvoolu piirkondadest, teostatakse kontrolleksperimendid
mustrite olulisuse ldve tuvastamiseks, valitakse statistiliselt huvitavad must-
rid, saadud mustrid grupeeritakse, esitatakse iihtsel kujul ning leitud tdenéo-
suslikke mustreid vorreldakse andmebaasis olevate regulatoorsete signaalide-
ga (Vilo et al. 2000; van Helden, André, & Collado-Vides 1998; Brazma et
al. 1998).

Geeniekspressiooni andmete analiiiisil saadud mustrid esitatakse sageli
regulaaravaldisena, sest iiksikute oligonukleotiidide esitamisel saame sarna-
seid iihe-kahe nukleotiidise erinevusega jarjestusi viga palju ning nende koigi
objektiivsuse hindamine on tiilikas (Vilo 2002).

1.3.2 Fiilogeneetiline jalajalg

Fiilogeneetilise jalajilje teooria pohineb erinevate organismide genoomijar-
jestuste analiiiisil. Teooria aluseks on eeldus, et funktsionaalsed osad genoo-
mist muteeruvad valikulise surve all aeglasemalt kui mittefunktsionaalsed jér-
jestused. Genoomide ortoloogsete regulaatorpiirkondade vordlemisel leitavad
konserveerunud jairjestused on tavaliselt head kandidaadid funktsionaalsete
regulaatoralade tuvastamisele. Fiilogeneetilise jalajilje peamine eelis iiksiku
genoomi geenidel pohineva ennustuse ees on, et puudub vajadus usaldus-
vidrse meetodiga leitavate koreguleeritud geenide hulga jéarele. Vastupidiselt,
fiillogeneetilise jalajilje meetodiga on voimalik identifitseerida regulatoorseid
elemente isegi iiksikule geenile, kui regulaatorelemendid on vajalikul mééral
konserveerunud iile mitmete liikide (Blanchette & Tompa 2002).
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1.3.2.1 Fiilogeneetilise jalajilje koostamine

Standardmeetodina, mida kasutatakse fiilogeneetilise jalajilje koostamisel,
konstrueeritakse ortoloogsete regulaatorjirjestuste globaalne mitmene joon-
damine ja seejarel tuvastatakse joonduses konserveerunud jérjestused. An-
tud meetodi probleem seisneb selles, et kuna regulatoorsed alad, mis on 5-20
aluspaari pikad, on viga liihikesed vorreldes regulaatorpiirkondadega, mille
pikkusteks loetakse enamasti 1000 aluspaari. Antud jérjestuste pikkuste juu-
res, kui liigid on fiilogeneetilises puus monevorra lahknenud, on téenéoline,
et lahknenud mittefunktsionaalne taust iiletab liithikese konserveerunud sig-
naali. Selle tulemusena ei joondu liihikesed regulatoorsed elemendid kokku
(Blanchette & Tompa 2002). Antud juhul regulatoorsed elemendid ei pruu-
gi kuuluda konserveerunud regioonidesse ning jadvad markamatuks. Seega,
kui regulatoorsed alad on hinnatud keskmiselt kuni korgelt lahknenuks, siis
globaalne mitmene joondus toendoliselt ei leia olulisi signaale (Blanchette &
Tompa 2002).

Genoomid tuleb valida pohimotte jirgi, et nad ei oleks liiga ldhedased ega
liiga kauged evolutsioonilises puus. Liiga ldhedaste genoomide puhul suude-
takse kiill jarjestused hésti joondada, kuid funktsionaalsed elemendid ei ole
méirgatavalt paremini konserveerunud ning seega ei saa neid eristada mit-
tefunktsionaalsetest regioonidest (Cliften et al. 2001; Blanchette & Tompa
2002). Liiga kaugete genoomide puhul on aga raske voi voimatu leida vigadeta
joondust (Tompa 2001; Blanchette & Tompa 2002).

Fiilogeneetilise jalajilje meetodist annab pikema iilevaate uurimist66 (Pe-
terson 2004).

1.4 Transkriptsioonisaitide esitamisviisid

Transkriptsioonifaktorite seondumissaite esitatakse mitmel erineval moel. Teis-
test selgelt paremat esitusviisi pole vilja to6tatud, igal viisil on omad plussid
ja miinused. Otsimisel iile genoomi tuleb vilja kaalumaatriksi peamine eelis —
véiljendusvoimsus vorreldes oligonukleotiidide, konsensusjirjestuste ning re-
gulaaravaldistega. Reaalsel andmestikul on soltuvusel pohinevad mudelid iil-
distatult paremad kui PSSM-d. Jargnevalt esitatakse erinevad esitamisviisid
ning nende puudused ja eelised.

Erinevad esitusviisid jagunevad etteméératute (deterministlike) ja statis-
tiliste vahele:
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Deterministlik Oligonukleotiidid
Konsensusjarjestused
Joondused
Kaalumaatriksid
Markovi varjatud mudelid(HMM)
Statistiline/tdenaosuslik Bayesi vorgud

Joonis 1.2: Transkriptsioonisaitide esitusviiside jaotus deterministlike ja sta-
tistiliste vahele. Nool nditab suunda lihtsamatelt ja viiksema viljendusrik-
kusega esitusviisidelt keerulisemate ja suurema viljendusvoimsusega esitus-
viiside poole.

1.4.1 Oligonukleotiidid

Oligonukleotiidi tiiiipi avaldised on informaatika moistes tdpsed alamstringid
ehk alamsoned, mis parinevad enamasti eksperimentaalselt toestatud andme-
test. Samuti on oligonukleotiidi kujul esitatud enamik andmebaasides olevaid
seondumisaite.

Reeglina oligonukleotiididega otsitakse tdpseid esinemisi ehk otsimisel
leiab ainult 100% sama oligonukleotiidi. Sellise otsimise miinuseks on, et ei lei-
ta otsitavale sarnaseid jarjestusi. Ligikaudsete stringide otsimise lahenduseks
on teisenduskauguse kasutamine. Teisenduskaugus véljendab minimaalset ar-
vu teisendusi, mida on vaja, et saada oligonukleotiidist A oligonukleotiid B.
Viahimat arvu insertsioone, deletsioone voi asendusi, mida ldheb vaja oli-
gonukleotiidi A teisendamiseks oligonukleotiidiks B nimetatakse Levenshtei-
ni kauguseks. Bioloogias kasutatakse muutmiskaugust sageli kahe organismi
evolutsioonilise kauguse hindamiseks.
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1.4.1.1 Naiidisoligonukleotiidid

Olgu esitatud kuus niidisoligonukleotiidid, mida kasutame ka edaspidi seos-
tumissaitide esitusviiside kirjeldamiseks:

TACGCT
TCAGCT
AACGGT
TCCGCA
TCACCT
TCCGGT

Levenshteini kaugus néites 1.4.1.1 toodud viienda (TCACCT) ja kuuenda
(TCCGGT) oligonukleotiidi vahel on 3 iihikut.

1.4.2 Konsensusjirjestused

Konsensusjirjestuse moistet kasutatakse laialdaselt esindamaks transkript-
sioonifaktorite spetsiifikat. Uldiselt iseloomustab konsensus jirjestust, mis
sobitab koik kirjeldatavad saidid peaaegu, aga pole noutav, et mairaks koi-
ki. Méaaratakse kompromissiga lubatud mittesobitumised, konsensusjirjes-
tuse mitmesus ja esituse tdpsus (Stormo 2000). Konsensusjirjestusega on
kiill lihtne esitada teatud hulka saite, kuid on keeruline leida konsensusjar-
jestust, mis oleks optimaalne ennustamaks uute saitide esinemisi. Konsensus
viljendab parimat esinemist, mis on arvutatud maatriksi iga positsiooni ena-
mesineva nukleotiidi jargi. Arvutuspohimote on, et igas positsioonis voetakse
see nukleotiid, mida on esinenud koige rohkem. Konsensuses esinevad sageli
ka lisaks nukleotiidile vastavate tdhtede ka muud siimbolid. Selgituseks Rah-
vusvahelise Puhta- ja Rakenduskeemia liidu poolt viljatootatud (IUPAC)
tabel 1.1 nukleotiidide mitmesuse esitamiseks (Cornish-Bowden 1985):
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Tabel 1.1: Laiendatud DNA / RNA tahestik

Siimbol Tahendus Nukleiinhape
A A Adeniin
C C Tsiitosiin
G G Guaniin
T T Tlmiin
U U Uratsiil
M A voi C
R A voi G Puriinid
W AvoiT
S C voi G
Y CvoiT Piirimidiinid
K Gvoi T
\Y A voi C voi G
H AvoiCvoi T
D Avoi Gvoi T
B CvoiGvoliT
X G voi A voi T voi C
N G voi A voi T voi C

1.4.2.1 Naiidis konsensusjirjestus

Peatiikis 1.4.1.1 kirjeldatud néidisoligonukleotiidide pohjal leitud konsensus-
jarjestus:

TCCGCT (kui igas positsioonis kirjeldatakse
ainult enim esinenud nukleotiid)

WMMSSW (kui igas positsioonis kirjeldatakse
IUPAC’i tadhestikku kasutades ara kdik esinenud
nukleotiidid)

TMMGST (kui igas positsioonis kirjeldatakse
enim esinenud nukleotiid (kui esinemissagedus
vorreldes jargmise nukleotiidi sagedusega on
suurem kui 2) v8i IUPAC’i tdhestikku kasutades
véimalikud nukleotiidid (kui enim esinenud
nukleotiid esineb 2 v8i vihem korda enam kui
jérgmine nukleotiid))

21



1.4.3 PROSITE tuipi regulaaravaldised

Regulaaravaldised, mida kasutatakse bioloogiliste saitide kirjeldamiseks, on
vaid osa iildistest regulaaravaldistest. Enamasti bioloogias kasutatakse
PROSITE tiilipi mustreid. PROSITE esitusviis kasutab TUPAC-i iihetdhe-
lisi koode. Kuigi PROSITE mustrid on mdeldud peamiselt valkude kirjelda-
miseks, siis sarnast esitusviisi kasutatakse ka nukleotiidide puhul. PROSITE
tiilipi regulaaravaldised sisaldavad jargmisi omadusi:

ITUPAC koodi tdhised aminohapete ning nukleotiidide kirjeldamiseks

[] kirjeldamaks lubatud nukleotiide, niiteks [AC| puhul on lubatud adeniin
ja tsiitosiin.

{} kirjeldamaks mitte lubatud nukleotiide, nditeks {CG} puhul ei ole luba-
tud tsiitosiin ja guaniin.

() abil kirjeldatakse lubatud nukleotiidide kordusi, néiteks T(3) puhul on
kolm jarjestikkust tiimiini.

Naites 1.4.1.1 kirjeldatud oligonukleotiidide pohjal genereeritud PROSI-
TE tiiilipi regulaaravaldis:

[TA] [CA] (2) [GC] (2) [TA]

Lahtiseletatult: esimeses positsioonis voib esineda T v6i A, teises ning kol-
mandas positsioonis voivad olla C voi A nukleotiidid, neljandas ja viiendas
positsioonis G voi C nukleotiidid ning kuuendas positsioonis kas T voi A.

Regulaaravaldisi kasutatakse peamiselt UNIX operatsioonisiisteemis ning
mitmetes programmeerimiskeeltes, néiteks Perlis, ligikaudsete stringide otsi-
miseks tekstist. Informaatikaliselt on voimalik kirjeldada néites 1.4.1.1 too-
dud oligote pohjal regulaaravaldis [TA|[CA]["GT]|GC]|.|TA], kus ["GT] t&-
histab koiki nukleotiide peale G ja T ning punkt tdhistab iikskoik millist
nukleotiidi.

Samuti kasutatakse informaatikas regulaaravaldiste puhul siimboleid *,
+ ja 7. Stimboli * tdhendus on null voi rohkem térnile eelnevat siimbolit, +
tdhendab vastavalt 1 voi rohkem korda ning 7 tdhendus on null voi iiks korda
eelnevat siimbolit.

Regulaaravaldisele A*T?G+ vastavad stringid, mille alguses voib olla pii-
ramatu hulk (kaasa arvatud mitte iihtegi) A siimbolit, seejérel iiks voi mitte
iihtegi T siimbolit ning lopus vihemalt iiks G.
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1.4.4 Maatriksid

Transkriptsioonifaktorite seostumissaite kirjeldavad maatriksid jagunevad
omakorda maatriksiteks, mis viljendavad otseselt nukleotiidide esinemiste
arvu, selle meetodi edasiarendusteks ning kaalumaatriksiteks, mis viljenda-
vad erinevate algoritmide abil arvutatud kaale ehk olulisust. Viimane variant
voimaldab otsida kindla skoorildvega esinemisi iile genoomi.

Kaalumaatriks (Position weight matriz, PWM) on alternatiiv konsen-
susjarjestusele. Esmalt kasutati kaalumaatrikseid RNA saitide iseloomusta-
miseks, mis funktsioneerisid F.coli translatsiooni initsiatsioonisaitidena (Stor-
mo et al. 1982). Leiti, et lisaks Shine-Dalgarno jérjestusele ning initsiatsioo-
nikoodonile on ka ribosoomi seostumissaidid kérgelt konserveerunud (Stormo
2000).

Sellest jireldub, et mitmed aluspaarid ribosoomi seostumisregioonis
mRNA-] voivad interakteeruda ribosoomiga ja toendosus, et seostumine on
piisav initsieerimaks translatsiooni, oli koikide koos toimivate interaktsioo-
nide summa. Saidid, mille kogu koostoime iiletas mingi ldve, vois lugeda
autentseks (bona fide) translatsiooni initsiatsioonisaidiks vastupidiselt neile,
mis jaid ldvest allapoole. Seega siindis kaalumaatriksi idee, esindamaks hulka
funktsionaalseid saite ja nendele seostuva valgu spetsiifilisust (Stormo 2000).

Tabel 1.2: Niites 1.4.1.1 esitatud nukleotiidide sageduste jirgi koostatud po-
sitsioonimaatriks

A1 2 2 00 2
C 04 4 2 40
G 0004 20
T 50 0 0 0 4

Maatriksite sobitamisel stringidele vorreldakse iga positsiooni stringis vas-
tava positsiooniga maatriksis ja leitakse kaalud. Joonisel 1.3 on kirjeldatud
tabelis 1.2 esitatud positsioonimaatriksi sobitamine stringile ACGTTCA-
GCA. Sobitades etteantud maatriksi 1.2 stringi algusest kuue aluspaari ula-
tuses, saame skoorid vastavalt: esimeses positsioonis A = 1, teises positsioonis
C = 4, iilejaanud positsioonides vastavalt G, T, T, C on kaal 0. Kokku annab
maatriksi sobitamine stringile positsioonides iiks kuni kuus kaaluks viie. So-
bitades sama maatriksi stringile positsioonist viis kuni positsioonile kiimme,
saame skooriks 19. Parima sobivuse puhul oleks skoor 25.
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ACGT'I'CAG CA|

Al 2200 2 Al 2200 2
C0 443240 C 044240
o000 420 G 0DDO0D 4720
T 50000 4 TS50 000D 4
Skoor: 14+44+0+0+0+0=5 Skoor: 5+442+4+442=21

Joonis 1.3: Maatriksi 1.2 sobitamine stringile ACGTTCAGCA. Esmalt sobi-
tatakse maatriks stringile positsioonidele 1 kuni 6. Tulemuseks on sobivust
véljendav skoor vaartusega 5. Sobitades maatriksit stringile positsioonidele
5 kuni 10 on skooriks 21.

1.4.4.1 Negatiivsete logaritmide meetod maatriksi kaalude leid-
miseks

Antud meetod leiab negatiivsed logaritmide abil kaalu iga aluse sageduse
kohta igas positsioonis. Konkreetse saidi summa on negatiivne logaritm toe-
ndosusest, mis viljendab kindla jarjestuse esinemisest teatud saitide hulgas
eeldusel, et positsioonid on soltumatud (Staden 1989).

On néidatud, et jirjestuse skoori ja promootori aktiivsuse vahel eksis-
teerib tugev korrelatsioon. Kui kaalud toesti véiljendavad seostumisprotsessi
tunnuseid, siis enamate "heade"tunnuste olemasolu peaks viitama korgemale
aktiivsusele (Mulligan et al. 1984).

Kui on olemas piisavalt kvantitatiivseid andmeid jarjestuste nédol ning
nende funktsionaalseid aktiivsuseid, siis peaks olema kergelt lahendatav kaa-
lumaatriksi loomine, mis annaks parima sobivuse sellele kvantitatiivsele and-
mestikule.

Alati ei pruugi parim sobivus olla piisavalt hea. Juhul, kui standardse
kaalumaatriksi puhul iga positsiooni skoorid liidetakse, et saada iildine skoor,
siis sellest tuleneb, et iga positsioon annab soltumatu panuse aktiivsusesse.
Kui see eeldus on viir, voib isegi parim sobivus anda ebaodige lahenduse.
Sellisel juhul on vaja komplitseeritumaid mudeleid, kus maatriksi elemen-
did vastavad néiteks kahele nukleotiidile mitte iihele. Selline meetod ei leia
mitte ainult parimat maatriksit olemasolevale andmestikule, vaid viitab ka
seostumise mehhanismile, kus nukleotiidide positsioonid ei ole omavahel sol-
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tumatud. Limiteerivaks on kvantitatiivse andmestiku saamise t6émahukus
ning seepérast kasutatakse sellist lahenemist viga harva (Stormo 2000).

1.4.4.2 Informatsiooni sisalduse maatriksid

Olulisel kohal kaalumaatriksite kirjeldamisel on ka informatsioonisisalduse
jargi loodud maatriksid. Erinevate regulatoorsete siisteemide seostumissai-
te vordlemisel, on vilja tootatud vilja informatsiooni sisalduse ning selle
soltuvus seostumissaitide sagedusest genoomis (Schneider et al. 1986). Infor-
matsiooni sisaldust saidi igal positsioonil voib esitada nii:

T
Li=24" f5,il092 (1.1)
b—A

kus i on positsioon saidis b, viitab voimalikele alustele, f(;,; ) on iga nukleo-
tiidi leitud sagedus positsioonil <. I; vadrtus on 0 kui koikide aluste esinemise
toendosus on 25% ja 2 bitti juhul kui positsioon on taielikult konserveerunud
ehk antud positsioonis esineb vaid iiks nukleotiid neljast.

Veidi hiljem on niidatud, kasutades statistilise mehhaanika teooriat, et
aluste sageduste logaritmid peaksid olema proportsionaalsed nende aluste
seostumisenergia panusega (Berg & von Hippel 1987). See teooria toetab in-
formatsiooni sisalduse analiiiisi ja soovitab, et informatsiooni sisaldus on seo-
tud saitide hulga keskmise seostumisenergiaga. Pdrmi puhul esimene valem
viitab positiivsele informatsiooni sisaldusele ja seega spetsiifilisele seostumis-
energiale igal juhuslikul saitide hulgal. Parandatud valem, mis votab arvesse
ka parmis valitsevat nukleotiidide suhet, on jirgmine:

fb?i
Db

Iseq(i) = Z fbai lOgQ (12)
b

kus p, on aluse b sagedus kogu genoomis. Valem 1.1 on valemi 1.2 erijuht,

kus p, on koikide b jaoks 0.25. I, on tuntud kui suhteline entroopia ja
Kullback-Liebler kaugus.

Tabel 1.3: Informatsiooni sisalduse maatriks niite 1.4.1.1 péhjal arvutatuna
valemi 1.2 jargi

-2.2 -1.78 -1.78 -28 -28 -1.78
-2.8 -1.18 -1.18 -1.78 -1.18 -2.8
-2.8 -28 -28 -1.18 -1.78 -2.8
-096 -28 -28 -28 -28 -1.18

HQAOQ»
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1.4.5 Markovi varjatud mudelid

Markovi varjatud mudelid (Hidden Markov model, HMM) kirjeldavad siis-
teemi, mis koosneb eraldiseisvatest olekutest ja olekute vahelistest seostest.
Iga seost iseloomustab toendosus. Mudelid on "varjatud”, kuna seisundeid ei
saa otseselt jalgida. Markovi varjatud mudelid {ildistavad eelnevalt kirjelda-
tud positsioonimaatrikseid, sest nad votavad arvesse eelmiste veergude sei-
sundeid. Bioinformaatikas on HMM oluline seetottu, et voimaldab otsida voi
luua joonduse algoritmi kindla toendosuse baasil ja mudelit on lihtne treeni-
da tuntud andmestikuga (Zhang 2002). Markovi varjatud mudelid arvestavad
toendosuse arvutamisel ka eelnevas positsioonis oleva nukleotiidi vadrtust ja
seega on statistiliselt viljendusrikkamad kui positsioonimaatriksid.

1.4.6 Bayesi vorgud

Bayesi vorgud on suunatud tsiiklivabad graafid, mille tipud esitavad juhus-
likke muutujaid ja kaared toenédosuslikke soltuvusi tippude vahel (Charniak
1991).

Bayesi vorkude puhul kirjeldatakse iga positsiooni soltuvust eelnevatest
positsioonidest. Niiteks nukleotiidi muutus esimeses positsioonis voib esile
kutsuda aminohappe korvalahela konformatsiooni muutuse. See aga omakor-
da v6ib muuta teiste aminohapete konformatsiooni seostumissaidis ja tingida
seostumiseelistuste muutust. Bayesi vorkudega kajastatakse pohjuslikke seo-
seid orienteeritud graafina ning hiljem analiilisitakse neid. Bayesi vorkude
modulaarne siisteem voimaldab kirjeldada lihtsaid eelteadmisi ning erine-
vaid toendosuslikke mudeleid. Samuti on treenitavad Bayesi vorgud voimeli-
sed néidetest oppima. Bayesi vork kirjeldab alati toendosusjaotust ning neid
saab genereerida ka viheste nididete pohjal, sealjuures siiski jaddes piisavalt
valjendusrikkaks ja kirjeldatuks mitte liiga paljude parameetritega (Barash
et al. 2003).

1.5 Bioloogilist infot sisaldavad andmebaasid

Bioloogiliste eksperimentide tulemusena tekkivad andmehulgad vajavad sii-
litamismooduseid, mis voimaldaks kirjeldada saadud tulemused voimalikult
tapselt ilma bioloogiliselt olulist infot kaotamata.

1.5.1 Bioloogiliste andmebaaside vajadused

Maksimaalse kasu saamiseks bioloogilistest eksperimentidest parit andme-
te rohkusest, tuleb need andmehulgad siduda omavahel iihtseks tervikuks
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ning esitada kujul, mis voimaldaks teostada nii lihtsaid kui keerukamaid
komplekspédringuid. Samuti on oluline esitada andmeid terviklahendusena
(Birney, Clamp, & Hubbard 2002). Tervete genoomide kittesaadavus loob
laiemad voimalused uurimaks bioloogiat kui tervikut. Jarjestuste ulatuslik
sekveneerimine on aidanud médratleda probleemide piirjooni ning pannud
aluse edasistele uuringutele, mille tditmiseks on vaja uute meetodite vilja-
tootamist. Jérjestus on vaid esimene samm terviklike andmehulkade nagu
geenide tuvastamine, valkude struktuuride, molekulaarsete interaktsioonide
ja geeniregulatsiooni mudelite loomiseks. Andmete tdiustumine voimaldab
seada uusi kiisimusi ja leida lahendusi uutele probleemidele. Uute andmesti-
ke loomiseks on vaja eksperimentaalsete meetodite ning arvutuslike analiiiisi-
meetodite koosto6d. Andmete lisandumine voimaldab jark-jargult aru saada
bioloogiliste siisteemide iilesehitusest ning toimimisest (Birney, Clamp, &
Hubbard 2002).

Bioloogia kui terviku organiseeritust kirjeldavad erinevatest allikatest pa-
rit bioloogilised andmed. Seega on koige enam viidrt siistemaatiliselt orga-
niseeritud ning omavahel integreeritud erinevatelt bioloogilistelt tasemetelt
parit andmed. Omades suurt hulka toorandmeid valkudest, RNA-st, aga ka
genoomi jarjestustest ja struktuuridest, valgu ja RNA ekspressioonimustri-
test ning rakulistest asukoha kujutistest, on tekkinud suur vajadus hoida,
viartustada ja tagada ligipdds informatsioonile. Erinevate andmebaaside in-
tegreerimine teeb voimalikuks andmete puudujéikide lihtsa identifitseerimise
ning seeldbi nende kiirema korvaldamise ja andmete tdiustamise jirjekorra
viljatootamise.

Peamine viljakutse andmebaaside arenduses on andmete iihendamine voi-
maldamaks info paremat levikut tulenevalt genoomide téielikust sekveneeri-
misest. Uks peamisi probleeme, mis lahendust vajab, on algsete infoallika-
te seotuse sdilitamine annoteeritud andmete ning allikate vahel. Sageli uute
analiilisimeetodite viljatodtamisega algsed andmed vaadatakse iile ning ana-
liiiisitakse uuesti. Tihti aga jadvad nende andmete pohjal genereeritud an-
notatsioonid muutmata, sest tagasiside puudub allikate ja annotatsioonide
vahel.

Ideaalsel juhul peaks koikide andmebaaside andmed olema seotud stabiil-
se, versioonipohise identifikaatoriga ja andmete omavahelised seosed salvesta-
tud, et oleks algandmete muutuse jargselt voimalik annotatsiooni uuendada
(Birney, Clamp, & Hubbard 2002). Oluline on andmebaaside loomisel sil-
mas pidada ka andmete téielikkust ja kvaliteedi ulatust (Birney, Clamp, &
Hubbard 2002). Ideaalsel juhul koosneb andmebaas bioloogiliste eksperimen-
tide teel saadud andmetest ning nende pohjal in silico teostatud analiiiisi
tulemustest. Tegelikkuses on selliseid eksperimentaalselt toestatud andme-
tel pohinevaid andmebaase viga vihe. Andmete esitamisel ja kasutamisel on
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oluline méirkida andmete péritolu ning saamisviis, olgu selleks eksperimen-
taalne voi in silico ennustus, ja eeldatav tdpsus voi muu kvaliteedi hinnang
ning viimane uuendamise aeg.

Seega on andmebaaside loomise seisukohast peamised etapid (Elmasri &
Navathe 2000):

e andmete kogumine
e andmete to6tlemine
e organiseerimine

hindamine

seoste loomine erinevate andmete vahel

olemasoleva info pohjal uute andmete genereerimine

1.5.2 Andmebaaside kasutajaliidesed

Enamuse andmebaaside puhul pole tavakasutajale antud otsest voimalust
programmiliseks ligipddsuks, selle asemel on mitmed tarkvarakihid, mis on
loodud andmebaasi peale. Uldistused, mida kutsutakse programmi rakendus-
likuks kasutajaliideseks (API), voi vahetarkvara kihiks, voimaldavad andme-
baasi skeemi isoleerida siisteemi programmeeritud klientidest. Vahetarkvara
kihid erinevad oma keerukuselt ja viljandgemiselt. Mitmed andmebaasid ka-
sutavad BioPerli voi BioJava rakendustel pohinevaid kasutajaliidese tuumi.
Selline laialdane iihtsete kasutajaliideste kasutamine voimaldab iihendada ja
sobitada komponente omavahel ja seega viheneb komponentide iihendamisel
tekkivate probleemide hulk. Enamus andmebaaside veebi-pohiseid kasutaja-
liideseid on diinaamilised, voimaldamaks andmete kujutamist soltuvalt konk-
reetselt paringus soovitud andmetest.

Kui tavakasutajat rahuldab ligipdds andmetele veebi kaudu, siis korra-
likuks andmeanaliiiisiks 1dheb vaja enamat. Erinevad andmebaasid voimal-
davad mitmesugust ligipddsu andmetele, mis varieerub andmebaasi terviklike
andmefailide jagamisest tekstifailide (Wingender et al. 2000), Exceli tabelite
voi teiste madratlemata formaatidena.

1.5.3 Geeniregulatsiooni andmebaasid

Geeniregulatsioon holmab koiki kudesid, rakke, arengujirke, keskkonnatin-
gimusi ning koigi nende kombineerimist ja analiiiisimist pole voimalik ekspe-
rimentaalselt 1abi viia. Seepérast vajatakse tooriistu, mis aitaks analiiiisida
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geeniregulatsiooni mojutavaid faktoreid ning modelleeerida in silico geenire-
gulatsiooni etappe.

Juba pikka aega on kogutud geeniregulatsiooni kirjeldavaid andmeid and-
mebaasidesse (Ghosh 1990). Olemasolevad andmebaasid sisaldavad genoomi-
de ja regulatoorsete elementide jarjestusi,nende kirjeldusi ning omavaheli-
si seoseid. Vajalikud on sellised andmebaasid nii biotehnoloogias, farmako-
loogias kui mujal teadusharudes. Koik olemasolevad andmebaasid holma-
vad mingit osa kogu geeniregulatsiooni valdkonnast ning kattuvad omavahel
paljudes andmetes, kuid siiski puudub iihtne integreeritud platvorm, mis
holmaks koiki olemasolevaid andmeid geeniregulatsiooni kirjeldamiseks ja
geenivorkude modelleerimiseks. Andmebaasid on aluseks geeniregulatsiooni
mehhanismide modelleerimiseks, transkriptsioonifaktorite omavaheliste seos-
te leidmiseks, kirjeldamiseks ning uute in silico andmete tootmiseks. Siiani
on suurimateks parmi transkriptsioonifaktoreid holmavateks andmebaasideks
EPD (Perier et al. 2000; Praz et al. 2002), SCPD (Zhu & Zhang 1999), SGD
(Dwight et al. 2002), TRANSFAC (Wingender et al. 2000), TRRD (Kolcha-
nov et al. 1999; 2000).

Senini olemasolevates S. cerevisiae transkriptsioonifaktorite andmebaasi-
des on puudunud voimalus iihtseks paringuks iile koikide erinevate seostumis-
saitide tiilipide. Tavaliselt on esitatud eraldi oligonukleotiidid, konsensusjar-
jestused ning maatriksid (Zhu & Zhang 1999; Wingender et al. 2000). Selline
esitusviis ei ole aga kasutajasobralik ning on ebainformatiivne. Samuti on ole-
masolevate andmebaaside puhul raskendatud suuremahuline andmeanaliiiis.

1.6 Andmebaaside modelleerimine

Andmete hoidmiseks, muutmiseks, té6tlemiseks ning avaldamiseks ldheb va-
ja seotud andmete kogusid ehk andmebaase. Andmebaaside juhtimissiisteem
ehk andmebaasisiisteem (DBMS) véimaldab andmebaasi késitseda. Andme-
baasidega seotud pohitegevused on: andmete hoidmine, lisamine, eemalda-
mine, parandamine, parimine. Andmebaasisiisteemm peab tagama andmete
turvalisuse, terviklikkuse, siinkroniseerumise, andmete taastatavuse ning vil-
tima andmete dubleerumist (Elmasri & Navathe 2000).

Andmebaaside modelleerimine on vajalik kirjeldamaks olemasolevaid and-
mehulki, nendevahelisi seoseid ning andmete haldamisega tekkivaid prob-
leeme ja voimalikke lahendusi. Samuti on oluline libi t66tada andmebaasi
paringud modelleerimise kdigus, voimaldamaks hiljem koige kiiremaid ning
lihtsamaid péaringuid. Juba kidigusolevate andmebaaside iimbermodelleerimi-
ne on tiilikas, seega tuleb suurt rohku panna korralikult toimiva andmemudeli
valjatootamisele.
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Peamised modelleerimisel kasutatavad mudelitiiiibid on olem-seos ( Entity-
Relationship, ER) mudel ning objektmudelid (Elmasri & Navathe 2000). ER
mudeli eesmérgiks on andmebaasi kontseptuaalne kirjeldamine. Relatsiooni-
lise andmemudeli puhul on keskseks objektide viirtustest lahtumine. Eri-
nevate mudelite iiheks eesméargiks on viltida andmeliiasuse tekkimist, kus
iiht ja sama infot hoitakse erinevates olemites mitmeid kordi. Andmeliiasuse
tekkimise véltimiseks on relatsioonilise andmebaasi puhul normaalvormide
teooria, mis holbustab minimaalse andmeliiasusega skeemi konstrueerimist.

1.6.1 Relatsioonilised andmebaaside haldamise siistee-
mid

Geneetilise informatsiooni haldamine nouab pikaajalist andmete siilitamist

ja holpsalt programmeeritavaid viise informatsiooni uuendamiseks ja ligi-

padsuks. Enamus bioloogilisi andmebaase kasutavad relatsioonilist andme-

baaside haldamise siisteemi (RDBMS) kui pohilist andmete haldamisviisi.
RDBMS eelised on jiargnevad (Birney, Clamp, & Hubbard 2002):

e kahe viimase aastakiimne jooksul on arvutiteaduses loodud hésti aru-
saadavad, kergesti kisitletavad, viimistletud siisteemid, mis voimalda-
vad andmete terviklikkust.

e relatsioonilised andmebaasid kasutavad standardiseeritud paringu keelt
(SQL) ja koik pohilised programmeerimiskeeled on seotud SQL kasu-
tajaliidesega, voimaldades programmilist ligipdésu.

e on suur hulk RDBMS-i ja SQL-i valdavaid spetsialiste, keda on voi-
malik kaasata RDBMS-pohinevatesse andmebaasilahenduste viljatoo-
tamisse. Enamus andmebaase pohinevad kas Oracle, Sybase, Postgres,
IBM DB2, mSQL voi MySQL-il. Seejuures tuleb markida, et MySQL
ei ole kiill rangelt RDBMS kuid praktilistel kaalutlustel voib seda pi-
dada RDBMS-ks ning MySQL on laialdaselt kasutusel bioloogilistes
andmebaasides.

1.6.2 Relatsiooniline mudel

Relatsioonilise mudeli eesmirgiks on seletada andmebaasi pohiolemus lihtsalt
ja arusaadavalt, esitada andmete vahelisi seoseid fiiiisilisest esitusest soltu-
matuna ja voimaldada korgtaseme andmete manipuleerimiskeeli ehk tehteid
relatsioonide kui hulkadega. Oluline on ka andmekaitse ning paringute opti-
miseerimise voimalus (Elmasri & Navathe 2000). Samas tekitab relatsiooni-
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de paljusus andmete semantikas kadusid ning on oluline probleem ténapdeva
korge integratsiooniastmega andmete puhul.

Relatsiooniline andmebaas koosneb tabelitest. Iga tabel vastab mingile
olemite klassile ning iga tabeli kirje vastab iihele klassi kuuluvale objektile.
Iga kirje iga vili kirjeldab klassi kuuluva objekti iiht tunnust.

Tabel 1.4: Inimesed

Perekonnanimi Eesnimi Isikukood
Mets Mari 47712030987
Meri Meelis 36709181202

Tabel 1.5: Kontoomanikud

Isikukood Kontonumber
47712030987 12345656
36709181202 23423423

Olgu meil niiteks andmebaas, mis koonseb kahest tabelist 1.4 ja 1.5. Esi-
mene tabel vastab olemite klassile Inimesed. Iga rida tabelis 1.4 vastab iihele
objektile ehk antud juhul inimesele. Iga objekt on kirjeldatud kolme véiljaga.
Objekti tunnusteks on antud juhul Perekonnanimsi, Eesnimzi ja Isikukood. Ta-
belis 1.5 on kirjeldatud olemite klass Kontoomanikud. Sellesse olemite klassi
kuuluvaid objekte iseloomustavateks viljadeks on Kontonumber ja Isikukood.

1.6.3 Votmed

Voti on atribuut ehk omadus voi ka atribuutide kogum, mis iiheselt méa-
rab dra konkreetse olemi (Elmasri & Navathe 2000). Uhel olemil v&ib olla
mitu votit kuid enamasti méaratakse iiks votmete seast primaarvotmeks.
Ulejiadnud votmed on kandidaatvotmed. Supervéti on atribuutide hulk, mille
pirisalamhulk? ei ole voti.

Kasutades niitena tabeleid 1.4, 1.5 voime olemite klassi Inimesed pri-
maarvotmena kisitleda vélja Isikukood kuna see on unikaalne numbrikombi-
natsioon ehk ei leidu kahte inimest, kellel oleks sama isikukood. Tabeli 1.4
primaarvoti on valisvotmeks tabelis 1.5 ehk vilja Isikukood abil saame me
siduda kaks tabelit Inimesed ja Kontoomanikud.

Olemi kogumid, millel puudub voti, nimetatakse norkadeks olemikogu-
deks. Tugev olemikogu omab primaarvotit.

“Hulga A suvaline alamhulk, mis ei vordu hulgaga A
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1.6.4 Olem-seos mudel

Olem-seos (ER) mudel on vajalik reaalse maailma kirjeldamiseks ning ole-
mite ja seoste madratlemiseks, enne kui asutakse modelleerima andmebaasi
(Elmasri & Navathe 2000). Olemid on esitatud klassidena, mis kirjeldavad
sarnase tunnuse jargi liigitatud olemeid. Olemit iseloomustavad atribuudid
ehk tunnused. Seosed iihendavad olemeid omavahel. On olemas kolme tiiiipi
seoseid:

1:1 seos, kus iihele olemile iihest tiiiibist vastab iiks olem teisest tiiiibist
1:n seos, kus iihele olemile iihest tiiiibist vastab n olemit teisest tiiiibist
m:n seos, kus m olemit iihest tiiiibist on seotud n olemiga teisest tiiiibist

Need kvalitatiivsed seosed voimaldavad mudeli seisundi o6igsuse kontrolli.
Kvalitatiivne tunnus on méaaratletud modelleerimise kiigus ja peab kujutama
endast reaalse maailma objektide omavaheliste seoste omadusi.

Atribuutide parimine toimub ER mudelis iildisemalt olemilt spetsiifilise-
male, néiteks geenilt transkriptsioonifaktorile.

Olemid jagunevad veel ka domineerivaks ja alluvaks olemiks. Domineeriva
olemi kustutamisel kustutatakse ka alluv olem.

1.6.5 Andmebaasi siisteemi funktsionaalsed komponen-
did
e Andmete defineerimiskeel (DDL) —kasutatakse andmebaasi struktuuri
kirjeldamiseks. Siia kuuluvad:

CREATE lause ehk tabelite loomine
ALTER lause ehk tabelite muutmine
DROP lause ehk tabelite kustutamine

e Andmete manipuleerimiskeel (DML) —kasutatakse andmebaasi protses-
side kirjeldamiseks. Siia kuuluvad:

INSERT lause ehk kirjete lisamine

UPDATE lause ehk kirjete muutmine
DELETE lause ehk kirjete kustutamine
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COMMIT, ROLLBACK, SAVEPOINT ehk transaktsioonid and-
mebaasis

e Andmete piringukeel(DQL) —kasutatakse andmete parimiseks andme-
baasist.

SELECT lause ehk kirjete parimine

Relatsioonilised andmebaasid kasutavad peamiselt SQL keelt ning koik pé-
ringud andmebaasist toimuvad SELECT lausena.

1.6.6 Transaktsioonid ja operatsioonide terviklikkus

Transaktsiooniks loetakse vihimat terviklike omavahel seotud sammude ja-
da, mis voimaldab andmeid muuta. Transaktsioonid on iihtse loogilise terviku
moodustavate andmete modifitseerimis (DML)-lausete hulk. Samuti kuulu-
vad transaktsioonide hulka andmetedefineerimis (DDL)- ja péarimis (DQL)-
laused. Transaktsioonide peamised omadused on (Elmasri & Navathe 2000):

atomaarsus - tiidetakse kas kogu transaktsioon voi mitte midagi.

isolatsioon - transaktsiooni tulemus peab olema sama, soltumata kas samal
ajal mingeid teisi transaktsioone tédidetakse voi mitte.

kestvus - kui transaktsioon on lopetatud, siis ta ei tohi enam kaduma minna.

kooskola - pirast transaktsiooni lopetamist peavad andmed jadma sama-
moodi kooskolla kui nad olid enne transaktsiooni alustamist.

Atomaarsuse parimaks néiteks voib tuua pangaiilekanded. Transaktsiooniks
on sel juhul esmalt raha votmine kontolt A ning seejérel kandmine kontole B.
Vajalik on teostada molemad toimingud jirjest ning ilma katkestuseta ehk
kui raha on voetult kontolt A, siis peab see kantama kontole B. Transakt-
siooni alustatakse esimese SQL lause tditmisel ning lopetatakse:

e COMMIT vo6i ROLLBACK kisu téitmisel
e DDL voi DQL lause taitmisel
e Kasutaja viljalogimisel

e Siisteemi torkumisel
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1.6.7 Teoreetilise osa kokkuvote

Geeniregulatsioon on keeruline mehhanism ning selle uurimiseks tuleb esmalt
tunda transkriptsioonimehhanisme. Selleks, et teada millised interaktsioonid
tekivad transkriptsioonifaktorite ja DNA vahel tuleb teostada mitmeid eks-
perimentaalseid katseid. Samas on katsete tdpsus olenevalt eksperimendist
viga erinev ning samuti on bioloogiliste eksperimentide ajakulu viga suur
ning pole voimalik koiki voimalikke transkriptsioonifaktoreid ja DNA vahe-
lisi interaktsioone eksperimentaalselt uurida.

Siinkohal tuleb appi bioinformaatika, mis voimaldab teha suuremahulisi
i silico eksperimente ennustamaks transkriptsioonifaktorite seostumissaite
DNA-I ning voimalike geeniregulatsiooni vorgustikke.

Samas nouavad nii bioloogilistes eksperimentidest kui arvutuslikest ana-
liiiisidest tulevad andmed siilitamist, kirjeldamist ning analiiiisimist. Selleks
on vaja andmeid koguda ning hoida spetsiaalselt selleks tarbeks modelleeri-
tud andmebaasides. Andmebaaside modellerimisel tuleb silmas pidada kir-
jeldavate bioloogiliste andmete olemust ning omavahelisi seoseid. Samuti on
oluline et andmebaas toetaks nii in vitro ja in vivo kui ka in silico eksperimen-
tide tulemuste esitamist. Uhist ja vorreldavat esitamist vajavad ka erinevad
transkriptsioonifaktorite seondumissaitide esitusviisid, olgu need siis oligod,
maatriksid voi regulaaravaldised.

Geeniregulatsioon on véiga tdhtis mehhanism organismides ning selle uu-
rimine on tdnapéeva bioloogias olulisel kohal ning nouab spetsiaalselt gee-
niregulatsiooni vajadustele disainitud andmebaase. Jargnev peatiikk annab
iilevaate esimesest voimalikust lahendusest kirjeldamaks geeniregulatsiooni
infot spetsiaalselt selleks otstarbeks disainitud andmebaasist BiGeR.
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Peatukk 2

(Geeniregulatsiooni andmebaas
BiGeR

2.1 TUlesande piistitus

Geeniregulatsiooni mehhanismide moistmiseks on vajalik omada transkript-
sioonifaktorite ning DNA interaktsioonide kohta infot. Ténapéeval saadakse
geeniregulatsiooni andmeid peamiselt kahel viisil: arvutuslikest ennustustest
ehk in silico ning bioloogilistest in vitro ja in vivo eksperimentidest. Saadud
andmed tuleb t66delda ning esitada parimat modelleerimist voimaldaval ku-
jul. Geeniregulatsiooni kirjeldavate andmete iiha suurenev hulk vajas spet-
siaalset andmebaasi, mis oleks disainitud iihendamaks erinevatest allikatest
parit infot ning voimaldamaks geeniregulatsiooni vorgustike modelleerimist.
Kaiesoleva t00 eesmaérgiks oli luua andmebaas, mis vastaks eelpool maini-
tud noudmistele ning oleks voimalikuks alusepanijaks eksperimentaalsete ja
ennustuslike andmete koosesitamisele ning vordlemisele.

2.2 Tulemused

Olles esmalt tundma oppinud bioloogilisi andmeid kui olemeid ning andmete
omavahelisi seoseid, tuli voimalikult hésti piilida edasi anda neid seoseid ning
olemeid ka andmebaasis. Oluline oli geeniregulatsiooni andmebaasis voima-
likult héasti kirjeldada jargmisi bioloogilisi olemeid:

o transkriptsioonifaktor on valk, mis seondub otse DNA-le geeni cis- voi
trans-piirkonnas voi reguleerib valk—valk interaktsioonide kaudu geeni
ekspressiooni.
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e seondumissait on koht, kus transkriptsioonifaktor seondub DNA-le ning
seda seondumissaiti on voimalik esitada nukleotiidide jirjestusena

e motiiv on kogum, mis esitab iihe transkriptsioonifaktori seondumissai-
tides erinevaid nukleotiidseid jarjestusi iihtse tervikuna

e geeniregulatsiooni vorgustik on omavahel seotud reaktsioonide vorgus-
tik, mille moodustavad geenid ning nende ekspressiooni mojutavad
transkriptsioonifaktorid

Selliste bioloogiliste seoste esitamiseks l6ime BiGeR'! andmebaasi, mis
haldab endas geeniregulatsiooni kirjeldavaid andmeid geenide, transkript-
sioonifaktorite ja nende seostumissaitide kujul. Andmebaas ei ole mitte ainult
juba olemasolevate andmete hoidmiseks ning parimiseks vaid peamiselt edas-
pidiste in silico eksperimentide toetuseks. Andmebaasi loomisel oli eesmér-
giks olla informaatiliseks baasiks geeniregulatsiooni kirjeldamisele, uurimisele
ja voimaldada geeniregulatsioonivorgustike modelleerimist.
2.2.0.1 To606 peamised etapid
Kiesoleva uurimist66 peamised etapid on olnud:

1. andmebaasi struktuuri véljaté6tamine

2. andmete kogumine
andmete to0tlemine iihtsele kujule

andmebaasi programmeerimine

andmete automaatne sisestamine andmebaasi

A

veebiliidese programmeerimine

Etappe iiks kuni kolm tuli korrata, et leida parim lahendus olemasolevate
ja voimalike uute andmete hoidmiseks ja kirjeldamiseks. Andmebaasi struk-
tuuri viljatootamise peamiseks ja toomahukaimaks etapiks oli geeniregulat-
siooni, peamiselt transkriptsiooni, mehhanismide kirjeldamine informaatiliste
seostena.

Jargnevas peatiikis antakse iilevaade BiGeR andmebaasist kirjeldades
dra andmebaasi struktuuri tabelite ning atribuutide kujul. Andmebaasi struk-
tuuri holpsamaks moistmiseks on lisatud skemaatilised joonised tabelitest.
Andmebaasi funktsionaalsusest antakse iilevaade kirjeldades dra voimalikud
kasutusjuhud.

! Bioinformatics of Gene Regulation
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2.3 Andmebaasi skeem

Andmebaasi struktuuri on kiesolevas peatiikis kirjeldatud kolme joonise abil:
joonis 2.1 annab iilevaate BiGeR andmebaasi peamistest olemitest ja nende
koige olulisematest atribuutidest, joonis 2.2 kirjeldab iilevaatlikult koiki and-
mebaasi olemeid koos koigi atribuutidega, lisaks on joonisel 2.3 vilja toodud
kasutajate haldamiseks vajalike tabelite skeem.

Factor
+ AAcid_seq : string

/

Regulation

Gene + site_id : int
+ name : string + gene_id : int
+ type : string + factor_id : int

Site
+ affinity : double
+ coord_start ; int
+ coord_end : int

Signal
+ value : string
+ type : string

Joonis 2.1: BiGeR peamised tabelid olulisemate argumentidega. Tabel Ge-
ne kirjeldab geenide iildisi omadusi, Factor kirjeldab lisaks transkriptsioo-
nifaktoritele olulisi omadusi. Site kirjeldab seondumissaitide omadusi ning
tabelis Signal hoitakse seondumissaitide DNA jérjestusi. Tabel Regula-
tion kirjeldab geene ja neid mojutavaid transkriptsioonifaktoreid ning samuti
seondumissaite, mis asuvad geenide ees ja vastavad transkriptsioonifaktori-
tele.
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Andmebaasi lihtsustatud mudeli joonisel 2.1 on toodud BiGeR andme-
baasi olulisemad viis olemit ning nende koige olulisemad atribuudid. Ku-
na andmebaas on loodud geeniregulatsiooni uurimiseks ja modelleerimiseks
ning uute transkriptsioonifaktorite seondumissaitide esitamiseks, on kesksel
kohal Gene, Regulation, Site ning Signal tabelid. Transkriptsioonifak-
torite seondumissaitide esitamiseks on kesksed Site, Signal ning Regula-
tion tabelid. Gene ning Factor tabelis kirjeldatakse dra geenide, nii iildiste
kui transkriptsioonifaktoreid kodeerivate geenide, omadused. Geeniregulat-
siooni modelleerimiseks peamine tabel on Regulation, mis haldab geenide
ja transkriptsioonifaktorite vahelisi seoseid, samuti ihendab transkriptsioo-
nifaktorid nende seondumissaitidega. Selline iihtse tabeli kujul geeniregu-
latsiooni modelleerimiseks vajaminevate andmete esitamine on autorile tea-
daolevalt senini olemasolevates andmebaasides puudunud.

Factor Gene
+id :int +id :int
+ AAcid_seq : string + dbxref : string
+ gene_id : int + name : string
+ added : int + description : string
Source + modified ; int + type ! string
+id :int + species ! string
+ authors : string + added : int
+ methods : string + modified : int
+ comments : string + source_id : string
+ guality : double
+ added : int
+ modified : int Regulation
+ id @ int
+ site_id : int
+ gene_id : int
+ factor_id : int
+ added : int
+ modified ; int
+ source_id :int
+id: imUsers Signal +id :int =
’ +id :int Pt
+ usemame ; strjng +ysalusessoshing ::?r::r:ef ..sélrg:ae
Mot +lype s siing # cccr{?sltart int

+ last_change : date

+ site_id : int R
5 + coord_end @ int
\ + added : int \'\\

+ experimental ; strin
+ modified : int g

User_lo S + description : string
—— 9 + source_id : int + species : string
+id : int
+ log_id : int Log + added : int
B [+ id : int ified : i
+ users_id : int iy - + modlfled_.. int
+ last_change : date 2 : + source_jd : int

Joonis 2.2: BiGeR-i tiielik objekt mudel. Siin on dra toodud tabelite koik
atribuudid ning lisatabelid: Source, User, Log ja User log.
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Lisaks joonisel 2.1 toodud lihtsustatud mudeli viiele tabelile on olulisel
kohal téaieliku mudeli joonisel 2.2 toodud Source tabel, mis on peamiseks
aluseks andmete kvaliteedi hindamise siisteemi véaljatootamisel. Tabelid on
omavahel seotud identifikaatoratribuutidega ehk néiteks tabelid Site ning
Signal on seotud Site tabeli id atribuudi kaudu, kus Site tabeli id atribuudi
vaartus on vordne Signal tabeli site id atribuudi vaartusega. Samuti on
oluline kasutajate haldamise siisteem, mis baseerub kolmel tabelil: User,
Log ja User_ log.

2.4 Andmebaasi klasside detailsed kirjeldused

Kaesolevas andmemudelis on kirjeldatud iiheksa klassi. Viis neist hoiavad
bioloogilisi andmeid, iiks kirjeldab andmete allikaid ning kolm tabelit on ka-
sutajate identifitseerimiseks ning andmete lisamis- ja modifitseerimisaegade
kirjeldamiseks. Koikidel klassidel on iihised id, source id, modified ning
added viljad.

2.4.1 Tabelite tihised atribuudid

Koikide tabelite identifikaatoriks ning peavotmeks on atribuut id, mis voi-
maldab siduda erinevate tabelite andmeid omavahel ning iiheselt leida ta-
beli siseselt kirjeid. Koikides tabelites, vélja arvatud kasutajate haldamiseks
moeldud tabelites, on iihisteks atribuutideks source id mis vastab Source
tabeli identifikaatorile, added ning modified atribuudid, mille abil seotak-
se andmete lisaja(muutja) ning lisamisaeg(muutmisaeg) tabelist User log
muudes tabelites olevate andmetega.

2.4.2 Tabel Gene

Gene kirjeldab geenide ehk valku kodeerivate DNA jérjestuste lihtsamaid
omadusi. Tabeli eesmérgiks ei ole koguda koiki teadaolevaid andmeid iga
geeni kohta vaid pigem salvestada viited erinevatele vilistele andmebaasidele.

Atribuudid

dbxref on ristviitamiseks vajalik accession number, mis vastab andmete al-
lika identifikaatorile.

name on geeni nimi, tavaliselt suurtdheline lithend.
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description sisaldab algallikast parinevat geeni liihikirjeldust, néiteks ar-
tikleid, kust info périt.

species sisaldab liigi nime, mille andmed on tabelis kirjeldatud.
type on loend (ENUM) tiilipi atribuut, mis mééirab kas tegemist on gee-
ni(G) voi faktoriga(F).

2.4.3 Tabel Factor

Factor on klassi Gene alamklass. Faktorit eristab geenist eraldi viljatoodud
aminohapete jirjestus, millelt valk on kodeeritud.

Atribuudid

AAcid seq on aminohapete jirjestus oligonukleotiidi kujul.

2.4.4 Tabel Site

Klass Site kirjeldab transkriptsioonifaktori seondumissaite DNA-1 ning transk-
riptsiooni algussaite (TSS). Tabelis kirjeldatakse saidid suhteliste koordinaa-
tidega geeni avatud lugemisraami algusest. Klass Site on otseselt seotud
klassiga Signal, mis kirjeldab seondumissaitide DNA jarjestusi.

Atribuudid

dbxref on viide (accession number, AC) andmete allikale ning on oluline
interaktsioonide hoidmiseks andmete allika ning kiesoleva andmebaasi
vahel.

affinity viljendab transkriptsioonifaktori ja DNA vahelise seondumise tuge-
vust. VaAartused on reaalarvulised ja parinevad ainult eksperimentaal-
setest andmetest.

coord start on seondumissaidi alguskoordinaat DNA-1, alates ORF-i al-
gusest. Vélja tiilip on tdisarvuline, enamasti negatiivne, viartus. Nega-
tiivsed véadrtused tdhistavad iilesvoolu esinemist.

coord end on seondumissaidi lI6ppkoordinaat DNA-I, alates ORF-i algu-
sest. Vilja tiilip on téisarvuline, enamasti negatiivne, vaértus.

description on andmete iildiseks kirjeldamiseks. Sisaldab infot artiklite koh-
ta, kus antud seondumissait on kirjeldatud.
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experimental méairab andmete eksperimentaalse voi ennustusliku péaritolu.
Vali on loend (ENUM) tiiiipi atribuut, mille vaartused voivad olla
’true’ voi false’. Vaikimisi on véartus ’false’.

species vairtus on liigi nimi, mille andmed on tabelis kirjeldatud.

2.4.5 Tabel Signal

Signal kirjeldab bioloogiliselt oluliste saitide esinemisi mitmel erineval kujul:
naiteks oligonukleotiidid, regulaaravaldised, maatriksid, TSS—d.

Atribuudid

value kirjeldab seondumissaiti, mis on esitatud tabelis Site. Vilja vaartu-
seks on vaba tekst,

type kirjeldab signaali esitustiiiipi. Vaartuseks voivad olla: oligo, regular
expression, consensus, matrix, TSS.

2.4.6 Tabel Regulation

Antud klass sisaldab infot Site tabelis oleva info seotusest Gene tabelis oleva
infoga ehk millised seondumissaidid on konkreetsel faktoril voi milliste geeni-
de ees antud saidid esinevad. Samuti kirjeldatakse geeniregulatsiooni kujul:
faktor A reguleerib geeni B. Regulation on peamiseks allikaks geeniregu-
latsiooni vorgustike modelleerimisel ning on keskseks tabeliks andmebaasis
BiGeR.

Atribuudid

site id on seoses esineva saidi identifikaator
gene id on seoses esineva geeni (faktori) identifikaator

factor id on mojutava faktori identifikaator, mis parineb tabelist Gene

2.4.7 Tabel Source

Source on klass andmete paritolu kirjeldamiseks ning on aluseks andmete
kvaliteedi hindamise viljatootamisel. Tabel on loodud eesmérgiga vorrelda
erinevatest allikatest pirinevate andmete kvaliteeti ning seeldbi to6tada vil-
ja andmete usalduspiirid. Niiteks eksperimentaalsed andmed on suurema
usaldusvaidrsusega kui arvutuslikud ennustused.
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Atribuudid

authors sisaldab andmete autorit identifitseerivat kirjet. Vélja tiiiibiks on
vaba tekst.

methods kirjeldab meetodeid, millega andmed on saadud. Vilja tiiiibiks on
vaba tekst.

comments viljas voib kirjeldada artikli pealkirja ning ilmumisaja, kust and-
med périt. VAartuseks on vaba tekst.

quality viljendab kvaliteeti ning on esitatud reaalarvulisel kujul.

User_log
+id @ int
+ log_id : int

+ users_id : int
+ last_change : date

Log
Users +id :int
+id : int + log_time : date

+ username : string
+ password : string
+ last_change : date

Joonis 2.3: Kasutajate autentimiseks ning andmete lisamis- ja muutmisaja
haldamiseks vajalikud tabelid. Tabeli User log identifikaatorit kasutatak-
se teiste tabelite added ning modified atribuutide viartusena. Tabeli User
atribuudid username ja password on vajalikud kasutajate tuvastamiseks.

2.4.8 Tabel Log

Log klass on moeldud kasutajate logimise haldamiseks. Eesmérgiks on hoi-
da unikaalseid identifikaatoreid, et oleks voimalik siduda andmete lisamine,
muutmine voi kustutamine selle teostamise ajaga.
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Atribuudid

Log time, mis salvestab sisse logimise aja

2.4.9 Tabel User

On eeskitt kasutajate tuvastamiseks ning andmete lisajate kirjeldamiseks
loodud klass. Igale uuele andmebaasi kasutajale antakse kasutajanimi ja pa-
rool, et oleks voimalik iiheselt identifitseerida andmete lisajat, muutjat voi
kustutajat.

Atribuudid
username hoiab kasutajanimesid

password on vajalik kasutajate iiheseks turvaliseks tuvastamiseks

2.4.10 Tabel User log

Antud klass voimaldab siduda logimisajad kasutajanimedega ja seeldbi on
iiheselt leitav nii andmete lisaja kui lisamisaeg. Tabeli identifikaatorvilja
vaartus lisatakse koigile bioloogilist infot sisaldavatele tabelitele. User log
tabeli id vidrtus voimaldab soovi korral kustutada koik andmebaasi konk-
reetse kasutaja poolt kindlal ajahetkel lisatud andmed kui selgub, et andmete
lisaja on tol hetkel teinud vigu.

Atribuudid
log id on klassi Log identifikaator

user _id on klassi User identifikaator

2.5 Kasutusjuhud

Kasutuslugu ehk kasutusjuht (Use Case) on jarjekord toimingutest ja seos-
test kirjeldatava siisteemi ning selle kasutaja (Actor) vahel. Neid kasutatakse
peamiselt siisteemi funktsionaalsete voimaluste viljendamise vahendina. Ko-
gu siisteemi funktsionaalsus méaratletakse kasutusjuhtude komplektiga, kus
iga kasutuslugu esindab spetsiifilist siindmuste voogu. Kasutuslugu voib defi-
neerida ka siisteemi kiditumise tegevuse jarjestusena, mis annab iga kasutaja
puhul jélgitava tulemuse. Seejuures on kasutaja siisteemivéline isik voi isend,
mis suhtleb siisteemiga vastastikuselt (Cockburn 2003).
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Jargnevalt esitatakse bioloogilisi kasutuslugusid, mille abil on voimalik
seletada BiGeR andmebaasi funktsionaalust ning antakse iilevaade andme-
baasis realiseeritud paringutega. Allpool toodud kasutuslood illustreerivad
andmebaasi t66d. Toodud paringud on aluseks graafiliste kasutajaliideste
loomisel ning sellised paringud toimuvad andmebaasist veebiliidese kasuta-
misel.

2.5.1 Konkreetne transkriptsioonisait kindla geeni ees

Kasutajal on andmed transkriptsioonifaktori kohta ning selle esinemissait
konkreetse geeni ees. Eksisteerivad seosed transkriptsioonifaktori ja geeni
vahel, samuti transkriptsioonifaktori ja seondumissaidi vahel ning geeni ja
seondumissaidi vahel. Vaja on arvestada kolme seosega:

e transkriptsioonifaktor seondub DNA-le seondumissaidis
e seondumissait on geeni iilesvoolu jirjestuses

e transkriptsioonifaktor reguleerib geeni ekspressiooni

Andmete lisamine Esmalt lisatakse tabelisse Source andmete autorit
ja saamismeetodit kirjeldavad andmed. Saadud id viirtus lisatakse jirgneva-
tesse tabelitesse, atribuudi source id vadrtuseks. Teiseks lisatakse transk-
riptsioonifaktorit kirjeldavad andmed tabelitesse Gene ning Factor. Samuti
kirjeldatakse dra geeni omadused tabeli Gene abil. Lisatakse tabelisse Re-
gulation transkriptsioonifaktori ja geeni id—d. Seejérel kirjeldatakse vasta-
valt tabelile Site dra seostumissaidi omadused, lisatakse kindlasti vaartused
viljadesse: coord _start, coord end, experimental, species ning soovi-
tavalt ka description. Viimasena lisatakse andmed tabelisse Signal. Value
atribuut saab viaartuseks DNA jarjestuse, type on antud juhul oligo.

Andmete paring Olgu soov pirida koiki regulatsioone, milles osaleb
geen GAL4. Andmete péring tuleb lahendada kahes osas: esiteks péirida Gene
tabelist geeni nimele vastav identifikaator ning seejérel sellele identifikaatorile
vastavad regulatsioonid tabelist Regulation. Niidispéaringud:

Paring a:
SELECT name, id
FROM Gene

WHERE name=’GAL4’
AND type=’G’;
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Tulemus a:

Paring b:

SELECT id, site_id, gene_id, factor_id
FROM Regulation

WHERE  gene_id=’55";

Tulemus b:

Fe———— Femme Femme— Femee e +
| id | site_id | gene_id | factor_id |
Fo———— Fo——_——— Fo——_——— Fome e —_——— +
| 1010 | 1082 | 55 | 263 |
| 1011 | 1083 | 55 | 263 |
Fo———— Fe——_——— Fe——_——— Fome e ——_— +

2.5.2 Transkriptsioonifaktori konserveerunud sekvents
ja loetelu geenidest, mille jirgi see on generee-
ritud

Kasutajal on geeniekspressiooni analiiiisi andmete pohjal loodud konsensus-
jirjestus ning geenide nimekiri, mille jargi konsensusjarjestus genereeritud.
Eksisteerivad seosed:

e seondumissait on geeni iilesvoolu jirjestuses

Andmete lisamine Esmalt lisatakse Source tabelisse andmete autor ja
saamismeetod. Saadud id vaartus lisatakse jargnevatesse tabelitesse, atribuu-
di source id véirtuseks. Teisena lisatakse seostumissaiti kirjeldavad and-
med, koordinaadid, kirjeldused, liik, afiinsus (kui on vaartus), tabelisse Site.
Kolmandaks lisatakse konserveerunud sekventsjirjestus tabelisse Signal, at-
ribuudi value viartuseks, sealjuures maaratakse type atribuudi vaartuseks
consensus. Neljanda etapina lisatakse Regulation tabelisse site id ning
gene id-d, mille jérgi antud sekvents oli genereeritud. Gene _id-d saadak-
se paringuga tabelist Gene.
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Andmete paring Olgu soov périda koiki geene, millel on seos motiivi-
ga, kus esineb alamjérjestus TCCGCTGAACCGTT. Esmalt parime andme-
baasis koik sellised oligod, mis sisaldavad antud alamjirjestust. Ning seejirel
parime antud seondumissaitidega seotud geenid. Naidisparing:

Péring a:
SELECT id, value, type, site_id
FROM Signal

WHERE value LIKE ’%TCCGCTGAACCGTTY’;

Tulemus a:

| 1568 | CGATGCGTCTTTTCCGCTGAACCGTT.
| 209 | gatGCGTCTTTTCCGCTGAACCGttc.
| 862 | GATGCGTCTTTTCCGCTGAACCGTTCCAGCAAAAAAGACTA

Paring b:
SELECT site_id, gene_id
FROM Regulation
WHERE  site_id =7158’
OR site_id=’209’
OR site_id=’862’;

Tulemus b:

Fomm e Fomm e +
| site_id | gene_id |
Fomm - Fomm - +
| 158 | 0 |
I 209 | 0 |
| 862 | 35 |
o o +
Paring c:

SELECT id, name
FROM Gene

WHERE  id=’35°;
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Tulemus c:

Fomm oo +
| id | name |
Fomm e +
| 35 | CUP1 |
Fomm e +

2.5.3 Geen ja erinevad transkriptsiooni algussaidid

Kasutajal on identifitseeritud geen ja selle transkriptsiooni algussaidid (TSS).
Eksisteerivad seosed:

e seondumissait on geeni iilesvoolu jirjestuses

Andmete lisamine Meetod ja autor kirjeldatakse tabelis Source. Source
tabeli identifikaator lisatakse tabelitesse Site, Signal, Gene ning Regula-
tion. Transkriptsiooni algussaidi (TSS) kirjeldused lisatakse tabelisse Site.
Juhul kui TSS- koordinaadid on samad, kuid nukleotiid on erinev, lisatakse
iga nukleotiidi kohta kirje tabelisse Signal. Value atribuut saab viirtuseks
antud nukleotiidi ning type on TSS. Juhul kui TSS-d on erinevate koordi-
naatidega, lisatakse iga TSS-i kohta iiks kirje nii Site kui Signal tabelisse.
Iga Site tabelisse kirje lisamisel luuakse Regulation tabelisse site id ning
gene id vidirtused. Gene id saadakse paringuga Gene tabelist.

Andmete paring Olgu soovitud geeni SPR3 transkriptsiooni algussaidid
koos koordinaatidega. Niidisparing:

Paring a:
SELECT id
FROM Gene

WHERE name=’SPR3’;

Tulemus a:
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Péring b:

SELECT Signal.value, Regulation.site_id

FROM Regulation, Signal

WHERE Regulation.gene_id=’158’
AND Regulation.site_id=Signal.site_id
AND Signal.type=’TSS’;

Tulemus b:

FRE oo Fommmmmmm oo +
| value | coord_start | coord_end | site_id |
FRE oo Fommmmmm oo +
| G | -142 | -142 | 1154 |
| A | -147 | -147 | 1155 |
| G | -151 | -151 | 1156 |
| A | -163 | -163 | 1157 |
| A | -168 | -168 | 1158 |
| G | -173 | -173 | 1159 |
| C | -45 | -45 | 1160 |
| T | -58 | -58 | 1161 |
| C | -64 | -64 | 1162 |
| T | -65 | -65 | 1163 |
| T | -66 | -66 | 1164 |
| G | -67 | -67 | 1165 |
| T | -72 | =72 | 1166 |
| T | -73 | -73 | 1167 |
FRE— Fommmmmmm—mo o Fommmmmmmm oo oo +

Antud péringuga saame geeni SPR3 transkriptsioonialgussaidid (TSS) ja
nende koordinaadid ORF-i suhtes.

Lisaks eeltoodud kolmele andmebaasis realiseeritud paringuvoimalusele
kirjeldatakse veel kaht voimalikku kasutusjuhtu. Kuna alltoodud andmeid
andmebaasis reaalselt ei eksisteeri, siis tuuakse vaid andmete lisamise kirjel-
dused.

2.5.4 Transkriptsioonifaktor ja ChIP on chip abil saa-
dud geenid, kuhu antud transkriptsioonifaktor seon-
dub

Kasutajal on kromatiini immuunosadestamise analiiiisiga saadud andmed
transkriptsioonifaktorite ning DNA komplekside moodustumise kohta. Ek-
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sisteerivad seosed:

e transkriptsioonifaktor seondub DNA-le

Andmete lisamine ChIP on chip meetod ning autori andmed kirjel-
datakse tabelis Source. Seejirel kirjeldatakse transkriptsioonifaktorit ise-
loomustavad tunnused tabelis Gene ning Factor. Edasi lisatakse tabelis-
se Regulation factor id ning gene id —d, millele transkriptsioonifaktor
seondub.

2.5.5 Klasterdamisel saadud in silico saidi kirjeldused

Kasutajal on geeniekspressiooni andmete analiiiisil saadud sarnase ekspres-
sioonimustriga geenide kogumid. Klasterdatud geenide iilesvoolu jirjestustest
on in silico analiiiisidega leitud voimalikud transkriptsioonifaktorite seondu-
missaitide kirjeldused. Eksisteerivad seosed:

e seondumissait on geeni iilesvoolu jirjestuses

Andmete lisamine Esimeses etapis tuleb kirjeldada Source tabeli at-
ribuutidega klasterdamismeetod, toendosuse liavi, andmete autor. Juhul kui
lisatakse vaid iiks regulaaravaldis, mis esitab saadud saite, siis piisab Source
tabelis kirjeldatust. Kui lisatakse erineva skooriga ennustatud jérjestusi, siis
tuleb iga jarjestuse kohta lisada uus Site tabeli kirje. Klasterdamisel saadud
jarjestus(ed) kirjeldatakse Site tabelis koordinaatidega, samuti mérgitakse
liigi nimi ning see, et andmed ei ole saadud eksperimentaalselt. Regulaar-
avaldise kujul olev jérjestus lisatakse tabelisse Signal, type atribuut saab
vaartuse regular expression. Site tabelisse kirjete lisamisega samaaegselt
luuakse uued kirjed ka tabelisse Regulation, kus maérgitakse dra milliste
geenide eest on vastavad saitide saadud. Gene id—d saadakse péiringuga
tabelist Gene.

2.6 BiGeR-1 veebiliides

Andmebaasi kergemaks kasutamiseks ning paringute sooritamiseks téotati
vilja veebiliidese esialgne prototiiiip. Kasutajaliides ning péaringusiisteem on
kirjutatud keeltes Perl ja HTML. Veebipohiselt on voimalik teostada parin-
guid kasutades spetsiaalset vormi ning tdpsustades oma péaringuid rippme-
niilist valitava tabeli abil (joonis 2.4). Paringule vastavad andmed kuvatakse
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veebilehele HTML formaadis ning samuti kirjutatakse paringule spetsiiflised
vadrtused tekstifaili.

E__signal B | iTCCGL'_I' Submit I Clear |

Gene/ORF
_gene_name
_gene_description
_dbxref

Sita

_signal

_signal type
_coordinates(SC;EC)
Factor
_factor_name
_factor_description

Joonis 2.4: BiGeR-i péiringuvorm ja rippmeniiii

BiGeR-i kasutajaliidese selgemaks moistmiseks on allpool toodud néidis-
paring. Piringu eesmérgiks oli kiisida andmebaasist koik sellised seondumis-
saidid, mille alamstringiks oleks jirjestus TCCGCT. Esmalt tuleb valida ripp-
meniiiist tabeli Site vili _signal ning sisestada tekstiviljale otsitava alamst-
ring TCCGCT (joonis 2.5 punkt 1). Tulemuseks on veebileht (joonis 2.5 punkt
2), mille péises on link tekstifailile (joonis 2.5 punkt 3). Veebilehel kuvatakse
leitud alamstringid ning neid kirjeldav informatsioon. Selgitava info iilesehi-
tus on jargnev: Ac on accession number, mis viitab andmebaasi kirjele kust
andmed périt. Kéesoleval juhul R01043 on viide TRANSFAC-i (Wingender et
al. 2000) andmebaasi. Coordinates on transkriptsioonifaktori seostumissaidi
koordinaadid arvestades geeni alguses, mille ees nad esinevad. Joonisel 2.5
geeniks CUP1 ning koordinaatideks -112;-146. Selgitavas infos on ka viited
esialgsetele artiklitele Medline-i andmebaasi (Medline 2004).
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2.7

Andmebaasi statistika

Seisuga 23.05.2004 on andmebaasis andmeid:

neljast eri allikast, seejuures kahest olemasolevast andmebaasist (Win-
gender et al. 2000; Zhu & Zhang 1999) ning lisaks kahes artiklis (Kellis
et al. 2003; Lee et al. 2002) avaldatud andmed.

606 geeni
232 faktorit
1291 saiti, nendest:

— 1057 oligot
— 0 konsensusjarjestust
— 195 transkriptsiooni algussaiti

— 39 maatriksit
1317 geeniregulatsiooni kirjet, millest
— 639 kirjet sisaldavad infot nii transkriptsioonifaktori, geeni kui

seondumissaidi kohta

— 98 kirjet transkriptsioonifaktorite ja geenide omavaheliste seoste
kohta

— 39 kirjet geenide ja saitide kohta (TSS-id)

— 9 kirjet seondumissaidi ja transkriptsioonifaktori kohta

Andmebaasi loomiseks ja andmete to6tlemiseks on kirjutatud kaksteist
andmet6otlus- , paringu - ja andmete sisestamise programmi, kogumahus
1800 rida.
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i BiGeR has currently:

Genes: 838, Sites: 1291, Signals: 1291, Regulation events: 1291

| _signal =] receeT Submit | Clear

2.

your result as txt file

Regulated by factor

Acis: ROTO43 coordinates are: (-1 12:-146) description is: CLP1 (metallothionein); Gene: GOORKLD |
of the yeast metallothionein gene Mol, Cell. Biol. 11:1232-1238 (1991). [2] MEDLINE; 89098931 }
upstream activating sequences Proc. Natl. Acad. Sci. USA B6:65-69 (1989). site is:

CGATGOCTCTTTICOGCTGAMDCGTT .

and type is: oligo

Regulated by factor

Ac is: RO1846 coordinates are: (-118;-153) description is: CUP1 (metallothionein); Gene: GOOOS(2, |
change in CUP2 alters its mode of DNA binding Mol. Cell. Biol. 10:4778-4787 (199(). [2] MEDLIN
between Cu(l) and yeast ACE| protein Proc. Natl. Acad. Sci, USA 86:5267-5271 (1989). [3] MEDL
altering the conformation of a specific DNA binding protein Cell 55:705-717 (1988). site 1s:

gatGCCTCTTTTOOGCTGAAODG E te .

and type is: oligo

3. >158 oligo RO1043
CGATGCCTCTTTTCCGCTGAACCGTT
>208 oligo RO1B46
gatGCETCTTTTCCGCTGAACCGE
>B858 oligo
GCGTCTTTTCCGCTGAACCG
>B62 oligo

GATGCGTCTTTTCCGCTGAACCETTCCAGCAAAAMACACTA

Joonis 2.5: Niidisparing andmebaasist BiGeR 1. Vormi tditmine ning tabeli
ja vélja valik. 2. HTML formaadis tulemus koos viidetega teistele andme-
baasidele. 3. Tekstifail leitud oligonukleotiididega.
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Arutelu

Kaiesoleva t00 raames on valminud spetsiaalselt geeniregulatsiooni kirjelda-
miseks moeldud andmebaas BiGeR. Andmebaasi eesmirgiks on voimalda-
da olemasolevate teadmiste iihendamist geeniregulatsioonist, eriti transkript-
siooni kontrollist, ja uute ennustuste kirjeldamist. Téhtsal kohal on ka val-
misolek eksperimentaalsete ja ennustuslike meetodite poolt saadud tulemus-
te esitamiseks ja vordlemiseks. Andmebaasi olulise omadusena tuleb vélja
tuua spetsiaalselt geene, transkriptsioonifaktoreid ja transkriptsioonifakto-
rite seondumissaite ja nende seoseid iihendava tabeli Regulation olemasolu.
Kéesolev tabel on keskne edaspidisteks geeniregulatsioonivorgustike model-
leerimisteks.

Andmed périnevad erinevatest allikatest ja nende iilesehitus ning geeni-
regulatsiooni kirjeldava info sisaldus on erinev. Kaasatud on nii transkript-
sioonifaktoreid, nende seondumissaite kui reguleeritavaid geene kirjeldavad
andmehulgad kahest varasemast andmebaasist SCPD(Zhu & Zhang 1999) ja
TRANSFAC(Wingender et al. 2000). Niitena voib tuua Site tabeli, milles
on kirjeldatud 1291 kirjet, millest 571 parinevad TRANSFAC-i andmebaasist
(Wingender et al. 2000), 648 on périt SCPD(Zhu & Zhang 1999) andme-
baasist ja 72 on périt (Kellis et al. 2003) artiklist.

BiGeR-i eelis varem loodud transkriptsioonifaktorite kirjeldusi sisalda-
vate andmebaaside ees on peamiselt suunatus geeniregulatsiooni modellee-
rimisele ning avatus ka mitte eksperimentaalsete andmete kogumiseks. T66
kdigus on piiiitud leida parim transkriptsioonifaktorite ja geenide omavahelisi
seoseid kirjeldav andmestruktuur.

Kuigi andmebaasi esimeses etapis on kaasatud vaid S. cerevisiae and-
med, on andmebaasi arenguks olulised ka korgematele eukariiootidele spet-
siifiliste andmete kirjeldamine. Korgemate eukariiootide nagu inimese, hiire
ning teiste imetajate andmed vajavad lisaks olemasolevatele voimalustele ka
alternatiivsplaissingu kirjeldamist. Samuti eristavad korgemaid eukariioote
seni BiGeR-is kisitletud S. cerevisiae-st pikemad promooterregioonid, voi-
mendajate ja vaigistajate olemasolu ning voimalikud geeniregulatsiooni mo-
jutavad signaalid intronites. Nende spetsiifiliste omaduste bioinformaatiline
toetus on plaanitud andmebaasi BiGeR jargmiseks arenguetapiks.
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Kokkuvote

Viimastel aastatel toimuv suuremahuline geeniregulatsiooni mehhanismide
eksperimentaalne uurimine vajab spetsiaalselt selleks otstarbeks loodud and-
mebaaside toetust. Lisaks on vajalikud andmebaasidega integreeritud in si-
lico meetodid, mis voimaldavad geeniregulatsiooni modelleerimist.

Antud t66 teoreetilises osas anti kirjanduse iilevaade geeniregulatsioo-
ni mehhanismidest ning pikemalt késitleti transkriptsiooni ja selle kontrolli.
Samuti kirjeldati bioloogiliste andmebaaside peamisi omadusi. Enamlevinud
meetoditest kirjeldati in vitro ja in silico eksperimente transkriptsioonifakto-
rite seondumissaitide maaramiseks. T60s anti lisaks iilevaade transkriptsioo-
nifaktorite seondumissaitide erinevatest esitusviisidest ning vorreldi nende
haid ja halbu kiilgi.

Praktilises pooles anti iilevaade uuest geeniregulatsiooni andmebaasist
BiGeR, mis voimaldab integreerida erinevates juba eksisteerivates andme-
baasides olevad andmed iiheks tervikuks ja samas toetab uute andmete sises-
tamist ning analiiiisi. Andmebaasi modelleerimiseks Opiti tundma geeniregu-
latsioonis osalevate bioloogiliste olemite omavahelisi seoseid ning neist lih-
tuvalt kujundati andmebaasi struktuur. Loodi ka meetodid andmete t66tle-
miseks, millega erinevatest allikatest parinevad andmed viiakse iihtsele kujule
ning vastavusse meie poolt vilja to6otatud andmestruktuurile. Peale andme-
tootlust on erinevatest allikatest périt andmed omavahel vorreldavad ning
iihildatavad.

BiGeR on kasutatav ka teiste organismide geeniregulatsiooni andmete
kirjeldamiseks ja modelleerimiseks. Projekti edasine eesméark on arendada ja
lisada tooriistu nii arvutiprogrammide kui ka tavakasutajate jaoks. Edasine
uurimust60 keskendub suuremahulisele geeniregulatsiooni andmete ja arvu-
tuslike ennustuste vordlemisele ning uute teadmiste genereerimisele.
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Summary

Gene regulation at transcription level is the first and perhaps the most im-
portant step of the whole regulation machinery. Due the presence of many
complete DNA sequences, regulatory signals can be studied in the DNA. The
aim of our work is to create a database for storing and analyzing data about
gene regulation, and to facilitate further analysis in silico.

In this work we introduce BiGeR — a new database for storing gene re-
gulation related information. The database gives us the possibility to analyze
regulatory motifs in DNA and to compare different types of binding sites rep-
resentations but also gives the chance to model gene regulatory networks and
to study DNA motifs and their correlation.

Current work consists of two main parts, the theoretical, literature based
overview, and the practical part about the design and usage of the database.

In the theoretical part of this work we describe the control mechanisms of
gene regulatory and mainly we introduce transcription regulation. We show
how gene regulation data can be analyzed — how it can obtained with in silico
and in witro experiments and how it is presented in different databases. We
describe in witro methods like DNase I fingerprinting, mobility shift assay
and chromatin immunoprecipitation. We show also how regulatory regions
can be defined with in silico methods like phylogenetic footprinting and gene
expression data analysis. We studied different representations of transcription
factor binding sites like oligos, matrices, consensus sequences and regular
expressions. Also, we describe the basics for database modelling.

In the experimental part we describe the design of the database using
the object model and table structure. Database functionality is described by
several use cases and example queries. Also overview of the first web interface
prototype is given.

We have populated the database with different data sources: gene regu-
lation databases like TRANSFAC (Wingender et al. 2000) and SCPD (Zhu
& Zhang 1999), as well as in silico experiments and different articles which
describe experimentally defined binding sites (Kellis et al. 2003).
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