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Sissejuhatus

Kuigi tsiitogeneetikas on kromosomaalsel tasemel DNA 16ikude koopiaarvu muutusi
indiviidide vahel uuritud juba pikka aega, on submikroskoopsel tasemel selline varieeruvus leidnud
suuremat téhelepanu alles viimastel aastatel. Koopiaarvult varieeruvad DNA piirkonnad katavad
inimgenoomist suurema ala kui iikski teine poliimorfism, mojutades lisaks normaalsele geneetilisele
varieeruvusele ka paljude geneetiliste haiguste ja kasvajate arengut.

DNA koopiaarvu variantide ehk CNV-de leidmiseks on levinud mikrokiibipdhised meetodid.
Kuigi mikrokiibid véimaldavad kéttesaadava hinnaga teha iilegenoomseid analiiiise, on meetodi
norgaks kohaks keerukas andmeanaliiiis. Mikrokiibilt loetud pidevat tiilipi arvulised
signaaliintensiivsused tuleb jaotada kindla koopiaarvu ja otspunktidega genoomseteks
piirkondadeks.

Uueks viljakutseks CNV-de uurimisel on nende alleelse paranduvuse analiilisimine, mis
eeldab CNV-de koopiaarvu leidmist diploidse genoomi kummagi alleeli jaoks eraldi. Selle
probleemi iiheks voimalikuks lahenduseks on  genotiilipide kui lisainformatsiooni kasutamine
genotiipiseerimiskiipidelt.

Antud magistritdd tutvustab CNV-de méddramist genotiipiseerimiskiipide abil ja kirjeldab
tdpsemalt in silico metoodikat genotiipiseerimisandmete pdhjal CNV-de leidmiseks ja CNV-de

parandumise uurimiseks.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 DNA koopiaarvu varieeruvus inimese genoomis

DNA koopiaarvu varieeruvus (CNV) on iiks olulisemaid varieeruvuse tlilipe inimese
genoomis (Redon et al, 2006). Kuigi DNA l1dikude koopiate muutusi indiviidide vahel on
tdheldatud tsilitogeneetika algusaegadest peale, seostati seda pigem haigustega kui iildise
varieeruvusega. Viimastel aastatel on aga mikrokiibi tehnoloogiate areng voimaldanud uurida
koopiaarvu varieeruvusi submikroskoopsel skaalal (u. 1 kb - 5 Mb) ning alates esimestest
submikroskoopsete CNV-de kaardistamistest 2004. aastal (Iafrate et al., 2004; Sebat ef al., 2004) on
saanud selgeks, et DNA koopiaarvu varieeruvused on palju laiema levikuga kui seni arvatud. CNV-
d mojutavad (nii kattuvate kui ldhedalasuvate) geenide ekspressiooni, pdhjustavad paljusid haigusi
ja osalevad véhi arengus (Sebat et al., 2007; Cook & Scherer 2008; Henrichsen et al., 2009).

Redon et al. leidsid 2006. aasta uuringus, et CNV-sid leidub {ile terve inimese genoomi,
holmates rohkem aluspaare (12% genoomist) kui iihenukleotiidsed poliimorfismid. Seega on
koopiaarvu variatsioonid vdga oluline variatsiooni tiilip inimese genoomis, ja selle paremaks
moistmiseks tuleb 14bi viia detailseid kaardistamisi. CNV-de kaardistamiseks on vélja td6tatud terve
rida meetodeid, millest tiheks enam levinud vahendiks on mikrokiibitehnoloogiad (Carter et al.,

2007).

1.2 DNA mikrokiipide kasutamine CNV-de méiaramisel

CNV-de leidmiseks kasutatakse laialdaselt mikrokiipidel pdhinevaid meetodeid, kuigi see ei
ole kaugeltki ainus vdimalus. CNV-de médramiseks on kasutusel ka kvantitatiivne
poliimerisatsioonireaktsioon (¢gPCR), multipleks amplifitseeritavate proovide hiibridisatsioon
(MAPH), multipleks ligeerimissdltuvate proovide amplifikatsioon (MLPA) ja diinaamiline
alleelispetsiifiline hiibridisatsioon (DASH), kuigi need on piiratud analiiiisiulatuse ja -mahuga
(Carter et al., 2007). CNV-de méidramisel tdpsusega hiilgavad sekveneerimispohised meetodid on
aga viga kallid, kuigi uue polvkonna tehnoloogiad (454, SOLiD) annavad lootust hinna
odavnemiseks tulevikus. Levinuim meetod CNV-de médramiseks on siiski DNA mikrokiibid,

millega saab {iilegenoomselt analiiisida paljusid lookuseid korraga. Kasutatavamad DNA



mikrokiipide tehnoloogiad pohinevad vordleval genoomsel hiibridisatsioonil vdi SNP-de

genotiipiseerimisel.

1.2.1 Mikrokiibil pohinev vordlev genoomne hiibridisatsioon

Uheks DNA koopiaarvu méiramisel kasutatavaks tehnikaks on vdrdlev genoomne
hiibridisatsioon. See 1992. aastal tutvustatud meetod kasutab FISH (fluoresence in situ
hybridisation) analiiiisi normaalsetel metastaasi kromosoomidel, et tuvastada DNA koopiaarvu
erinevusi test- ja referentsgenoomi vahel (Kallioniemi et al., 1992). Referentsgenoomi suhtes DNA
regioonide kadu voi juurde lisandumist loetakse vilja fluorokroomidega mairgitud proovide
hiibridiseerumisel eralduva fluoresentssignaalide suhtest.

Kuigi vordlev genoomne hiibridisatsioon (CGH) oli pdordelise tidhtsusega tsiitogeneetikas,
eriti vihiuuringutes, on meetodi oluliseks puuduseks suhteliselt madal lahutusvoime (olenevalt
koopiaarvust 2-10 Mb) (Kallioniemi et al., 1996; Carter et al., 2007). Uhe lahendusena kirjeldas
Solinas-Toldo koos kolleegidega 1997. aastal CGH modifikatsiooni, kus metastaasi kromosoomide
asemel kasutati tahkele kandjale kinnitatud genoomsete kloonide maatriksit. Kuna
tehiskromosoomides paljundatud jérjestuste (nditeks BAC kloonid) asukoht genoomis on teada,
(suur kaardistatud kloonide allikas on Inimese Genoomi Projekt), saab kiibilt loetud jérjestikuste
kloonide fluoresentssignaalide suhtarvudest kokku panna uuritava regiooni koopiaarvu profiili.

ArrayCGH nime saanud tehnoloogia baseerub vordleva genoomse hiibridisatsiooni tehnikal
ja selle t66pohimdte on kokkuvdtvalt jargmine: testitav DNA ja referents DNA (mille suhtes test
DNA-d vorreldakse) margitakse kumbki erineva fluorokroomiga. Maérgistatud DNA
hiibridiseeritakse mikrokiibil olevatele proovidele koos kordusjérjestusi supresseeriva Cot/ DNA-
ga. Seejdrel pestakse kiibilt halvasti vdi mitteseondunud DNA. Lopuks skaneeritakse kiibid
fluorokroome ergastava laservalgusega ja saadud fluoressentssignaalide intensiivsused peegeldavad
proovidega hiibridiseerunud test- ja referents DNA hulka.

Kiibipdhise genoomse hiibridisatisooni lahutusvdoime soltub kiibile kinnitatud jérjestuste
pikkusest ning tihedusest (omavahelisest kaugusest genoomis) (Oostlander et al., 2004). CNV
uuringute laiemale levikule aluse pannud t66d kasutasid proovidena BAC kloone (lafrate et al.,
2004) ja in situ siinteesitud oligonukleotiide (Sebat et al., 2004). Modlemal ldhenemisel on omad
eelised ja puudused, lisaks teoreetilisele fragmentide pikkusele ja paiknemisele genoomis ka

signaalikvaliteedi ja todmahukuse osas.



Inimese genoomile kaardistatud BAC kloonid, mis panid aluse esimestele arrayCGH toddele
(Solinas-Toldo et al., 1997, Pinkel et al., 1998) sisaldavad inserte vahemikus 20-100 kb ja seavad
seega piirangu seda tiilipi mikrokiipide lahutusvdoimele. Genoomsete kloonide kasutamisel on
hiibridisatsioonisignaalid kiill hea signaali-miira suhtega, kuid ka liihemate kloonide puhul
(fosmiidid, kosmiidid) jadb detekteerimislacks kuni 15 kb suurused CNV-d (Carter et al., 2007).
Lisaks ei ole genoomseid kloone vdimalik selekteerida nendes sisalduvate jarjestuste alusel,
mistottu voib kiibile kinnitatud proovide hulgas olla ka kordusjérjestusi ja muid analiitisi keerukust
tostvaid DNA elemente (uuritava jirjestusega sarnased pseudogeenid jms.) (Mantripragada et al.,
2004).

Kdige parema lahutusvOoimega mikrokiibipohist genoomset hiibridisatsiooni voimaldab
stinteesitud oligonukleotiidproovide kasutamine. Kuna siinteesitavatele jérjestustele ei ole
genoomsete kloonidega sarnaseid piiranguid, on nditeks ilihenukleotiidse nihkega genoomses
iilekattes proovide korral voimalik saavutada aluspaari tasemel lahutusvoime (Gribble et al., 2007),
kuigi sel moel kogu genoomi katmine (u. 2 miljoni prooviga) osutuks vdga kulukas. Kuna erinevalt
BAC proovidest on oligonukleotiidproovid unikaalse jérjestusega, ei ole hiibridisatsioonisegusse
vaja lisada kordusjérjestusi blokeerivat DNA-d. Meetodi puuduseks on madal signaali-miira suhe,
mis pohjustab suurt varieeruvust signaaliintensiivsustes (vorreldes BAC kloonidega voib esineda
kuni 5-kordne erinevus). Probleemi lahendamiseks on proovitud vdhendada inimese genoomi
komplekssust, 10igates hiibridiseeritava DNA restriktaasidega véiksemateks fragmentideks. ROMA
nime saanud meetod kasutab uuritava DNA fragmentidest edasisel hiibridiseerimisel vaid alla 1.2 kb
pikkusi jarjestusi, mille tulemusel vdheneb koos analiilisitava DNA kompleksusega paraku ka
analiiiisikiibi esindatus (kattes vaid ~2,5% genoomist) (Lucito ef al., 2003).

Sarnaselt vordleva genoomse hiibridisatsiooniga on kiibile viidud ka multipleks
amplitseeritavate proovide hiibridisatsioonitehnika (MAPH) (Armour et al., 2000).
Mikrokiibipohine MAPH e. ArrayMAPH (Patsalis et al., 2007) on arrayCGH-st kiill tundlikum,
kuid ka toomahukam, kuna nduab kahte hiibridisatsiooniprotsessi ja uuritava DNA eelnevat
immobiliseerimist nailonfiltrile.

Lisaks kahele eelkirjeldatud mikrokiibipdhisele CNV-de analiiiisimeetodile (arrayCGH ja
arrayMAPH) on viimasel ajal jérjest rohkem kasutust leidnud genotiipiseerimiskiibid, mis lisaks
ithenukleotiidsetele poliimorfismidele (SNP-dele) inimese genoomis vdimaldavad hinnata ka DNA

koopiaarvu uuritava DNA genotiipiseeritavates SNP lookustes.



1.2.2 Genotiipiseerimiskiibid

Kuigi genotiipiseerimiskiibid arendati algselt vilja ainult iithenukleotiidsete poliimorfismide
(SNP-de) detekteerimiseks, on viimastel aastatel sama tehnoloogiat edukalt kasutatud ka CNV-de
médramisel. Genotiipiseerimiskiipide t06pohimdte on sarnane arrayCGH-le, kus uuritav DNA
hiibridiseeritakse lookusspetsiifiliselt disainitud oligonukleotiidproovidele ning seondunud DNA
hulgale vastavad fluoressentssignaalide intensiivsused on aluseks CNV-de koopiaarvu médramisel.
Lisaks oligonukleotiidproovide heale lahutusvdoimele on genotiipiseerimiskiipide suureks eeliseks
SNP alleelide tuvastamine paralleelselt CNV-de méddramisega, seega on uuritavad CNV-d paremini
kirjeldatud. Lisaks sellele saab genotiipiseerimiskiipidega tuvastada olulisi koopiaarvu neutraalseid
piirkondi (nditeks LOH-regioonid) (Bignell et al., 2004; Peiffer et al., 2006).

Genotiipiseerimiskiibid on laialt levinud toovahendid geneetilistes uuringutes ja seda
paljuski tdnu kommertsiaalsetele kiibitootjatele nagu Affymetrix ja Illumina. Selle tulemusena on
genotiipiseerimiskiibid ja nende kasutamine hésti standardiseeritud ja stabiilse kvaliteediga, mis
aitab kaasa analiilisitulemuste varieeruvuse ja reprodutseeritavuse paranemisele (Carter et al.,
2007). Affymetrixi GeneChip® perekonna genotiipiseerimiskiibid (nditeks 10K, 100K, 500K)
kasutavad iga uuritava SNP middramisel komplekti alleelispetsiifilisi 26-meerseid
oligonukleotiidproove. Kuna mdlemaid alleele esindavad oligonukleotiidjdrjestused on varieeruva
hiibridiseerumisefektiivsusega, saab iga SNP jaoks proovide fluoressentssignaali intensiivsusi
vastava tarkvara abil vorreldes arvutada nii genotiiiibi- kui koopiaarvu andmed (Affymetrix, Inc.,
2005; Macconaill et al., 2007).

Teiseks levinud genotiipiseerimisplatvormiks on Illumina BeadArray® tehnoloogial
pohinevad mikrokiibid. Erinevalt Affymetrixi kiipidest on oligonukleotiidproovid kinnitatud
indekseeritud mikrokerakestele, mis on juhuslikus jérjekorras paigutatud klaaskandjale. SNP
alleelide miadramisel kasutatakse alleelispetsiifilist mirklaudjarjestuste praimerekstensiooni, mis
koos lookusspetsiifilise hiibridisatsiooniga annab hea signaali-miira suhte. Lisaks on BeadArray®
kiipide eeliseks kogu uuritava DNA kasutamine analiilisiprotsessis, samas kui Affymetrixi
tehnoloogia puhul selekteeritakse kiipidele hiibridiseerimiseks kuni 200-aluspaarilised DNA
fragmendid (nagu ROMA puhul, komplekssuse vahendamiseks).

[llumina genotiipiseerimiskiibi t66pdhimdte on iilevaatlikult jargnev: kdigepealt uuritav
DNA amplifitseeritakse ja fragmenteeritakse ning hiibridiseeritakse SNP lookustele vastavate
oligonukleotiidsete proovidega kiibile. Pérast hiibridisatsiooni pikendatakse DNA-ga seondunud

oligonukleotiidid kiibipdhise ensiimaatilise praimerekstensiooni abil hiibridiseerunud DNA SNP
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positsioonile komplementaarse nukleotiidi vorra. Praimerekstensioonis kasutatavad
dideokstinukleotiidid on immunokeemiliselt mérgistatud alleelispetsiifiliste fluorokroomidega ja
mida rohkem on DNA-ga hiibridiseerunud oligonukleotiidproove, seda suurem arv jirjestusi
praimerekstensiooni kdigus margitakse. Viimase sammuna pestakse kiibilt halvasti voi
mitteseondunud jérjestused ja fluoressentssignaalide intensiivsused skaneeritakse. Tulemuseks on
pildifailid (kummagi fluorokroomi jaoks eraldi), millest on vastava tarkvara abil vdimalik vélja
lugeda alleelispetsiifilised signaaliintensiivsused (Gunderson et al., 2005; Steemers et al., 2006).

Koos arrayCGH-ga on genotiipiseerimiskiibid kdige levinumad mikrokiibitehnoloogiad
CNV-de analiiiisiks. Erinevalt arrayCGH-st ei kohiibridiseerita genotiipiseerimiskiipidele kahte
DNA-d vaid iga uuritav DNA analiiiisitakse eraldi kiibiga. CNV-de miédramiseks voOrreldakse
uuritava DNA signaaliintensiivsusi ithe v8i mitme referents DNA genotiipiseerimisel saadud
signaaliintensiivsustega. See voimaldab lisaks CNV médramisele vahet teha kas koopiaarvu muutus
parineb test- voi referents DNA-st. Kuigi paljud genotiipiseerimiskiibid katavad suhteliselt hea
lahutusvdimega kogu uuritava genoomi, ei ole SNP markerid jaotunud iile genoomi iihtlaselt, kuna
teatud regioonidesse (kordusjdrjestustega alad) on keeruline poliimorfseid markereid disainida.
Seepdrast on nii [llumina kui Affymetrix oma CNV-uuringutele suunatud genotiipiseerimiskiipidele
(Illumina Human 1M, Affymetrix 6.0) lisanud peale SNP-proovide ka mittepoliimorfseid markereid,
et katta olulisemad CNV-de piirkonnad (mida leidub rohkelt just kordusjirjestustega piirkondades)
(Macconaill et al., 2007; Carter et al., 2007).

Uheks suuremaks probleemiks genotiipiseerimiskiipide analiiiisil on signaaliintensiivsuste
varieeruvus. Muutlikkust pdhjustab sageli PCR-pdhine DNA amplifitseerimine, mida Affymetrixi
kiipidel kasutatakse muuhulgas genoomse komplekssuse vdhendamiseks (véikeste fragmentide
analiiiis). Kuigi [llumina tehnoloogia ei kasuta DNA amplifitseerimiseks PCR-i, on varieeruvus
siiski probleemiks. Seetdttu ei piisa usaldusvddrseks CNV analiilisiks ainult {ihe andmepunkti (SNP)
hiibridiseerimise andmetest vaid korraga tuleb arvesse votta mitme jirjestikuse markeri
signaaliintensiivsused. Niiteks Bignell et al. kasutasid oma analiiiisides kolme jérjestikuse SNP
andmeid (Bignell et al., 2004), samas Peiffer ja kolleegid pidasid optimaalseks kiimne markeri
signaaliintensiivsuste keskmist voi mediaani (Peiffer e al.,, 2006). Mitme markeri andmete

summeerimisel tuleb samas arvestada analiiiisi lahutusvdime vihenemisega.
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1.3 CNV-de miaramine genotiipiseerimisandmetest

CNV-de midramine genotiipiseerimisandmetest ei ole lihtne iilesanne, kuna lisaks
varieeruvusele tuleb arvestada ka analiiiisiandmete tiilibiga - kui CNV koopianumber on diskreetne
taisarvuline véirtus (0 ja 1 - deletsioon; 3, 4, jne. - duplikatsioon), siis hiibridiseerumistugevust
nditavad signaaliintensiivsused on pidevad arvtunnused. Kiibipdhistest hiibridiseerimisandmetest
CNV-sid maiidraval arvutitarkvaral tuleb signaaliintensiivsuste jada piisavalt suure statistilise
usaldusvédrsusega jagada kindlateks CNV ja normaalse koopiaarvuga regioonideks. Selle iilesande
jaoks on arendatud terve rida meetodeid, alates lihtsatest (iithel vOi mitmetel) ldvivéértustel
poOhinevatest ldhenemistest (Vermeesch et al., 2005; Fiegler et al., 2006) kuni komplekssete
statistiliste modelleerimisteni. Nii analiilisimeetodi vead kui andmete varieeruvus viib
valepositiivsete (CNV detekteerimine normaalse koopiaarvuga regioonis) ja valenegatiivsete
(leidmata jadnud CNV-d) tulemusteni. Paljud avastatud CNV-d pannakse kirja iildkasutatavatesse
andmebaasidesse (nditeks Database of Genomic Variants: [http://projects.tcag.ca/variation]), mille
andmekogusid kasutatakse jirgnevates uurimustdoodes. Seetdttu on oluline, et CNV-de médramise
metoodikad vidhendaksid valepositiivsete tdendosuse miinimumini, samas ohverdamata
detekteerimisvoimet (leidmata voi valetulemuseks loetud CNV-d).

Lihtsamate CNV-de médramise meetodite hulka kuuluvad segmentatsioonialgoritmid, nagu
SW-ARRAY (Price et al., 2005) ja CBS (Olshen et al., 2004) eeldavad minimaalset andmete
struktuuri ja valepositiivsete tulemuste viltimiseks seatakse signaaliintensiivsuste segmenteerimisel
suhteliselt range ldvi, mille tottu jddb suur osa CNV-sid leidmata. Samas nii arrayCGH kui
genotiipiseerimiskiipide andmete puhul on CNV-de midramiseks vélja tootatud ka mitmeid
signaaliintensiivsuste struktuuri modelleerivaid statistilisi mudeleid ja vastavaid algoritme (nditeks
GADA (Pique-Regi ef al., 2008) ja ITALICS (Rigaill ef al., 2008)), millest kdige enam on levinud
peidetud Markovi mudelil pdhinevad meetodid. Peidetud Markovi mudel (HMM) on statistiline
meetod, mis modelleerib andmeid l&htuvalt Markovi protsessist, kus iga kindla védértuse esinemise
tdendosus teatud ajahetkel soltub ainult eelmistel ajahetkedel esinenud véartustest. HMM eeldab, et
iga vaadeldud andmepunkti véirtuse jaotus soltub vaatlemata (peidetud) véadrtusest, mis on
modelleeritud eelkirjeldatud Markovi protsessiga. Kuna CNV méddramisel kasutatakse tihti mitme
jarjestikuse markeri andmeid, on HMM sobiv ldhedalasuvate markerite koopiaarvu

soltuvusstruktuuride modelleerimiseks (Wang et al., 2008; Zollner et al., 2009).
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Kui mitmed varasemad peidetud Markovi mudelil pohinevad algoritmid nagu dChip (Zhao
et al., 2004) ja CNAG (Nannya et al., 2005) kasutasid CNV-de médramisel kiibiproovide
summaarseid signaaliintensiivsusi, siis keerulisemad algoritmid lisavad mudelisse
alleelispetsiifilised signaaliintensiivsused ning voimalusel ka muud saadaolevat infot. Colella et al.
poolt 2007. a. avaldatud algoritm QuantiSNP kasutab SNP markerite summaarseid
signaaliintensiivsusi koos SNP alleelide osaintensiivsustega ja vOimaldab statistilise vOoimsuse
suurendamiseks korraga analiiiisida mitme mikrokiibi andmeid. QuantiSNP-s rakendatakse HMM-i
edasiarendust, milles mudeli parameetreid hinnatakse Objective Bayesi paradigma abil (lisanduvate

andmete valguses hinnatakse eelnevalt méddratud parameetrid iimber).

3 koopiat koopiaarvu
neutraalne LOH

— | B8 _
— ] ©)

normaalne
=1
koopiaarv

Joonis 1. /llustratsioon B-alleeli sageduste (a) ja Log R vddrtuste (b) kohta uuritava indiviidi 15q
kromosoomiolas. Normaalses kromosoomi regioonis on kolm B-alleeli sageduste klastrit, millele
vastab kolm erinevat genotiiiipi: AA, AB ja BB (c). LOH regioonil on normaalse regiooniga sama
Log R véirtus (koopiaarv), kuid puudub AB genotiiiip. Kdrgema koopiaarvuga regiooni néitavad
nii suurenenud B-alleeli klastrite arv kui kasvav signaaliintensiivsus (LogR). Erinevad B-alleeli
sageduste ja Log R véirtuste kombinatsioonid voimaldavad seega médrata nii koopiaarvu kui
genotiiiipi (Wang et al., 2007 jérgi).
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PennCNV (Wang et al., 2007) algoritm on sarnane QuantiSNP-ga, kuid koopiaarvu
muutuste modelleerimisel on vdimalik arvesse votta ka perekonnaandmed (uuritavate indiviidide
périlikkussuhted). Tdiendandmete kasutamine HMM-is suurendab nii PennCNV kui QuantiSNP
puhul CNV-de médramise tdpsust. Vordlusena - QuantiSNP suudab korrektselt kaardistada kaks
korda rohkem CNV regioonide piire kui I[llumina enda tarkvara LOH+ (Colella et al., 2007).

Nii QuantiSNP kui PennCNV algoritmi puhul on HMM-i Markovi protsessis peidetud
véadrtusteks DNA koopiaarv igas uuritud SNP lookuses. Modelleermise aluseks on
genotiipiseerimiskiipide andmed, mis koosnevad iga SNP puhul kahest komponendist - esiteks
LogR védrtusest, mis nditab SNP proovi summaarset fluoressentssignaali intensiivsust ja teiseks B-
alleeli sagedusest (BAF), mis nditab ithe SNP alleeli signaaliintensiivsuse osakaalu teise alleeli
suhtes. PennCNV vilja tootanud toorithm (Wang et al.) leidis, et LogR eksponentsiaalvéértus
kasvab koos koopiaarvuga enam-vihem lineaarselt. Seetdttu on genotiipiseerimisandmetest lihtsam
leida deletsiooni kui duplikatsiooni ning maksimaalseks méadratavaks koopiaarvuks on 4 (sellest
suuremad koopiaarvud ei ole 4-st eristatavad). Igale SNP-le vastava lookuse vdimalikud
koopiaarvud (0 kuni 4) ning genotiilibid (iihele koopiaarvule v3ib vastata mitu erinevat genotiilipi -
vt. joonis nr. 1) moodustavad HMM-is peidetud vairtuste kogu. Arvestades vaadeldavat véirtust
(summaarset ja alleelispetsiifilist signaaliintensiivsust) ja erinevaid mudeli parameetreid (ja ka
tdiendandmeid, néiteks perekonnaandmeid), leiab HMM iga SNP puhul (peidetud vairtuste hulgast)
vastava genoomse lookuse kdige tdenédolisema koopiaarvu ja sellele vastava genotiiiibi (Collela et
al., 2007; Wang et al., 2007; Zollner et al., 2009).

Genotlipiseerimiskiipide suurimaks eeliseks CNV uuringutes on hiibridisatsioonisignaalide
ja alleelse koosseisu paralleelne analiitis. Kuigi HMM-pohised algoritmid nagu QuantiSNP ja
PennCNV maédravad hea statistilise usaldusvdirsusega nii koopiaarvu kui vastava genotiilibi
andmed, on tegemist diploidse raku summaarse genotiiiibiga (nditeks ABBB nelja koopia puhul).
Kuna reaalselt on CNV jaotunud homoloogiliste kromosoomide vahel, on CNV-de bioloogilise
tdhtsuse (mdju fenotiilibile) paremaks moistmiseks oluline teada kromosoomispetsiifilist
koopiaarvu. Teades lisaks uuritava indiviidi CNV andmetele ka genoomi alleelset koosseisu ja
perekonnainfot, peaks olema vdimalik arendada algoritm, mis teatud statistilise tdepédraga
voimaldaks tuletada kromosoomispetsiifilisi genotiiiipe (nditecks ABB ja B, summaarselt neli

koopiat) (Wang ef al., 2008; Yau & Holmes, 2008).
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2 Too eesmirk

Kéesoleva magistritoo praktilise osa eesmaérgiks oli:
1. Vilja tootada ja valideerida arvutuslik metoodika genotiipiseerimiskiipide andmetest CNV-
de méidramiseks ning CNV-de parandumismustrite ja nende sageduste leidmiseks.
2. Analiiisida ja vorrelda CNV-de pirandumist kahe valimi perekonnaandmete pdhjal,

kasutades antud t60 raames arendatud arvutuslikke meetodeid.
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3 Materjal ja metoodika

3.1 Algandmed

CNV-de méaaramisel oli algandmeteks HapMap projekti raames analiiiisitud kuuekiimne isa-
ema-laps trio genotiipiseerimisandmed. Kokku 180-st HapMap indiviidist koosnevas grupis on
vordselt esindatud kaks populatsiooni: pooled indiviidid périnevad Nigeeria populatsioonist
Aafrikas (YRI), iilejddnud on Euroopa juurtega Pohja-Ameerika asurkonnast (CEU). Affymetrix
500K EA SNP mikrokiibiga analiitisitud DNA-de genotiipiseerimisandmed laeti tekstifailidena alla
HapMap konsortsiumi kodulehelt (http://www.hapmap.org).

Lisaks HapMap andmetele kasutasime Eesti vaimse arengu mahajddmuse uuringu kohordi
genotilipiseerimisandmeid, mida kogub ja analiiiisib prof. Ants Kure juhitud to6grupp
(biotehnoloogia dppetool, TU MRI). VAM kohordi DNA-d on genotiipiseeritud Illumina
HumanCNV370 Duo SNP mikrokiipidega.

Lihteandmetena saadi molemast allikast (HapMap’i koduleht ja prof. Ants Kure t66riihm)
mikrokiibi katsete toorandmed tekstifailide kujul. Failid sisaldasid infot analiiiisitud SNP markerite
fluoressetnssignaali intensiivsuse, genoomse asukoha ja detekteeritud alleelide kohta. Lisaks oli iga
uuritud indiviidi kohta teada tema sugu ja parilikkussuhted teiste indiviididega.

In silico leitud CNV-de valideerimisel kasutati R7-gPCR meetodil midratud CNV-de

andmeid, mis saadi prof. Ants Kure téoriihmalt.
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3.2 Kasutatud programmid ja nende toopohimote

3.2.1 Arvutuslik meetod CNV-de maaramiseks

CNV-de médramisel oli esimeseks sammuks ldhteandmete analiiiis (genotiipiseerimine ja
esmane CNV-de detekteerimine), milleks kasutati teiste autorite poolt vilja todtatud programme
QuantiSNP (Colella et al., 2007) ja PennCNV (Wang et al., 2007), mis on ainsad Illumina
genotiipiseerimisandmete analiiiisiks arendatud HMM-pohised algoritmid (kuigi saab kasutada ka
Aftymtrixi kiipide andmeid). Modlemad programmid kasutavad iga SNP markeri koopiaarvu ja
genotiilibi arvutamiseks ldhteandmetest kahte véartust: vastava proovi normaliseeritud summaarset
signaaliintensiivsust (log R Ratio, LRR) ja minoorse alleeli normaliseeritud signaaliintensiivsuse
osakaalu teise alleeli suhtes (B Allele Frequency, BAF). Nii LRR kui BAF on iseloomulikud
[llumina genotiipiseerimisandmetele, mis arvutatakse mikrokiibikatse skanneerimispildist [llumina
BeadStudio tarkvara abil (Illumina, San Diego, USA). Affymetrixi mikrokiipide
genotiipiseerimisandmed sisaldavad iga proovi kohta normaliseerimata summaarset
signaaliintensiivsust ja standardset kahealleelset genotiilipi (ndit. T/G). Et Affymetrix’i andmeid
saaks kasutada QuantiSNP ja PennCNV sisendina, konverteeriti Affymetrix’i-spetsiifilised
signaaliintensiivsused LRR ja BAF véiirtusteks, kasutades Affymetrix Powertools nimelist tarkvara
(Affymetrix, Santa Clara, USA). QuantiSNP ja PennCNV poolt tehtud arvutuste tulemused kirjutas
kumbki programm oma véljundfaili, mis sisaldas iga méddratud CNV regiooni kohta tulpadesse
jaotatult jargmisi andmeid: analiilisitud indiviidi ID (unikaalne tdhemérkide kombinatsioon), CNV
regiooni genoomne asukoht (kujul kromosoom, alguspositsioon, Idpupositsioon), CNV regiooni
pikkus (aluspaarides), DNA koopiaarv, CNV hinnangu statistiline tdepdra (Log Bayes’i faktor,
nditab programmi kindlust antud CNV mairamisel).

Antud t66s CNV-de maddramise metoodika tarbeks vilja tootatud programmid on kirjutatud
programmeerimiskeeles Perl (Practical exrtraction and reporting language, http://www.perl.org).
Programm find bulletproof CNVs.pl kasutas sisendandmetena QuantiSNP ja PennCNV poolt
genereeritud tekstifaile ja ithendas kahe programmi poolt leitud koopiaarvu piirkonnad iihtseks
nimekirjaks, jéttes viljundfaili alles vaid need CNV-d, mida detekteerisid nii QuantiSNP kui
PennCNV. Programm find bulletproof CNVs.pl kidivitati UNIX operatsioonisiisteemi késurealt

jargmiselt (sisendparameetrid nurksulgudes):

find bulletproof CNVs.pl <PennCNV valjundfail> <QuantiSNP

valjundfail> <populatsioon> <praakide nimekiri>
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Vastavalt kdsurea siintaksile kasutas antud programm lisaks QuantiSNP ja PennCNV
véljundfailide nimedele veel kahte lisaparameetrit: uuritava populatsiooni nime ja praagitavate
indiviidide nimekirja failinime. Kéivitatud programmi t66 kidik oli jdrgnev: kdigepealt avas
programm sisendparameetrina saadud PennCNV faili, mida hakati rea kaupa lugema. Iga rea puhul
loeti esimesest tulbast uuritava indiviidi ID ja vorreldi seda praagitavate indiviidide nimekirjaga
(sisaldas halvakvaliteediliste katsetulemuste tottu analiiiisist vélja jdetavaid indiviide). Juhul, kui
antud indiviidi ID-d ei olnud praagitavate nimekirjas, vorreldi jargmise sammuna kéesolevat CNV
regiooni (PennCNV failist) sama indiviidi CNV regioonidega QuantiSNP failis. Kui kahest
erinevast failist parinevad (ehk erinevate programmidega méiédratud) CNV regioonid kattusid,
maédrati kattumisalale vastav regioon uueks CNV regiooniks ning vastavad algus- ja
16pupositsioonid kirjutati koos iilejddnud andmetega (indiviidi ID, CNV koopiaarv, Log Bayes’i
faktor) véljundfaili. Lisaks pandi viljundfaili kirja ka uuritava indiviidi sugu, mis loeti uuritava
populatsiooni nimele vastavast tekstifailist. Kirjeldatud tooprotsessi tulemusel olid programmi
find_bulletproof CNVs.pl viljundfailis kirjas CNV-d mis on saadud QuantiSNP ja PennCNV poolt
méiidratud CNV-de kattuvusalast (indiviidide kaupa). Seega on uueks CNV-ks médratud vaid need
regioonid, mille CNV-ks méddramisega ndustuvad molemad programmid (nii QuantiSNP kui
PennCNYV). Sarnaselt find bulletproof CNVs.pl sisendfailidele on ka programmi véljundfailis iga
CNYV piirkonna andmed kirjutatud eraldi reale.

Maidratud CNV-de nimekirja 10plikule kujule viimiseks jérjestati CNV-de nimekiri
indiviidide kaupa koigepealt kromosoomi ja seejiarel CNV alguspositsiooni jdrgi ning viimase
sammuna praagiti jirjestatud CNV-de nimekirjast vilja halva kvaliteediga CNV-d. Halva
kvaliteediga CNV-deks loeti sellised regioonid, mille pikkus oli alla tuhande aluspaari ja mille Log
Bayes’i faktor (LBF, programmi QuantiSNP poolt arvutatud CNV usaldusvéértuse skoor) oli alla
viie. CNV-de filtreerimiseks kirjutati programm filter CNVs.pl, mis kéivitati UNIX’1 kdsurealt koos

filtreerimise parameetritega jargneval kujul :

filter CNVs.pl <find bulletproof CNVs.pl valjundfail>

<minimaalne CNV pikkus> <minimaalne LBF>

Pérast filtreerimist on 10pptulemuseks tekstifail, mis sisaldab genoomse positsiooni jargi

sorteeritud CNV-sid.

17



3.2.2 Arvutusliku meetodi valideerimine

Eelnimetatud programmide abil médratud CNV-de valideerimiseks kirjutati programm
confirm_CNVs.pl, mis vordles in silico mddratud CNV piirkondi R7T-gPCR katsete tulemustega.
Programm kirjutas viljundfaili genoomi positsioonid, kus R7-gPCR katsete praimerid kattusid in
silico leitud CNV-dega. Lisaks analiiiisis confirm CNVs.pl kahe erineva meetodiga leitud CNV-de
vordluse tulemusi erinevate kirjeldavate statistikute abil (kokkulangevate regioonide pikkuste
keskvairtus, mediaan, standardhdlve jne.). Programm confirm CNVs.pl sai sisendandmetena

arvutuslikult saadud CNV-de nimekirja ning R7T-gPCR-1 katsete tulemused:

confirm CNVs.pl <in silico CNV-de nimekiri> <RT-gPCR tulemused>

Andmete vordluse tulemused kirjutas programm tekstifaili, mille alusel sai hinnata

kiesolevas t00s kirjeldatud in silico CNV-de miiramise meetodi efektiivsust.

3.2.3 CNV-de piarandumise analiiiis

Péarnduvusanaliiiisides kasutati algandmetena eelkirjeldatud iihendmeetodiga leitud CNV=-sid.
Edasiseks analiilisiks klasterdas vastav programm (find familyCNVs.cpp) iga perekonna CNV-d
ithendi leidmise teel (iihe perekonna indiviide kattuvad CNV lookused liideti iiheks pikemaks
regiooniks, et vordsustada perekonna litkmete CNV piirid (vt. joonis 4)). Kdigi perekondade CNV-d
(nii ithendmeetodiga leitud CNV-d kui ka {iksikute programmidega leitud CNV-d) koondati {ihte

faili, mida analiiiisiti padranduvusmustrite leidmise programmiga CNV_heritage.pl:

CNV_heritage.pl <perekondlike CNV-de tabel>

Programm otsis sisendfailist iiles kdik CNV-de pédranduvussiindmused (lookused, kus
viahemalt {ihel trio litkkmel on CNV), kusjuures arvestati vaid selliseid lookuseid, mille koopiaarv oli
kinnitatud molema CNV leidmise programmiga (nii CNV kui normaalse koopiaarvuga regioonide
puhul). Seejdrel jagas programm lookused pédranduvuse jérgi tlilipidesse ning arvutas vastavad
esinemissagedused. Tulemuseks on analiilisitud perekonna CNV-de péaranduvust iseloomustav fail
(néitena vt. lisa 1).
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4 Tulemused

Antud magistritod raames todtati vélja arvutuslik meetod genotiipiseerimisandmetest CNV-
de midramiseks. Meetod vdimaldab nii Affymetrixi kui Illumina genotiipiseerimiskiipide andmete
analliisimist ja valepositiivsete tulemuste vdhendamiseks kasutatakse kahe erineva HMM-pdhise

CNV-de midramise programmi arvutusi.

4.1 CNV-de mairamise meetodi valjatootamine

In silico CNV-de miédramisel on tulemuste hulgas alati teatav hulk valepositiivseid tulemusi,
mis vihendab leitud CNV-de usaldusvéirsust (Perry et al., 2008). Et vihendada valepositiivsete
tulemuste hulka, arendati vélja algoritm, mis rakendas samadele andmetele kahte erinevat CNV-de
leidmise programmi (QuantiSNP ja PennCNV). Mdlema programmi tulemustest sdeluti seejdrel
vilja ebakvaliteetsed (lithikesed ja véikese usaldusvdirusega) CNV-d ning saadud lookused pandi
kokku tihisosa (M) leidmise kaudu, mida illustreerib joonis nr. 2. Vilja tootatud algoritm leidis kdik
kahe programmi kattuvad CNV-d, mille iihisosa piirid méirasid uue CNV. Mittekattuvad CNV-d
jdeti edasisest analiiiisist vdlja. Seega kasutab algoritm konservatiivset ldhenemist, kus CNV-ks

loetakse vaid need lookused, mille koopiaarvu muutust kinnitavad mdlemad kaasatud programmid.

PennCNV

QuantiSNP

uhisosa

Joonis 2. Kahe programmi poolt arvutuslikul teel leitud CNV-de iihendamine. Kahe programmi
poolt leitud osaliselt kattuvate CNV-de iihine osa midrab uue CNV piirid. CNV-d on maérgitud
punaste ristkiilikutena ja normaalse koopiaarvuga genoomne piirkond heleda triibuna. CNV-de

ithisosa on piiritletud punktiirjoonega.
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4.2 Viljatootatud metoodikaga leitud CNV-de valideerimine

Et hinnata véljatootatud meetodi efektiivsust CNV-de médramisel, vorreldi arvutuslikul teel
leitud CNV-sid sama andmestiku peal 14bi viidud reaalaja kvantitatiivse PCR-i katsete tulemustega.

Analiitiside algandmed péarinevad Eesti VAM kohordist, kellest 46 indiviidi puhul leiti R7-
gPCR meetodil kokku 75 lookuse koopiaarv (1-3 lookust indiviidi kohta). RT-gPCR Xkatsetes
kasutati iga lookuse kohta 1 kuni 10 praimerit, mille alguspositsioonide jérgi miérati lookuste
pikkuseks 1 bp kuni 6,2 Mb. Suurem osa lookustest olid koopiaarvu muutuseta regioonid (55
lookust 75-st) ning tlejddnud 20 CNV hulgas oli rohkem deletsioone (13 deletsiooni, 7
duplikatsiooni).

Reaalaja gPCR analiilisides kasutatud 46 indiviidile leiti CNV-d ka kéesolevas t60s vilja
tootatud arvutusliku meetodiga. Kuna antud meetod pohineb kahe erineva CNV-de leidmise
programmi (QuantiSNP ja PennCNV) arvutustulemuste kombineerimisel, leiti CNV-d ka kummagi
programmiga eraldi ning kdiki kolme arvutatud CNV-de kogu vorreldi R7-gPCR referentsanaliiiisi
tulemustega. Vordluse eesmirgiks oli valideerida véljatootatud arvutusliku meetodiga leitud CNV-
sid ja hinnata meetodi efektiivsust CNV-de leidmisel vorreldes QuantiSNP ja PennCNV-ga. Selleks
hinnati kolme arvutusliku meetodi tdpsust CNV-de leidmisel vorreldes R7T-gPCR-iga - kui palju
leidsid arvutuslikud meetodid valepositiivseid tulemusi (R7-gPCR-iga leitud koopiaarvu neutraalne
regioon hinnati CNV-ks), valenegatiivseid tulemusi (CNV regioon jéi leidmata) ja kui palju erinevad
valideeritud CNV-de asukoht (CNV otspunktide positsioonid) ja koopiaarv RT-gPCR-iga leitud
CNV-dest.

Kolme arvutusliku meetodi vordluse tulemused on kokkuvdtvalt toodud tabelis nr.1. Kui
valepositiivsete tulemuste osakaal oli koigi kolme arvutusliku meetodi puhul sama siis
valenegatiivseid tulemusi leidus iihendmeetodi puhul teistest meetoditest rohkem. Seega on
véljatodtatud meetod suhteliselt konservatiivsem - koopiaarvu neutraalseks hinnati piirkond, mida
kumbki programm eraldi (ja RT-gPCR) hindas CNV-ks. Oigesti midratud CNV-de hulgast
(programmide puhul koik kdik 20 RT-qPCR-iga kinnitatud CNV-d) leidus molema programmi
puhul iiks CNV, mille koopiaarv ei langenud referentsanaliilisi andmetega kokku. Kuna
véljatootatud arvutusmeetodi puhul ei olnud eraldi protseduuri kahe programmi poolt leitud
koopiaarvu kombineerimiseks (konsensuse leidmiseks) siis koopiaarvu leidmise tdpsust

tthendmeetodi puhul ei hinnatud.
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Tabel 1. Arvutuslikult leitud CNV-de valideerimise tulemused. Tabelis on toodud kolme arvutusliku
meetodi poolt leitud CNV-de erinevus RT-gPCR meetodil leitud CNV-dest (kasutades samu
algandmeid). Valepositiivsete tulemuste protsent on osakaal koigist referentsanaliiiisi neutraalsetest
lookustest. Valenegatiivsete ja valesti hinnatud koopiaarvuga CNV-de protsentarv on osakaal koigist
valideeritud CNV regioonidest. Arvutuslikult leitud CNV-de algus- ja 1dpp-positsioonide keskmised

erinevused referents-CNV-dest on antud tuhandetes aluspaarides.

QuantiSNP PennCNV e N ()
QuantiSNP
valepositiivsed 5% (3/55) 5% (3/55) 5% (3/55)
valenegatiivsed 0 0 4% (1/20)
V k 1
CINVKooplaarvLl e 4% (1/20) :
hinnanguviga
ONV eligesizis. 866 kb 560 kb 568 kb
vaiksem
CINN LB 2amoa 255 kb 114 kb 137 kb
suurem
ONN elpgesyptes 886 kb 572 kb 591 kb
kaugus
CNN/ Mgy 2pe-yoes 257 kb 189 kb 141 kb
kaugus

Koik arvutuslikud meetodid hindasid CNV pikkuse enamasti suuremaks kui R7-gPCR.
Vorreldes RT-gPCR-iga leitud CNV piiridega hindas QuantiSNP CNV alguspositsiooni keskmiselt
viiksemaks ja 15pp-positsiooni suuremaks kui PennCNV. Uhendmeetodi tulemused olid kahe
programmi tulemustega vorreldes vahepealsed. Erinevused CNV-de algus- ja 1dpppositsioonide
hindamisel nditavad ka arvutuslikult leitud CNV-de asukoha nihutatuse tendentsi referentsanaliiiisi
CNV-de suhtes - koigi kolme arvutusliku metoodika puhul olid CNV-d kiill pikemad kui R7-gPCR-
iga leitud CNV-d kuid mitte vordselt mdlemast CNV otspunktist vaid keskmiselt enam nihutatud

referents-CNV suhtes genoomse 5’ otsa poole.
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CNYV otspunktide hindamise tdpsust nditab arvutatud CNV-de otspunktide keskmine kaugus
vastavate referents-CNV-de algus- ja 10pp-positsioonidest. CNV piiride tépsuse vordlemine
demonstreerib véljatdotatud konservatiivse arvutusmeetodi eelist - kui {thendmeetodiga arvutatud
CNV-de alguspositsiooni keskmine kaugus on veidi suurem kui PennCNV tulemus, siis CNV 16pp-
positsiooni hindamisel on kahe programmi arvutusi lihendav meetod modlemast programmist
tdpsem. Arvutuslike meetodite tipsus CNV piiride hindamisel séltub ka CNV suurusest - pikemate
arvutatud CNV-de otspunktid on referents-CNV piiridele 1dhemal (CNV kogupikkuse suhtes) kui
lithikeste CNV-de puhul. CNV otspunktide hinnangu tépsusest pikemate CNV-de puhul annab aimu
joonis nr. 4, kus on vordlevalt kujutatud in silico (kahe programmi ihendmeetodiga) ja katseliselt
(RT-gPCR meetodiga) leitud CNV lookust ithe VAM kohordi indiviidi seitsmenda kromosoomi
pikas olas. Jooniselt kujutatud valideeritud CNV pikkusega vorreldes (8,4 Mb) on arvutuslikult
leitud CNV piirid suhteliselt 1dhedal R7-gPCR-iga leitud CNV-le (alla 3 kb), samas on CNV 16pp-
positsiooni hinnanguviga umbes kaks korda suurem kui algpositsioonide erinevus. Joonisele on
kantud ka R7-gPCR-1 analiilisis kasutatud praimerite positsioonid ja vastavad koopiaarvud. Et R7-
gPCR meetodiga oleksid CNV-de piirid voimalikult tdpselt méidratud, on suurem osa praimereid
paigutatud tihedalt analiiiisitava CNV oletatavate piiride 1dhedusse.

Lisaks meetodite efektiivsuse vordlemisele vaadati detailsemalt arvutuslikult leitud ja
valideeritud CNV regioone, et leida kui palju erinevad lksteisest kolme arvutusliku meetodiga
leitud CNV-d. Kahekiimnest R7-gPCR-iga kinnitatud CNV-st pooltel juhtudel katsid modlema
kasutatud programmi poolt arvutatud CNV-d samu R7-gPCR analiiiisi praimereid, mistottu oli
programmide tulemused identsed iihisosa rakendava arvutusmeetodiga. Ulejisinud kiimne CNV
puhul kattusid kahe programmi poolt leitud CNV regioonid vaid osaliselt ja vastavalt algoritmile
kasutas kolmas e. viljatodtatud arvutuslik meetod CNV méédramisel kattuvate regioonide iihisosa.
Uhes valideeritud CNV lookuses ei olnud PennCNV ja QuantiSNP poolt arvutatud CNV-de vahel
iilekattuvust ja seetottu oli selles lookuses iihendmeetodil valenegatiivne tulemus.

Kolme arvutusliku meetodi valideerimis- ja vordlusanaliilisi tulemused néitavad, et
véljatootatud kahe programmi {ihisosal pohinev arvutuslik meetod tdidab oma peamist eesmaérki,
olles CNV-de ennustamisel pigem konservatiivne. Teoreetiliselt vihendab see valepositiivsete
tulemuste hulka. Kuigi see meetodi eelis on saavutatud vdimaliku valenegatiivsete tulemuste hulga

suurenemise arvelt, ndidati iithisosa meetodi paremat tapsust CNV piiride hindamisel.
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Joonis 3. Arvutuslikul teel leitud CNV vordlus katseliselt valideeritud CNV-ga. Joonisel on toodud
ndide valideeritud CNV-st ithe VAM kohordi indiviidi seitsmenda kromosoomi pikas Odlas.
Genoomne skaala on antud miljonites aluspaarides, iilejddnud positsioonid ja vahemaad
aluspaarides. Punaste noolte asukoht mérgib R7-gPCR katsetes kasutatud praimerite asukohta
genoomsel skaalal, noole pikkus néitab antud praimeri hinnatud koopiaarvu (1 voi 2). Ringidega on
esile toodud detailsem vaade CNV piiridest. Punktiirjoon mirgib valideeritud CNV otspunkte
tdhistavate praimerite asukohta. Ringi sees on noolte all toodud praimeritevahelised kaugused, CNV

otspunkti tdhistava praimeri positsioon on jimedas kirjas.

23



4.3 CNV-de piaranduvuse uurimine

Kahe programmi tulemusi iihendav algoritm vdimaldas CNV piirkondi miidrata tdpsemalt
kui tksikprogrammid, andes kvaliteetsemat algmaterjali edasisteks uuringuteks. Seetdttu olid sel
meetodil leitud CNV-d aluseks jdrgnevatele analiilisidele, et uurida koopiaarvult varieeruvate
lookuste pdranduvust. Eelkdige poOorasime tdhelepanu de-novo CNV-sid iseloomustavatele
paranduvusskeemidele ja selle varieerumisele Hapmapi ja Eesti vaimse arengu mahajadmuse

uuringu kohordi indiviidide néitel.

4.3.1 CNV-d HapMap triodes

Antud t66 iiks eesmirkidest oli analiiiisida CNV-de parandumist iihe pdlvkonna piires, et
vaadata detailsemalt erinevat tiitipi CNV-de lilekannet vanematelt lapsele ning seda eriti de-novo
CNV-de puhul. Kuna de-novo CNV-d tunduvad olevat lapse genoomi tekkinud ilma mendeliaalse
parandumiseta (antud lookuses ei ole kummagil vanemal koopiaarvu muutust) voib selliste CNV-de
perekonnapohine uurimine aidata paremini mdista uute CNV-de tekkimise seaduspérasid.

Péaranduvusanaliiiisides alustati CNV-de méédramisest eelpool kirjeldatud kahe programmi
tulemusi iithendava algoritmiga. Et edasises analiiiisis oleksid koigi perekonnaliikmete CNV
lookused omavahel vorreldavad, klasterdasime perekonnasiseselt CNV piirid {ihendi leidmise teel.
Kui iihisosa algoritm viskab kahe programmi andmeid iihendades &ra kdik mittekattuva siis ithendi
meetodil liidetakse koik iihe perekonna indiviide kattuvad CNV lookused iiheks pikemaks
regiooniks (vt. joonis 4). Tulemuseks on diskreetsed lookused, mis on iihe perekonna piires koigil
indiviididel sama pikkuse ja asukohaga (osaliselt kattuvad regioonid loetakse iiheks lookuseks). Sel
viisil on kdik CNV lookused eraldatud isa + ema — laps paranduvussiindmusteks, mida saab

jélgida ja analiiiisida.
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Joonis 4. Uhe perekonna liikmete CNV lookuste iihendamine. Osaliselt kattuvad CNV piirkonnad
liidetakse iiheks suuremaks regiooniks (vOetakse iihend), mis seab uued CNV piirid kdigil
perelitkmeil vordseks. Eraldiseisvaid CNV-sid ei ignoreerita vaid need moodustavad omaette
lookuse. CNV-d on maérgitud punaste ristkiilikutena ja normaalse koopiaarvuga genoomne piirkond

heledama triibuna. CNV-de iihend on piiritletud punktiirjoonega.

Péaranduvuse uurimist alustati laialdaselt referentsandmetena kasutatavast (Wang et al.,
2009; McCarroll et al., 2008) HapMap populatsiooni indiviididest. Selleks arvutati
genotiipiseerimisandmetest kuuekiimne HapMap ema-isa-laps trio jaoks CNV piirkonnad, kasutades
programmitulemuste iihisosa algoritmi. Seejdrel klasterdati eelkirjeldatud {ihendimeetodil iga
perekonna (trio) CNV-d diskreetseteks lookusteks. Lopuks pandi kdik andmed CNV-d iihte tabelisse
ja loeti kokku koik vanemad-laps CNV-de pdrandumised ning arvutati koigi erinevate CNJV
parandumistiilipide leidumissagedused. Siinjuures on oluline mérkida, et CNV olemasolu arvestati
vaid siis, kui see oli leitud kdesolevas t60s viljatootatud tihendmeetodiga (CNV leiti indiviidil
samas regioonis nii QuantiSNP-ga kui ka PennCNV-ga) ja CNV puudumist arvestati vaid siis, kui
vastavas regioonis polnud leitud koopiaarvu muutust kummagi programmiga. Juhud kus monel
perekonnaliikmel oli uuritavas regioonis leitud CNV ainult iihe programmiga (QuantiSNP-ga voi
PennCNV-ga) jéeti parandumise analiilisist korvale.

HapMap populatsiooni triode CNV-de pdrandumist ja sagedusi kajastavad tulemused on
kokkuvdtvalt toodud tabelis nr. 2. Tabelis on kirjas erinevad CNV-de piaranduvuse voimalused ja
nende esinemissagedused, kusjuures number 1 iga paranduvustiilibi juures tdhistab CNJV olemasolu
vastaval trio litkmel ning O selle puudumist. Seega maérgib péaranduvustiitip “0 0 1” (00—1 ehk
lookus, kus isal on 0, emal 0 ja lapsel 1 CNV) de-novo CNV-d, mille esinemissagedus HapMap
triode puhul on 7% kdigist analiiiisitud parandumissiindmustest. Lisaks on iga parandumistiiiibi

juures jagatud lapse CNV-d vastavalt koopiaarvule kas deletsiooniks v3i duplikatsiooniks. Kdikide
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HapMap triode paranduvussiindmuste puhul, kus lapsel esineb antud lookuses CNV, on erinevus
deletsioonide ja duplikatsioonide esinemissageduste vahel ligildhedaselt kahekordne. Uldiselt
esineb deletsioone rohkem kui duplikatsioone (vastavalt 62% ja 38% laste CNV-dest), vilja arvatud
juhul kus thes lookuses on koigil trio litkmetel koopiaarvu muutus. Levinuim CNV
parandumismuster HapMap triode puhul on 0/1—0 (iihel vanematest on CNV, mis ei parandu edasi
lapsele; sagedus 56% koigist juhtudest) ja kdige harvem esineb siindmus, kus iihes lookuses on
mdlemal vanemal CNV, samas kui lapsel seal koopiaarvu muutust ei ole (muster 11—0; 1% kdigist

parandumissiindmustest).

Tabel 2. CNV pdrandumistiitipide jaotus HapMap triodes. Ridades on toodud CNV-de paranduvuse
voimalused koos nende esinemissagedusega HapMap triode populatsioonis. Number 1 tdhistab
CNYV olemasolu vastaval trio litkmel ning 0 selle puudumist, 0/1 tdhistab juhtu kus CNV esineb iihel
kahest vanemast. Iga parandumistiiiibi juures on lastel esinenud CNV-d jaotatud duplikatsioonideks
ja deletsioonideks. Numbrid sulgudes nditavad vastava lookuse absoluutset esinemist, protsendid
aga suhtarvu, mis duplikatsioonide ja deletsioonide puhul on esinemissagedus laste CNJV-de

koguarvu suhtes, “kokku” tulbas aga kdikide parandumissiinduste hulga suhtes.

o -0 1 12% (80) 5% (34) 7% (114)
0/1 0 - - 56% (861)
0/1 ik 47% (314) 28% (188) 32% (502)

I 1 0 - - 1% (21)

1 1 1 3% (17) 5% (36) 4% (53)

Kokku 1 0 100% (1551)
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4.3.2 CNV-d Eesti VAM uuringu perekondades

Vaimse arengu mahajddmust (VAM) on seostatud mitmete geneetiliste muutustega
inimgenoomis (Chelly & Mandel, 2001). Et vorrelda CNV-de pdrandumist ja de-novo CNV-de
esinemissagedust normaalse kontroll-populatsiooni (HapMap) ja VAM indiviidide vahel, viisime
1abi CNV-de paranduvusanaliiiisi Eesti VAM kohordi perekondade andmetes.

VAM-iga indiviidide CNV-de paranduvuse uurimiseks viisime 1dbi samad arvutused, mis
HapMap triode puhul, kasutades algandmetena Eesti VAM kohordi indiviidide
genotiipiseerimistulemusi ja perekonnaandmeid. Kokku analiiiisiti 79 VAM kohordi indiviidi 18
perekonnast, mis olid jaotatud 43 isa-ema-laps trioks. Analiiiiside tulemused on kokkuvdtvalt
toodud tabelis nr. 3.

Kui korvutada VAM kohordi analiiiisitulemusi HapMap triode andmetega, hakkab silma rida
erinevusi. Kui HapMap jarglaspolvkonna CNV-de seas oli deletsioonide iilekaal duplikatsioonide
suhtes veidi vihem kui kahekordne siis VAM-ide puhul on vahe enam kui neljakordne (suhe 4,5:1).
Deletsioonide osakaal on eriti suur 11—1 tiiitipi paranduvuste puhul ehk kui molemal vanemal on
antud lookuses CNV, siis pea alati parandub edasi just deletsioon, kuigi selliste CNV-dega
vanematel on duplikatsioone pea kaks korda rohkem kui deletsioone. Samuti on VAM perekonna
lastel de-novo CNV-de esinemissagedus poolteist korda (11/7 = 1,57 korda) suurem kui HapMap
triode puhul ning vahe tuleneb jillegi deletsioonide arvelt.

Muus osas on kahe vordlusaluse populatsiooni CNV-de parandumine sarnane - nii HapMap
kui VAM perekodnade puhul on levinuim CNV-de parandumisskeem 0/1—0 (iihel vanematest on
CNV, mis edasi ei parandu), kuigi VAM kohordis on vahe populaarsuselt jargmise
parandumismustriga (0/1—1) tunduvalt suurem kui HapMap indiviididel (vastavalt HapMap 56%
ja 32% VAM 64% ja 17% vastu). Samuti on modlemas populatsioonis kodige haruldasem
parandumismuster 11—0 (mdlemal vanemal CNV, kuid kumbki edasi ei parandu), kuigi VAM

indiviididel esineb sellist pdrandumist veidi rohkem (VAM 3% HapMap 1% vastu).
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Tabel 3. CNV pdrandumistiitipide jaotus Eesti VAM perekondades. Ridades on toodud CNV-de
paranduvuse voimalused koos nende esinemissagedusega HapMap triode populatsioonis. Number 1
tdhistab CNV olemasolu vastaval trio liikmel ning 0 selle puudumist, 0/1 tdhistab juhtu kus CNV
esineb iihel kahest vanemast. Iga péarandumistiiiibi juures on lastel esinenud CNV-d jaotatud
duplikatsioonideks ja deletsioonideks. Numbrid sulgudes niditavad vastava lookuse absoluutset
esinemist, protsendid aga suhtarvu, mis duplikatsioonide ja deletsioonide puhul on esinemissagedus

laste CNV-de koguarvu suhtes, “kokku” tulbas aga koikide parandumissiinduste suhtes.

isa ema laps deletsioone duplikatsioone

27% (74) 5% (14) 11% (88)
- - 64% (521)

40% (107) 13% (35) 17% (142)
- - 3% (23)

15% (40) ~0% (1) 5% (41)
1 0 100% (914)
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Arutelu ja jareldused

Antud t66 kidigu arendati vilja arvutuslik meetod genotiipiseerimisandmetest CNV-de
leidmiseks. Selle meetodi valideerimiseks ja efektiivsuse hindamiseks vorreldi in silico leitud CNV-
sid katseliselt maddaratud CNV-dega, vottes referentsiks R7-gPCR meetodil leitud CNV-d. Kuigi
arvutuslike meetodite valideerimisel eeldatakse, et kvantitatiivse PCR-i1 Kkatsetulemused on
arvutatud CNV-dest usaldusvadirsemad (MacConaill et al., 2007), ei pruugi see alati nii olla. Ka R7-
qPCR katsetulemuste analiiiisimiseks kasutatakse arvuteid ja spetsiaaltarkvara, mis vdivad anda
valepositiivseid ja valenegatiivseid tulemusi sarnaselt in silico meetodites kasutatud progammidele.
Seepirast voib kahelda antud t66 valideerimise osas iihe katseliselt leitud CNV koopiaarvus, mis
erines nii QuantiSNP kui PennCNV poolt hinnatud koopiaarvust ning samamoodi tasub iile vaadata
lookused, kuhu modlemad programmid leidsid suure toepiaraga CNV kuid mida ei kinnitanud
kvantitatiivse PCR-i katsed.

Viljatootatud in silico meetodi puuduseks voib pidada seda, et algoritmis ei ole rakendatud
viisi, kuidas lihendada kahe programmi poolt CNV lookusele arvutatud koopiaarvu hinnangud.
Kuna meie analiiiisides ei olnud PennCNV ja QuantiSNP koopiaarvu hinnangud piisavalt erinevad,
et valideerimsel oleks referentsandmetega olulisi vasturddkivusi tekkinud, siis mdéras algoritm kahe
programmi CNV lookusele lihtsalt PennCNV vastava koopiaarvu hinnangu. Samas on alati
vOimalus, et kaks programmi leiavad samale CNV-le oluliselt erinevaid koopiaarve (nditeks kui
PennCNV hindab CNV-d deletsiooniks ja QuantiSNP duplikatsiooniks) ja seni kuni puudub alus
ithe programmi hinnangut teise omale eelistada voi mehhanism kompromisshinnangu arvutamiseks,
ei ole koopiaarvu hindamise osas antud iihendamismeetodil eelist iiksikprogrammi ees.

Kahe programmi tulemusi tihendaval meetodil on ndrgaks kohaks ka komplekssete CNV-de
madramine, kus ithe CNV lookuse sees on mitu erineva koopiaarvuga 1diku. Probleemi illustreeriva
ndite vOib tuua antud t66 valideerimisanaliiiisist, kus RT-qPCR katsetes oli iiks osa katkematu CNV
lookuse praimeritest suurema hinnatud koopiaarvuga kui sama CNV {ilejddnud praimerid, samas kui
arvutuslik meetod leidis samale regioonile vaid lihe koopiaarvu. Kuid nagu eelpool mainitud, ei ole
alati kindel, kumb meetod (arvutuslik voi qPCR) on CNV hindamisel teinud vea. Samas soltub
algoritmide efektiivsus CNV-de leidmisel palju algandmete tipsusest. Seega tuleks edaspidi
komplekssete CNV-de uurimisel kasutada suurema markerite arvuga genotiipiseerimiskiipe kui
antud t60s.

Kéesolevas t60s kasutati arendatud CNJV-de leidmise meetodit koopiaarvu muutuste
pdranduvuse uurimisel. Tods analiiiisiti CNV-de pédranduvuse erinevusi Eesti VAM kohordi

29



perekondade ja HapMap triode vahel. Deletsioonide suurema suhtarvu pdhjust VAM kohordi
jérglaspdlvkonna puhul on ilma lisakatseid tegemata keeruline analiiiisida, kuid edaspidistes VAM
uuringutes tasub kandidaatgeenide otsimisel tdhelepanu poorata deletsioonidega rikastatud
genoomipiirkondadele, kuna analiitisitud VAM kohordi jérglaspdlvkond paistis silma just
deletsioonide suhteliselt suure arvu poolest.

Varasemates uuringutes on tdheldatud geneetiliste aberratsioonide seost vanusega (Croen et
al., 2001) - indiviidi vanuse kasvades suureneb genoomis struktuursete muutuste hulk (k.a. CNV-d),
mis mojutab ka jarglaspdlvkonna genoomi. Antud t60s ei arvestatud pdranduvuse analiilisimisel
vanemate vanust, mis vOis olla iiks teguritest VAM kohordi suhteliselt suure deletsioonide ja de-
novo CNV-de hulga leidmisel. Kuigi HapMap triode puhul meil vanuse andmed puuduvad, on see
teada VAM kohordi indiviididel. Hetkel on analiiisimisel valitud perekonnad Eesti
iildpopulatsioonist (Eesti Geenivaramust), mida saab edukalt kasutada paranduvusuuringutes
sarnaselt HapMap triodele referentsandmeteks. Kuna Eesti {ildpopulatsiooni indiviidide kohta on
teada ka nende vanus, saab vdrdleval analiilisil VAM kohordiga arvesse votta vanemate vanuse
moju CNV-de piranduvusele (ja de-novo CNV-de tekkimise sagedusele), mis annab
vOrdlustulemustele tunduvalt suurema kaalu.

Enamikes koopiaarvu analiilisides ei eristata diploidse genoomi haploidseid koopiaid, vaid
koopiaarv mdidratakse summaarselt molema alleeli kohta. Seega tdhistab somaatiliste
kromosoomide puhul koopiaarv 2 normaalset (referents) koopiaarvu, kuna eeldatakse, et kumbki
sama lookuse koopia on eraldi kromosoomis (iiks koopia pédrandunud emalt, teine isalt).
Summaarne koopiaarv voib aga olla eksitav. Nditeks tdhistab de-novo CNV lookust, kus vanematel
on normaalne koopiaarv (somaatiliste kromosoomide puhul 2), kuid lapsel esineb CNV. Kuigi
selline jarglaspdlvkonna CNV tundub olevat de-novo (mitte parandunud vanematelt vaid tekkinud
iseseisvalt), voib alleelset koopiaarvu arvesse vottes selgitada selle CNV teket vanemate alleelide
teatud kombinatsioonidega (nditeks kui vanematel esineb kahe voi null koopiaga alleele). Seega
voivad ka osad antud t66s leitud de-novo CNV-d olla hoopis mendeliaalse paranduvuse tulemus.
Sellise paranduvusmehhanismi kohta on toodud néide joonisel 5, kus jarglase CNV tekke pdhjuseks
on ithe vanema antud lookuse modlema koopia koondumine iihte alleeli.

Genotiipiseerimiskiipide kasutamise eeliseks CNV-de midramisel on genotiipiseerimis-
analiilisist saadud lisainfo markerite alleelse koostise kohta. Antud t60s analiiiisitud indiviidide
puhul (HapMap triod ja VAM kohort) on teada nii CNV-de summaarne koopiaarv,
genotiipiseerimisandmed kui ka perekonnainfo, mida tihendades on iga CNV jaoks (piisava hulga

heterosiligootsete markerite olemasolul) vdimalik arvutada alleelne koopiaarv. Suuremate
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koopiaarvude puhul on summaarse koopiaarvu alleelideks lahutamine keerukas, sest antud lookuse
koopiate jaotumiseks isa-ema-laps trio alleelide vahel on eksponentsiaalselt rohkem vdialusi,
millest kodige tdendolisema kombinatsiooni leidmine ei ole alati voimalik. Sellest hoolimata on
alleelse koopiaarvu arvutamise algoritm hetkel arenduses ning esialgsed tulemused néitavad, et

olenevalt paranduvusmustrist ja koopiaarvust on alleelne koopiaarv osade CNV-de jaoks arvutatav.

CN2 CN 2
norm. norm.
CN3 CN1
dupl. delet.

Joonis 5. CNV-de alleelne pdranduvus. Niiliselt de-novo CNV-d lastel vdivad tegelikult olla
mendeliaalselt pérandunud alleelid, mis annavad normaasest erineva koopiaarvu alleelide
kombinatoorika tdttu. Mustad triibud tihistavad antud lookuse alleelset koopiaarvu, summaarne
koopiaarv (CN) on toodud indiviidi siimboli (punane ring/sinine nelinurk) korval. Nooled néitavad

parandunud CNV alleelide jaotumist lastel.
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DNA koopiaarvu maaramine ja koopiaarvu muutuste pirandumise

uurimine genotiipiseerimiskiipide andmete pohjal

Andres Veidenberg

Kokkuvote

Koopiaarvult varieeruvad DNA piirkonnad katavad inimgenoomist suurema ala kui iikski
teine teada olev poliimorfism, mdjutades lisaks normaalsele geneetilisele varieeruvusele ka paljude
geneetiliste haiguste ja kasvajate arengut. DNA koopiaarvu variantide (CNV-de) leidmisel on iiheks
sagedasti kasutatavaks meetodiks genotiipiseerimiskiipide rakendamine.

Antud magistritdo andis tlilevaate CNV-de uurimisest ja vordles erinevaid mikrokiibipdhiseid
meetodeid CNV-de leidmiseks, podrates rohkem tdhelepanu genotiipiseerimiskiipide kasutamisele
ja sealt in silico meetodil CNV-de méédramisele.

Kéesoleva magistritod tulemusena arendati vdlja arvutuslik meetod Illumina ja Affymetrixi
genotiipiseerimiskiipide andmetest CNV-de leidmiseks. Véljatootatud meetodiga leitud CNV-sid
valideeriti reaalaja kvantitatiivse PCR-1 andmete abil. Lisaks analiiiisiti vdljatootatud metoodikaga
leitud CNV-de pidranduvust HapMap populatsiooni triode ja Eesti VAM uuringu kohordi
perekonnaandmete pdhjal.

CNV-de péranduvusanaliiiisides leidsime deletsioonide ja de-novo CNV-de suuremat
esinemist Eesti VAM kohordi jirglaspdlvkonnas vorreldes vastavate referentsandmetega HapMap

populatsioonist.
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DNA Copy Number Assessment and Heritage Analysis of Copy

Number Variations from Genotyping Data

Andres Veidenberg

Summary (kokkuvote inglise keeles)

Copy number variations (CNVs) cover more genetic content in human genome than any
other known type of polymorphisms, having its effect on various genetic traits and tumorigenesis as
well as shaping general genetic variation. For CNV discovery, genotyping microarrays are often
used.

In the current thesis an overview was given to introduce different methods in CNV studies
and discovery. Particular emphasis was put on describing genotyping microarrays and in silico
methods that are used to discover CNVs from genotyping data.

As a practical outcome of this thesis, in silico method was developed for finding CNVs by
using genotyping data from Illumina or Affymetrix genotyping microarrays. Some CNVs found
with this method were validated by real-time quantitative PCR analysis. In addition, CNVs were
found and their heritage was comparatively analyzed for HapMap trios and for families from
Estonian Mental Retardation (MR) study.

The results of our CNV heritage analysis show that the offspring in the MR cohort has

comparatively more deletions and de-novo CNVs than that of HapMap families.
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Lisad

Lisa 1. Osaline véljavote skripti CNV_heritage.pl vdljundfailist HapMap andmete analiiisil.

STATISTICS:

Families: 60 Trios: 60 Individuals: 180 Cases: 1551 (plus unvalidated: 802)

HERITAGE RATIO

mom 0 dad 0 => daughter 1 2.515% (39/1551)
mom 0 dad 0 => son 1 4.836% (75/1551)

mom 0 dad 1 => daughter 0 8.575% (133/1551)
mom 0 dad 1 => daughter 1 5.674% (88/1551)
mom 0 dad 1 => son 0 19.536% (303/1551)

mom 0 dad 1 => son 1 12.057% (187/1551)

mom 1 dad 0 => daughter 0 11.283% (175/1551)
mom 1 dad 0 => daughter 1 6.125% (95/1551)
mom 1 dad 0 => son 0 16.119% (250/1551)

mom 1 dad 0 => son 1 8.511% (132/1551)

mom 1 dad 1 => daughter 0 0.709% (11/1551)
mom 1 dad 1 => daughter 1 1.483% (23/1551)
mom 1 dad 1 => son 0 0.645% (10/1551)

mom 1 dad 1 => son 1 1.934% (30/1551)

...where X chr:

mom 0 dad 1 => daughter 0 0.387% (6/1551)

mom 0 dad 1 => son 0 0.129% (2/1551)

mom 0 dad 1 => son 1 0.967% (15/1551)

mom 1 dad 0 => daughter 0 0.129% (2/1551)

mom 1 dad 0 => daughter 1 0.258% (4/1551)

mom 1 dad 0 => son 0 0.193% (3/1551)

mom 1 dad 0 => son 1 0.129% (2/1551)

mom 1 dad 1 => daughter 1 0.064% (1/1551)

Summary:

heritage ratio (cases) del/dup ratio (cases) parents
parents 01 => child 0 55.513% (861/1551) 299/137

parents 01 => child 1 32.366% (502/1551) 20.24/12.12 (314/188) 172/103

parents 0 => child 1 7.350% (114/1551) 5.158/2.192 (80/34) 0/0
parents 1 => child 0 1.354% (21/1551) 22/20
parents 1 => child 1 3.417% (53/1551) 1.09/2.32 (17/36) 37/69
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