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Sobivate inimese genoomi regioonide leidmine loote rakuvaba DNA osakaalu

maaramiseks ema vereproovist

Mitte-invasiivne prenataalne test (NIPT) on mugav ja turvaline sdeluuring loote
kromosoomhaiguste riski maaramiseks, analiitisides loote paritolu rakuvaba DNAd lapseootel
naise vereproovist. NIPTi jaoks vadlja arendatud meetodid kasutavad erinevaid tehnoloogiaid, et
tuvastada loote kromosoomide vaararenguid ehk aneuploidiaid ja anda kvalitatiivne hinnang
testile loote DNA osakaalu ehk lootefraktsiooni maaramise labi. Loote rakuvaba DNA on
segunenud ema enda rakuvaba DNAga ning seetdttu on oluline, et loote aneuploidsuse hinnang
parineks usaldusvaarsest analliUsist, kus loote paritolu rakuvaba DNA on tuvastatav ja kdrgem kui
teatud piirnorm. Kdesoleva t66 eesmargiks on leida minimaalse suurusega inimese genoomi

piirkonnad, mis toimiks kui loote DNA fraktsiooni maaramise potentsiaalsed biomarkerid.

Maérksdnad: Biomarker, bioinformaatika, loote DNA fraktsioon, NIPT, meditsiiniinformaatika,

biomeetrika

CERCS: B110

Finding suitable regions in the human genome for determination of fetal fraction
from maternal cell-free DNA

Non-invasive prenatal test (NIPT) is a convenient and safe alternative screening method for
detecting fetal chromosomal abnormalities requiring only a sample of pregnant woman’s blood
sample. Test methods developed for NIPT use various technologies to detect aneuploidies of
fetuses and to give a qualitative assessment of the test in the form of the relation of fetal DNA to
the total cell-free DNA (cfDNA) in pregnant women’s blood, called fetal fraction. In the analysed
blood sample, fetal cfDNA is mixed with mother’s cfDNA, and it is important to distinguish DNA
of fetal origin. The goal of this thesis is to find biomarkers, that are relevant to fetal fraction

calculation, and to use the resulting list of regions to successfully calculate fetal fraction.
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Kasutatud lithendid

BAM - Binary SAM, binaarne failiformaat SAM failide salvestamiseks.

e  cfDNA - cell-free DNA, rakuvaba DNA.

o  cffDNA - cell-free fetal DNA, rakuvaba loote DNA.

e CVS - chorionic villus sampling, koorionibiopsia.

e NIPT - non-invasive prenatal test, mitteinvasiivne stinnieelne séeluuring ema verest.

e FASTQ - tekstipdhine failiformaat nukleotiidijarjestuste  salvestamiseks koos
kvaliteediskooriga.

e FF - fetal fraction, loote DNA fraktsioon.

e NGS - Next-Generation Sequencing, teise pbélvkonna sekveneerimine.

. PCR - Polymerase Chain Reaction, polimeraas-ahelreaktsioon.

. gPCR — quantitative-PCR, kvantitatiivne PCR.

e SAM - Sequence Alignment/Map, referentsgenoomiga kaardistatud jarjestusefail.

e SNP - Single-Nucleotide Polymorphisms, ihenukleotiidsed polimorfismid.



Sissejuhatus

Loote kromosomaalsed vaararengud ehk aneuploidiad on lootele enamasti fataalsed, I6ppedes
raseduse enneaegse katkemisega. Seevastu kromosoomide 21, 18, 13 ja sugukromosoomide
aneuploidsus ei pdhjusta tingimata loote hukkumist ja siinnib kromosoomhaigusega laps. Kdige
sagedasem on kromosoom 21 trisoomia ehk Downi slindroom, mis esineb 0,1% kdikidest
siindidest alla 30 aastaste naistel. Slinnitaja vanuse kasvades Downi siindroomi risk suureneb,
esinedes ligi 20% rasedustest Ule 40 aasta naistel (Moorthie et al., 2018). Eestis on tanu riiklikule
rasedate esimese trimestri sGeluuringule vihenenud Downi slindroomi laste siindimus oluliselt
vorreldes nditeks paarikimne aasta taguse olukorraga, jaddes tanapdeval umbes viie sinnini
aastas (Lokko et al., 2016). Kaesoleva t66 koostamise ajal ndeb Eesti rasedate séeluuringu
ravijuhis ette vereseerumi biomarkerite ja ultraheli kombineeritud sdeluuringut. Kérgenenud
kromosoombhaiguse riski korral suunatakse patsient tdiendavale invasiivsele diagnostilisele
uuringule, mille jaoks vOetakse loote proov kas looteveest (amniotsentees) véi platsentast
(koorionbiopsia). Kombineeritud meetod on aga suhteliselt ebatdpne ja piiratud
usaldusvaarsusega, andes valepositiivseid tulemusi 5% juhtudest ja selle tundlikkus on 10%
trisoomia 21 puhul ja 50-25% muude kromosomaalsete haiguste korral (Dan et al., 2012). Eestis
jaab naiteks hinnanguliselt iga seitsmes Downi slindroomiga loode sdeluuringu kaigus leidmata
ja enam kui 90% kdorge riskiga sOeluuringu leidudest osutuvad vale-positiivseteks (NIPT
taotlusvorm). Looteveest vGi platsentast proovi votmine on ebameeldiv ja riskantne protseduur,
mis voib komplikatsioonide korral viia kas ema tervise halvenemiseni vdi raseduse katkemiseni.
Uuringud on nadidanud, et raseduse katkemine amniotsenteesi labinutel esineb ligikaudu 0,1% ja
koorionbiopsia labinutel 0,2% (Akolekar et al, 2015) (Eddleman et al., 2006) ning

komplikatsioonide risk suureneb naise vanuse téusuga (Papantoniou et al., 2001).

Riskide vahendamiseks ja invasiivsete protseduuride kdrvalndhtude valtimiseks on alates 2011
aastast kasutusele voetud mitte-invasiivne prenataalne (genoomi) test (Non-Invasive Prenatal
Test ehk NIPT). NIPT pohineb avastusel, et lisaks naise rakuvabale DNAle (cell-free DNA ehk
cfDNA), on raseda veres vahesel méaaral loote, eelkdige platsenta paritolu rakuvaba DNAd (cell-
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free fetal DNA ehk cffDNA) (Lo et al., 1997). Loote cfDNA osakaal kogu raseda cfDNAst on
tuvastatav alates 4-5. rasedusnadalast ja tduseb raseduse kasvades. Umbes 10. rasedusnadalal
on cffDNA osakaal 3-6% ja raseduse kolmandas trimestris kuni 22% (Lo et al., 1998) (Lun et al.,
2008). Loote cfDNA kui geneetiline materjal on vaga sarnane ema cfDNAle, mistéttu on vajalik
edasine bioinformaatiline analiils lootespetsiifilise rakuvaba DNA eristamiseks. Rakuvaba DNA
sekveneerimise andmetest maarab NIPT anallis eripdrasusi loote kromosoomispetsiifiliste DNA
I6ikude jaotuses ema ja loote materjali vahel, et selle pdhjal hinnata, millised kromosoomid voi

kromosoomide piirkonnad vdivad olla lootel kas ala- voi Ule-esindatud.

NIPT test vajab usaldusvaarse hinnangu andmiseks vdimalikult tapset loote DNA osahulga ehk
lootefraktsiooni (fetal fraction ehk FF) mddtu, sest ilma selleta pole vdimalik hinnata, kas loote

DNA hulk on piisav, et maarata usaldusvaarset voimalikku aneuploidia esinemist v6i puudumist.

NIPT test on saanud voimalikuks tdnu mass-sekveneerimise meetodite (Next Generation
Sequencing ehk NGS) olemasolule ja kadttesaadavusele. Lootefraktsiooni leidmiseks NIPT testis
kasutatakse mitmeid ldhenemisi. Esimene on Uhenukleotiidsete polimorfismide ehk SNPde
(Single Nucleotide Polymorphisms ehk SNP) genotipiseerimine ja lootefraktsiooni leidmine labi
genotlilibi proportsioonide (Pergament et al., 2014). Lisaks kasutatakse rakuvaba DNA pikkuste
analllsi ja metilatsiooni erinevusi (Straver et al., 2016), et leida vdoimalikult tapne FF hinnang.
Puudusena on leitud, et mainitud meetodid ei ole alati usaldusvdarsed ja on SNPde naol
populatsioonispetsiifilised. Kokkuvdttes voib jareldada, et eeltoodud ldhenemised ei ole
rakendatavad madala katvusega Ule genoomi NIPT uuringutes (Whole Genome Sequecning ehk
WGS) (Dan et al., 2012). Lootefraktsiooni usaldusvaarseks mdaramiseks on arendatud
bioinformaatiline meetod SeqFF, mis on vdimeline ainult sekveneerimislugemite hulka kasutades

hindama FF maara (Kim et al., 2015).

Kdesoleva t66 eesmargiks on leida, kas madala katvusega sekveneerimisandmete pdhjal on
voimalik leida lihemaid genoomseid piirkondi, mida saaks tulevikus kasutada FF madaramiseks

suunatud sekveneerimisega. Kdesolev t66 on valminud Tervisetehnoloogiate Arenduskeskus ASis.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Kromosoomianomaaliad iildiselt

Kromosoomianomaaliad on ulatuslikud mutatsioonid, mis hélmavad rohkem kui Gihte geeni vi
kitsast genoomi regiooni. Kromosomaalne struktuurne mutatsioon tekib mitoosi v6i meioosi
kaigus ja voib olla nii deletsioon, duplikatsioon, translokatsioon, inversioon, insertsioon voi
isomerisatsioon. Vaatamata sellele, et tegemist on ulatusliku kromosomaalse kérvalekaldega, ei
mdojuta kromosomaalsed anomaaliad alati fenotldpi. Fenotllpi mdojutavad
kromosoomianomaaliad véivad pdhjustada loote arengu jooksul tdsiseid arenguhdlbeid voi

stinnijargselt lapse surma (Theisen and Shaffer, 2010).

Valdav enamus vdimalikest kromosoomianomaaliatest |6ppevad lootele fataalselt ehk iseenesliku
abordiga. Erandiks on sugukromosoomide vdi suhteliselt vaikeste autosoomide 21, 18 ja 13
trisoomiad. Autosoomsetest trisoomiatest on kdige suurema elumusega 21. kromosoomi
trisoomia ehk Downi siindroom, mis valjendub sarnaselt teistele aneuploidiatele kaasastindinud
terviseriketes, aeglustunud kasvus, anatoomilistes hdlvetes ja madalas intelligentsivbimes

(Theisen and Shaffer, 2010).

1.2 cffDNA ja cfDNA

Rakuvaba DNA ehk cfDNA on fragmenteerunud genoomne DNA vereplasmas, mille olemasolu
inimese veres kirjeldasid esimest korda Mandel ja Metais poolt 1948. aastal (Metais ja Metais,
1948). CfDNA vabaneb vereringesse surnud rakkudest nende lagunemise protsessi kdigus, kuid
cfDNAd voib leida ka teistest kehavedelikest, naiteks uriinist. Suurem osa cfDNAd vabaneb
tuumaga limfotsiitide apoptoosi tagajarjel (Rogers et al., 1972). Teiseks oluliseks cfDNA allikaks
peetakse nekrootilisi rakke, mis erinevalt apoptootilistest rakkudest ei ole fagotsiitoosi kdigus
alati taielikult lagundatud (Gravina et al., 2016) (Garcia-Olmo et al., 2010). Need allikad
pohjustavad rakuvaba DNA olemasolu ka tervete inimeste vereringes. On leitud, et cfDNA tase
vOib muutuda suurenenud flitsilise aktiivsuse tagajarjel voi vanuse kasvades. On spekuleeritud,

et cfDNA voib labida elusate rakkude seina ning mobiilsete geneetiliste elementidena



integreeruda suvaliselt genoomi, suurendades mutageneesi ja vahkkasvajate riski

(Schwarzenbach et al., 2011).

Rakuvaba DNA jaotatakse paritolu jargi kaheks: (i) kasvaja paritoluga rakuvaba DNA (ctDNA,
circulating tumor DNA) vdi (ii) loote paritolu rakuvaba DNA (cffDNA, cell-free fetal DNA). Kasvaja
rakuvaba DNA on oluline uurimisobjekt kasvajate uuringutes, parinedes kas kasvaja rakkude
apoptoosist, nekroosist voi on eritatud elusate liikuvate vahirakkude poolt. Rakuvaba DNA
suurenenud osakaal vahihaigete veres on tingitud puudulikust fagotsiitoosist (Stroun et al., 2001).
Loote rakuvaba DNA périneb peamiselt platsenta trofoblastide lagunenud voi tervetest
rakkudest, mis on sattunud ema verre labi ema-loote barjaari (Gupta et al., 2004). Seda, et cffDNA
on pdrit just platsenta trofoblastidest, mitte lootest, on ndidanud uuring, kus uuriti
anembriionaalseid rasedusjuhte. Leiti, et kuigi loodet ei olnud, sisaldus raseda naise veres ikkagi
normaalses hulgas cffDNA-d (Alberry et al., 2007). Seega vGib raseda naise verest eraldatud
rasedale naisele mitteomane geneetiline info loote somaatilise mosaiiksuse voi

anembriionaalsete raseduse puhul erineda reaalsest loote DNAst.

1.2.1 cffDNA eristamine lilejaanud rakuvabast DNA'st in vitro

Vereplasmas leidub rakuvaba DNAd, millest lootefraktsioon on raseduse varajases staadiumis
algsel hinnangul 3-4% ja hilisemas staadiumis 6% (Lo et al., 1998). Jargnenud uuringud on
maaranud lootefraktsiooni kdrgemaks - keskmiselt 10% 1-2 trimestri jooksul ja kuni 20% raseduse
hilisemas staadiumis, nagu naidatud joonisel 1 (Lun et al., 2008). Seega on lootespetsiifiliste
kromosoomianomaaliatele viitavate DNA jarjestuste hulga tuvastamine laboritehniliselt ja

bioinformaatiliselt valjakutsuv tlesanne.
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Joonis 1. Lootefraktsiooni osakaalud ema vereproovis raseduse trimestrite kaupa moddetuna
gPCR ja digitaalse PCR-iga. Uuring keskendus kahele soospetsiifilistele geenile SRY/HBB ja
ZFY/ZFX. Kastisisene joon tahistab 10 proovi mediaani, ja kastid ulatuvad 25-protsentiilist ehk
alumisest kvartiilist ehk 1. kvartiilist 75-protsentiilini ehk tlemise kvartiilini ehk 3. kvartiilini.
Punktid tahistavad erindeid ehk voorvaartusi (Lun et al., 2008).

On hinnatud, et usaldusvaarse aneuploidsuse vdi selle puudumise hinnangu andmiseks on vajalik
vahemalt 4% cffDNA-d ema veres leiduvast geneetilisest materjalist (Ashoor et al., 2013), mis on
tavaliselt saavutatav esimese trimestri 9-10 nadalal. NIPTi katse puhul sekveneeritakse
vereplasmast eraldatud rakuvaba DNA teise pdlvkonna NGS tehnoloogiaga ja joondatakse
referentsgenoomi vastu. Saadud lugemid kvantifitseeritakse kromosoomipéGhiselt ning
erinevused normaalsest lugemite jaotusest huvipakkuvate kromosoomide puhul on indikatiivne
suurenenud kromosoomide arvu hulgale. On naidatud, et kirjeldatud kvalitatiivne meetod on

voimeline madrama Downi siindroomiga looteid 99% sensitiivsusega ja 95% spetsiifilisusega
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(Palomaki et al., 2011). Kirjeldatud protsessi jarel ei saa aga tGestada, et proovis oli cffDNA-d, sest
moddetakse ainult sekveneerimisandmete kromosoomipdhist hulka, mitte ei maarata indiviidi
spetsiifiliste jarjestuste pohjal. Seega on vajalik tdpne cffDNA osakaalu hinnangu ehk
lootefraktsiooni leidmise metoodika, mida saaks kasutada nii tulemuse kvaliteedi parandamiseks

kui Uldise proovi kvaliteedi hindamiseks.

CffDNA paremaks eraldamiseks cfDNA-st oleks looteparitolu nukleotiidjarjestuste osakaalu
suurendamine. Selleks on kirjeldatud kahte v@imalikku meetodit. Esimeses kasutatakse ara
cffDNA korget fragmenteeritust, mis tdhendab seda, et looteparitolu fragmendid on ema veres
vaiksema keskmise pikkusega kui 313 aluspaari (Chan et al., 2004). Selle eelduse pdhjal on vilja
pakutud, et rikastades pikkusespetsiifiliselt cffDNA optimaalse pikkusega fragmente, on véimalik

tOsta lootefraktsiooni 70%-ni cfDNA-st (Li et al., 2004).

Teise meetodina on vBimalik cffDNA osakaalu tosta labi formaalaldehtitidi lisamise, mis takistab
ema rakkudel vereplasmas edasise tegevuse ning véimaliku DNA rakuvalisesse ruumi paiskamise
peale proovi voétmist (Dhallan et al., 2004). Seda meetodit on aga kritiseeritud, sest
formaalaldehiitidiga rikastamise tulemused on raskelt reprodutseeritavad (Chinnapapagari et al.,
2005). Biotehnoloogiliste votetega ei suudeta seega cffDNA osakaalu suurendada piisavalt, et see
Uletaks mitmekordselt ema cfDNA osakaalu, mistdttu on jatkuvalt vajalik lootefraktsiooni

leidmine diagnostiliseks hinnanguks.
1.3 Teise polvkonna sekveneerimismeetodid

1.3.1 Teise polvkonna meetodid

Teise pdlvkonna sekveneerimismeetodite all mdistetakse erinevaid DNA jarjestamiseslisteeme,
mis muutusid laboritele kattesaadavaks 2000. aastate jooksul ning on siiamaani laialdaselt
kasutusel. Neid meetodeid iseloomustab kdrgem analtisikiirus, oluliselt odavam hind vorreldes
esimese pdlvkonna ehk Sangeri meetodiga (Sanger et al., 1977), suur nukleotiidide eristamise
tdpsus ja paralleelsusest tingitud labilaskevdime. Erinevalt varasematest meetoditest, mis
jarjestasid edukalt kuni 1000 nukleotiidi pikkusi ahelaid, piirduvad NGS meetodid tavaliselt kuni

paarisaja nukleotiidi pikkuste lugemitega. Puudujadke kompenseerib aga suur paralleelne
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labilaskevGime, mis vGimaldab genereerida hulganisti osaliselt (ilekattes olevaid liihikesi lugemite
jarjestusi, mis seejarel arvutuslikult Ghendatakse taielikuks genoomiks (Anderson ja Schrijver,
2010). NGS laiatarbeplatvorme nagu lllumina sequencing-by-synthesis, 454 plrosekveneerimine,
ligeerimispbhine sekveneerimine SOLID platvorm ja Nanopore tehnoloogiat kasutatakse
tanapaeval laialdaselt genoomika uurimisvaldkonnas (Slatko et al., 2018). Naidetena vdib tuua
genoomi voi transkriptoomi sekveneerimine ja ekspressiooniprofiili maaramine, kriptiliste liikide
vOi Okoloogiate genoomika tuvastamine ja suunatud sekveneerimine ehk valikuline

sekveneerimine (Morozova ja Marra, 2008).

Suurest labilaskevdimekusest tuleneva infokiilluse téttu séltuvad NGS meetodid tugevalt suurel
maaral infotehnoloogia ja informaatika vGimekusest. Esimese inimese tdisgenoomi jarjestamiseks
kulus ligikaudu 10 aastat, samas kui tanapdeval on see vdimalik 2-3 pdevaga. Samuti suurendab
NGS rakendamine tdppis- ja personaalmeditsiini analliliside tdapsust ning avab testimiseks

voimalused, mida varem tervishoius ei nahtud (Shendure ja Ji, 2008).

1.3.2 Suunatud sekveneerimine TAC-seq meetodil

NGS meetodid on odavama hinna ja kiirema tulemuse tottu kasutusele voetud laialdaselt tappis-
ja personaalmeditsiinis, kasutades dra NGS meetodite kdrget paralleliseeritavust. Meie t66grupp
on vadlja arendanud korge spetsiifilisuse ja tundlikkusega ligeerimispdhise suunatud
sekveneerimisel péhineva TAC-seq meetodi, mille t66pdhimdte on naidatud joonisel 2. TAC-seq
on NGS meetod biomarkerite suunatud analiitisiks, mis vbimaldab vahendada laboris jarjestuste
amplifikatsiooni sammus tekkida vdivaid vigu. Selleks kasutatakse unikaalseid jarjestusi ehk
molekulaarseid indekseid. TAC-seq lihendab nii NGS sensitiivsuse ja ligatsioon-PCRi spetsiifilisuse
ihe molekuli tasemel, olles samal ajal suunatud sekveneerimise t6ttu odavama hinnaga kui

traditsioonilised NGS meetodid (Teder et al., 2018)
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Joonis 2. TAC-seqi meetodi t66pdhimdte tuvastamaks spetsiifilist mRNA voi cfDNA 16iku.
Ulemises osas on ndha parema ja vasaku detektor-oligonukleotiidide paardumine
spetsiifilistel tingimustel sihtmark molekuliga. Detektorjarjestused koosnevad 27 bp
pikkusest spetsiifilisest piirkonnast, 4 bp UMI jarjetusest ja universaalsete jarjestuste sabast
3’ja 5’ otstes. Samuti on ndha fosfortleeritud 5’ otsa spetsiifilise parema detektori otsas, mis
jargmise sammuna ligeeritakse vasaku detektoriga. Kolmandal sammul piiiitakse
paramagneetilise keraga paardunud detektor-sihtmarkpiirkond kompleks ning
paljundatakse PCRiga. Viimasena tehakse PCR produkti puhastus ja analiitis Illumina
sekveneerimise tehnoloogiaga (Teder et al., 2018)

1.4 cffDNA osakaalu leidmise metoodikad

Olemasolevaid cffDNA  osakaalu leidmise  meetodeid vdib jagada kaheks -
sekveneerimispdhisteks ehk fllsiliseks ja DNA analitsipohisteks ehk analiltiliseks. Peamine
vahe seisneb erinevate biotehnoloogiliste votete kasutamises. SekveneerimispShiste meetodite
puhul proovitakse leida FF ainult sekveneerimistulemuste pdhjal (van Beek et al., 2017). DNA
analltsipohised meetodid aga nGuavad, et peale sekveneerimise, et tuvastada kromosomaalseid
anomaaliaid, leitakse veel lootefraktsioon kas digitaal-PCR (Traeger-Synodinos, 2006) vGi reaal-

aja PCR-i kasutades (gPCR) (Lun et al., 2008). Kuigi need meetodid on FF leidmiseks
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usaldusvaarsemad, siis on nende puuduseks NIPT lisakulud, sest lisaks sekveneerimisele on ka
vajalikud katsed kas mikrokiibi vdi qPCR-i ndol. Hinnatundliku NIPTi jaoks on aga oluline, et hind

oleks voimalikult madal ning seeldbi kvaliteetne sdeluuringu test patsientidele kattesaadav.

Enamuse meetodite puhul kasutatakse usaldusvdarse FF leidmiseks Y-kromosoomi geenide
lugemite osahulga leidmist cfDNA-st. Ldhenemine kehtib ainult poissloodete korral. NIPT
laboriprotokollid on suuresti kohandatud madala katvusega sekveneerimisandmetele, et sellest
andmehulgast leida FF bioinformaatiliste tooriistadega. Jarjestused on NGS platvormil
sekveneeritud tavaliselt lihikeste pikkustega (40-80 bp), jaotatud regioonidesse, filtreeritud vilja
duplikaadid ja parandatud GC-osakaalu kasutades LOESS lokaalset regressiooni (van Beek et al.,

2017) (Bayindir et al., 2015).

1.4.1 DEFRAG-i meetod

DEFRAG arvutab lootefraktsiooni kasutades kahte naitajat - Y-kromosoomile joondatud
normaliseeritud lugemite osahulga (DEFRAG,) ja Y-kromosoomile unikaalsete piirkondade
joondatud lugemeid (DEFRAG),) jaotatuna fikseeritud suurustega regioonidesse. Olles Y-
kromosoomi pohine, saab seda meetodit kasutada ainult poissloodete lootefraktsiooni
arvutamiseks. Sellise meetodi rakendamiseks moddetakse kdigepealt proovide Y kromosoomi
nullprotsent, kasutades naissoost loodete proove (% Yyx 100de)- Se€jarel madratakse etteteada

meessoost loodete Y protsent (% Yxy mees)- Saadud tulemused on piirvaartusteks valemis:

DEFRAG =%YXY loode—%YxX loode
? %Y xy mees

Teise poole arvutamiseks kasutatakse unikaalseid Y-kromosoomi piirkondi. Unikaalsete
piirkondade leidmiseks tuleb valistada lle genoomi korduvad piirkonnad, milleks jaotatakse
tidrukloodete lugemid madala katvuse kompenseerimiseks fikseeritud suurusega 1 Mb
regioonidesse ja sorteeritakse valja need, millesse langes rohkem kui 1 jarjestust. Saadud
alamgrupp esindab Y-spetsiifilisi piirkondi, mille lugemite mediaani kasutatakse lootefraktsiooni

esitamiseks. (van Beek et al., 2017).
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1.4.2 Bayindir-i meetod

Lootefraktsiooni tapsemaks madramiseks on madala katvusega sekveneerimise puhul piiravaks
faktoriks kdttesaadavate joondatud jarjestuste arv ema verest. Sellega voitlemiseks kasutatakse
suurematesse piirkondadesse lahterdamist, kuid ka arvestatava piirkonna suurendamist. Bayindir
on valja tootanud meetodi, mis ei ole tingimata Y-spetsiifiline NIPT, sest kasutab kdiki
autosoomseid ja sugukromosoome trisoomiate tuvastamiseks, kuid siiski suudab lootefraktsiooni
arvutada ainult Y-kromosoomi jargi (Bayindir et al, 2015). Jarjestused jaotatakse 5Mb
regioonidesse 50kb sammuga ning saadud lugemid iga regiooni kohta jagatakse summaarse
lugemite arvuga. Seejarel arvutatakse z-vaartused kasutades autosomaalsete regioonide

(Chrgyto) ning X-kromosoomi (Chry) mediaane:

med(Chryy:,) — med(Chry) )
*

BAYINDIRz =
z med (Chryyto)

Saadud esinduslikud arvud kasutatakse z-skoori ehk normaliseeritud lugemite
differentsiaalsusemdara arvutamiseks (ile kromosoomi. Saadud z-skooriga hinnatakse
huvipakkuva kromosoomi osahulka vorreldes llejadnud autosoomidega. Kéikumised eeldatust on

indikatsiooniks aneuploidiale (Bayindir et al., 2015).

Tulemuste valideerimiseks ja soo maddramiseks arvutatakse valja ka lootefraktsioon Y-
kromosoomi pdhjal, seega ainult poisslastel. Siinkohal leitakse sarnaselt DEFRAG-ile unikaalsed
sugukromosoomide piirkonnad ning arvutatakse lootefraktsioon:

med(Chr{*4k) *
med(Chrgyto)

BAYINDIR#=

1.4.3 SANEFALCON-i meetod

SANEFALCON (Single reAds Nucleosome-basEd FetAL fraCtiON — iiksik-lugemi nukleosoomipohine
lootefraktsioon) maarab lootefraktsiooni kasutades dra vdahem-degradeerunud cfDNA, mida
leidub nukleosoomide Gimber. Seetdttu on see meetod sdltumatu loote soost, ehk ei ole vaja Y-
kromosoomi (Straver et al, 2016). SANEFALCON meetod loob nukleosoomide profiili lle

genoomi jalgides Ulegenoomsete jarjestuste positsioonide ja nukleosoomide poolt mdjutatud
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teadaolevate piirkondade kokkulangevusi ning loetakse joondatud jarjestused nendes kohtades
kokku. Ulegenoomsed nukleosoomiprofiilid on seejirel tuletatud keskmistest lugemitest nendes
piirkondades. Profiilidel on aga erinevad vaartused samas kohas, mis tuleneb varem kirjeldatud
erinevustest cfDNA ja cffDNA vahel, peamiselt fragmendipikkuse t&ttu. Nende erinevuste
tuvastamiseks kasutab SANEFALCON hinnangulise lootefraktsiooni andmiseks lineaarregressiooni

mudelit.

1.4.4 SeqFF

Selles t66s kasitletav SeqFF meetod on neist kdige uuem ning kdige levinum meetod FF
arvutamiseks. SeqFF kasutab kahte regressioonimudelit - elastilist narvivorku (Efficient neural
network - Enet) ja kaalutud jargupdhist valikut (Weighted Rank Selection Criterion - WRSC) - et
disainida mudel, mis on vdimeline ennustama lootefraktsiooni (legenoomsete
sekveneerimislugemite pealt. Selle meetodi treenimiseks kasutati 25312 ema vereseerumi
proovi ja kinnitamiseks kasutati 505 vereseerumi proovi (Kim et al, 2015). Meetod p&hineb
kaalutud regressioonimudelil, mis loeb lugemeid 50 kbp jarjestikuselt korduvates regioonides ehk
regioonides Ule autosoomide ning ennustab Y-kromosoomi regioonide lugemite arvu arvestades
ka kovariatsiooni voi uldistatud Y-kromosoomi osahulka. Lootefraktsiooniks on kahe tulemuse
keskmine. Seega on tegemist andmetega, mis on treenitud poissloodete andmete peal, kuid mis

on edukalt lootefraktsiooni ennustanud ka tidrukloodete puhul.

SeqFF originaalses uurimuses leiti piirkonnad, mis demonstreerivad suurt eripara emapoolse ja
loote cfDNA vahel. Seega saab sekveneeritud proovi piirkondade lugemite ja treenitud mudeli
kordajate pohjal vaita, milline on lootefraktsioon suurus. Selliseid piirkondi leiti vastavalt
uurimusele jargnevalt: (i) tiisealise ema ja areneva loote erinevalt metileeritud DNA piirkondade
vahe, (ii) tugevalt heterosligootsete SNP piirkondade spetsiifiliste variantide lugemite vahe ja (iii)

erineva pikkusega cfDNA fragmentide vahe.

On tdhele pandud, et erineva pikkusega cfDNA fragmendid, eriti enamjaolt looteparitolu
fragmendid pikkusega <150 bp, on positiivselt korreleeritud piirkonda jadvate eksonite arvuga,

mis omakorda on seotud suurema GC osakaaluga. SeqFF algoritmis on esmaseks tahendusrikaste
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piirkondade kriteeriumiks kérge GC ja eksonite sisaldus, mille kriitilised tasemed maarasid Kim ja

tema kolleegid (Kim et al., 2015).

2 Eksperimentaalosa

2.1 To6 eesmargid

NIPTi eelis kombineeritud esimese trimestri sdeluuringu ees on oluliselt kdrgem sensitiivsus ja
spetsiifilisus. NIPTi jaoks on kriitiline, et anallilsi kdigus saaks usaldusvaarselt maarata loote DNA
fraktsiooni hulka anallitsitud raseda vereproovist. See annab véimaluse hinnata loote
sekveneeritud geneetilise info paikapidavust ning anda usaldusvaarsushinnangu igale analtisitud

proovile.

Kaesoleva t00 lldiseks eesmargiks on leida, kas cfDNA pdhise analiisi puhul leidub genoomseid
DNA piirkondi, mis on lootefraktsiooni seisukohast informatiivsed ning mida oleks otstarbekas
TAC-seq meetodil (lisaks aneuploidiate maaramisele) anallitsida loote DNA fraktsiooni
maaramiseks. Eesmargini jdudmiseks jaotati t66d jargmisteks eraldiseisvateks

alameesmarkideks:

1. uurida olemasoleva SeqgFF mudeli treenitud korrelatsioonikordajaid ja tdlgendada neid

kdesoleva t66 seisukohast;

2. hinnata Eestist kogutud madala katvusega sekveneeritud proovide lugemite katvust

erinevate regioonisuuruste juures ja minimaalse kdlbliku regioonisuuruse leidmine;

3. kasutades Eestis sekveneeritud NIPT testi madala katvusega proovide andmeid, leida

jarjend kolbliku regioonisuurusega piirkondadest, mis on kdige olulisemad FF arvutamisel;

4. kontrollida, kui hasti sobivad leitud piirkonnad ennustama vorreldes algse SeqFF meetodiga
lootefraktsiooni kdesolevate proovide korral leides korrelatsiooni originaalse SeqFF

meetodi ja kdesolevas t60s valja arendatud meetodi vahel;

17



Kirjanduse Ulevaates kirjeldatud kriteeriumite tottu keskendutakse kdesolevas t66s suunatud
jargmise polvkonna sekveneerimise meetodile TAC-seqile, mis digete sihtmarkpiirkondade puhul

suudaks hinnata lisaks aneuploidiatele ka lootefraktsiooni (Teder et al., 2018).
2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Andmete paritolu

To606 viidi 1abi Tervisetehnoloogiate Arengute Keskuses ja hdlmas 368 jarjestatud genoomi, mis on
kogutud Tartu Ulikooli Kliinikumist ja lda-Tallinna Keskhaiglast. Proovide vdtmiseks andsid
doonorid kirjaliku loa. Kasutatud proovide doonorite keskmine vanus oli 33 aastat.
Sekveneerimiseks kasutati lllmina NextSeq 500 platvormi, keskmise katvusega 0.32x ja keskmise
lugemi pikkusega 85 aluspaari. T00s kasutatud proovid on sekveneeritud (ihe-otsalise (single-end)
sekveneerimise meetodil. Kdesoleva t66 autor ei osalenud proovide votmise ja laboratoorse

tootlemise protsessides.
Andmeanalliisiks vajalik andmetd6tlus labis jargmised etapid:

1. Toorsekveneerimisandmete demultipleksimine kasutades lllumina kommertsiaalseid
programme ja platvorme (bcl2fastq). Programmi valjundina saadakse iga proovi kohta nelja

raja kaupa GZ kompressiooniga FASTQ formaadis kvaliteediskooriga geneetiline jarjestus.

2.  FASTQ failid (kogumaht 123GB) pakitakse lahti ja kaardistatakse indekseeritud
GRCh37/hg19 Homo Sapiens referentsgenoomi vastu kasutades programmi bowtie2

v2.3.4.3.

3. Jarjestatud lugemite alguspositsiooni genoomis leidmine ja lugemite filtreerimine toimub
samtools v1.6 programmiga. Selle etapi valjundiks on filtreeritud lugemite

stardipositsioonide list formaadis SAM.

4. Positsioneeritud lugemite fail loetakse sisse R keeles kirjutatud skripti, mis lahterdab
lugemid ja kasutades eelmaaratud SeqFF meetodi parameetreid arvutab sisendproovi

lootefraktsiooni vaartuse. (Kim et al,, 2015)
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2.2.2 Bowtie2

Bowtie2 on programm, mis jarjestab sekveneerimise lugemid pikkadele referentsjarjestustele
kasutades Burrows-Wheeler Transformatsiooni (BWT) algoritmi. Programmi eesmargiks on
tagada kiirus, juhumalusaastlikkus ja kerge skaleeritavus, utiliseerides paralleelprotesseerimise
voimsust (Langmead and Salzberg, 2012). Arvestades sekveneerimisandmete kirjeldatud
omadusi, on optimaalne kasutada bowtie2-d, sest kaardistada on vaja keskmiselt pikki lugemeid
suhteliselt suurele referentsgenoomile. Bowtie2 on kaardistamisel laialdasemalt kasutatud kui
alternatiivsed programmid, naiteks Bowtie, BWA, SOAP2, MAQ, RMAP, GSNAP vdi Novoalign

(Hatem et al,, 2013). Lisaks on programm optimiseeritud lllumina sekvenaatorite andmetele.
Kaesolevas t60s on lugemite kaardistamine labi viidud jargneva kasuga:

bowtie2 --very-sensitive -X 500 -q $INP --norc -x $REF --no-unal -p 10

Kus vastavad valikud toimivad jargnevalt:

1. --very-sensitive

Margib, et kaardistamine toimub vaga tundlikus reZiimis, mis valistab lokaalse jarjestamise,
s.t. kaardistatavad fragmendid peavad tdielikult vastama referentsgenoomile. See kask on
ka lihend eelseadistatud valikutele, mis valistab valepaardumiste lubamise (-N ), seab
otsisdnade pikkuseks 20 (-L 2@), mitu kordusotsingut lubab teha (-R 3) ja mitu korda vdib

otsing ebadnnestuda (-D 20).
2.  -X/--maxins

Tahistab kui pikk voib kaardistatav DNA fragment olla, kdesolevas t60s on see vaartus

500nt. Miinimumvaartus (-1) on vaikevaartusena 0.
3. -q

Sisendfailide (FASTQ) asukoht arvutis.
4. -norc

Maarab ara, et programm ei jarjesta paardumata lugemeid Crick'i referentsi jargi
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Referentsgenoomi asukoht arvutis.
6. --no-unal

Programm ei valjasta SAM formaadis infot lugemitest, mida ei dnnestunud kaardistada.
7. -p

Paralleelse to66tlemise kasutamiseks madratud 16imede arv.

2.2.3 Samtools

Samtools on programm SAM (Sequence Alignment/Map) failide kiireks manipuleerimiseks ja
kaitlemiseks (Li et al., 2009). T66tlus toimub binaarse SAM-i ehk BAM (Binary SAM) formaadis,
mis teeb to6otluse programmaatiliselt kiiremaks ja efektiivsemaks, lisaks on binaarsel kujul
talletatud info nii plisimalus kui t66 kdigus vahemalus kompaktsem. Samuti kasutati samtools-i
kaardistamise kaigus bowtie2-ga maaratud kvaliteediskoorile pShinedes lugemite filtreerimiseks
mis on vajalik madala katvusega sekveneerimisproovide puhul vdimalike valelugemite miira
vahendamiseks. Samtoolsi kasutati lugemite stardipositsioonide failide valjastamiseks edasiseks

allavoolu andmet66tluseks, kasutades funktsionaalsust view ja selle alamfunktsioone:
8. -q

Filtreerib valja lugemid vaiksema kvaliteediskooriga kui maaratud. Kdesolevas t606s oli -q
vaartuseks valitud 30, seega edasiselt kasutati ainult lugemeid

kaardistamiskvaliteediskooriga (MAPQ) ile 30.
9. S

Valik, mis maarab samtools programmi Ghilduma vanemate samtools-i versioonidega.
2.2.4 Programmeerimiskeel R

Selle t66 tulemused on leitud kasutades programmeerimiskeelt R (v3.5.1). R on funktsionaalne

programmeerimiskeel, milles on véimalik kasutada imperatiivseid elemente. R-keelt kasutatakse
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statistikas ja andmeteaduses peamiselt selle kiiruse ja sarnasuse t6ttu matemaatilise kirjastiiliga,
samuti leidub palju andmebaasihalduskeeltest tuletatud funktsionaalsusi. Enamjaolt on
funktsioonid kirjutatud madalama taseme C-keeles, mis universaalse kasutuse tottu igast
operatsioonislisteemis tagab R-keele portatiivsuse igale platvormile. Seega on t66s kasutatud

kood kasutatav ka igas tavalises personaalarvutis.
Lisaks R-keele baasfunktsionaalsustele on kdesolevas to6s veel kasutatud jargnevaid lisapakette:

e Tidyverse pakette, mille eesmargiks on koodi loetavuse ja kiiruse parandamine, ning mille

alla kuuluvad jargnevad paketid:
o ggplot2 visualiseerimistooriistad.
o dplyr mugavad ja kiired andmete manipuleerimistooriistad.

e Snow / foreach / doMC paralleelarvutusi véimaldavad pakette, mis kiirendavad oluliselt
suurte andmemahtude korral triviaalsete arvutuste tegemist. Need paketid on vajalikud
suuremahulisel andmet6otlusel R-keelega, sest standardne R ei ole vGimeline kasutama

paralleelset tootlust.

2.3 Tulemused

2.3.1 SeqFF mudeli genoomseid regioone kirjeldavate sisendparameetrite

uurimine ja tolgendamine

Kaesolevas t60s oluliste piirkondade filtreerimistingimusena kasutati SeqFF arendajate Kim-i ja
teiste poolt treenitud Enet-i mudeli genoomi regioonide koefitsiente ehk regressioonikordajaid.
Regressioonikordaja tuleneb Enet-i toimimispohimottest, mis leiab suhte tulemusmuutuja ja
ennustajamuutujate vahel, milleks olid vastavalt Y-kromosoomi-pdhised lootefraktsiooni
arvutused ja normaliseeritud autosoomide 50kbp regioonide lugemid. Viimasel juhul
normaliseeriti SeqFF autorite poolt hinnatava sekveneeritud proovi lugemid arvestades G ja C
nukleotiidide osakaalu piirkonnas. Saadud korrelatsioonikordajad olid seejarel kasutatavad
jargnevate 50kbp regioonidesse jaotatud Ulegenoomsete sekveneerimislugemite pdhjal

lootefraktsiooni  arvutamiseks, mistéttu need SeqFF programmiga kaasasolevad
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korrelatsioonikordajad on kdesolevas t60s heaks indikaatoriks, et hinnata, millised genoomsed

regioonid on lootefraktsiooni arvutamise seisukohalt olulised ehk informatiivsed.

Lihtsustades lahtudes Eneti loojate Hui Zou ja Trevor Hastie jargi (Zou ja Hastie, 2005), on

regressioonikordajad jargneva lineaarse regressiooni mudeli kordajad:
y =680+ x181 + ... + Xu6p

kus y on tulemusmuutuja ja xq,...,x;, ennustajamuutujad. f, on sel juhul kordaja, mida Elnet
ldahenemine leiab, andes tulemuseks jarjendi piirkondadele vastavatest koefitsentidest. SeqFF-i
puhul on xy,..., x, jarjestikused 50 kbp piirkonnad ja y Y-kromosoomip&hine lootefraktsiooni
tulemus. Lihtsustatud valemist vdib ka jareldada, et regressioonikordajad on indikatooriks,
millised genoomsed piirkonnad on keskmiselt olnud olulisemad ehk informatiivsemad loote DNA
fraktsiooni hindamiseks. Seetdttu on kdesoleva t66 raames huvipakkuvad peamiselt suurema
positiivse ja negatiivse vaartusega kordajad, sest need naitavad, et kordajale vastava 50 kbp

piirkonna lugemite hulga muutus SeqFF treeningandmetes on olnud informatiivsed loote DNA

fraktsiooni arvutamisel.

SeqFF regressioonikordajate jaotus

900 -

Lugemid
3
o

300~

-0.010 -0.005 0.000 0.005
Regressioonikordaja vaartus
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Joonis 3. Joonisel on kujutatud kordajate jaotuvust (le genoomi. Jooniselt on ndha
regressioonikordajate jaotuvuse keskpunkte +0.002 juures. Suurim regressioonikordaja vaartus
on 0.006309316 ja vaikseim -0.01047021, keskmine vaartus -1.957425e-05.

Regressioonikordajate jaotus 1. kromosoomil

0.004 -

0.000 -

0.004 - i

Regressioonikordaja

2000 3000 4000 5000
Regiooni asukoht kromosoomil

Joonis 4. Ulevaade regressioonikordajate jaotusest iile esimese kromosoomi stardipositsioonide
jargi, jaotatuna 50 kbp piirkondadeks.

Jooniselt 4 ja lisa 2 jooniselt on ndha, et regressioonikordajad jaotuvad regioonist séltumatult,
ehk ei ole seotud lugemite hulga voi pikkusega. Katmata jaavad sugukromosoomid,
tsentromeeride piirkonnad ja kromosoomid 13, 18, 21, mis tulenevad GC sisalduse ja keskmise
fragmendi pikkuse jargi filtreerimisest ja Ulesobituse valtimisest. Mainitud kromosoomid
tekitavad Ulesobitust, sest SeqFF uurimuse kaigus treenitud mudelisse kaasamise puhul esineks

uuritavad ebanormaalsused nii tulemustes kui lahteandmetes.
2.3.2 Minimaalse informatiivse regioonisuuruse leidmine

Suunatud ligeerimispdhised sekveneerimismeetodid suudavad saavutada molekulitasemel
resolutsiooni DNA korduste tuvastamisel, kuid tuginevad PCR meetodil, mis toimib ainult
spetsiifiliselt disainitud praimeritega konkreetselt defineeritud genoomsetes regioonides. Sellised
meetodid on efektiivsed geeni- v8i SNP-pdhise ekspressiooniprofiili saamiseks, kuid on liiga
kulukad Ulegenoomsetel uuringutel. Seega pole SeqFF meetodis kasutatud 50 kbp pikkused
piirkonnad piisavalt hasti defineeritud ehk piisavalt lihikesed kdesoleva t66 eesmargi - suunatud
sekvneerimise meetodi - rakendamiseks, sest ligeerimispohised meetodid vajavad alla 150 bp
pikkuseid amplikone. SeqFF meetodi kohandamiseks on seega vaja leida piisavalt pikkasid

genoomseid regioone, mis oleksid madala katvusega genoomide pohjal piisavalt kdrge lugemite
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katvusega, kuid ka piisavalt lihikesed, et saaks disainida regiooni sobivaid praimereid ja

amplikone.

Vereplasmas leiduva DNA puhul on suurimaks piiranguks geneetilise materjali vahene
kontsentratsioon ja selle kdrge fragmenteeritus, seega lihe proovi leitud sihtmarkregioonides ei
pruugi olla tuvastatavaid lugemeid teises cfDNA proovis. Madala katvusega proovide puhul peab
seega leidma minimaalse informatiivse regioonisuuruse, mille pdhjal oleks v&imalik piisava
lugemite hulga pealt ennustada lootefraktsiooni. Lugemite piirkondade jaotamiseks jaotati
olemasolevate 368 proovi referentsgenoomile joondatud lugemid jarjestikult korduvatesse
Xsuurus SUUrusega piirkondadesse stardipositsioonide jargi, ehk iga lugem, mille s,,,5 jadb Nngenoom

suurusega genoomis vahemikku

Xgenoom < Ngenoom

* Xnum = Spos <

* (xnum + 1)/

Xsuurus Xsuurus

kus x,,,,m On piirkonna number.

Lugemite jaotamine
50kbp pikkune piirkond

Lugemid = 4

-= 4} - -

? bp pikkune piirkond

Lugemid = 2 Lugemid = 1 Lugemid = 1

-= e —) . T . - -

Kaardistatud jarjestused genoomil

Jarjendi stardipositioon
-

- - — Anm— —— . -

Joonis 5. Sekveneeritud ja joondatud lugemite regioonidesse jaotamine.

Sobiva vahemiku leidmiseks liideti kdikide kdesolevas t60s kasutatud 368 proovi kaardistatud

lugemid ja loodi histogrammid tulemuste visuaalseks uurimiseks. Antud histogrammid kujutavad

24



kdesolevas t60s valitud suurusega piirkondadesse jaotuvate lugemite hulka. Nende jaotuste
pohjal on vbimalik hinnata, kas valitud regioonisuuruse juures esineb piisavalt kdrge katvusega ja

markimisvaarselt eristuvate lugemite piirkondi.

Esimeseks katseks kasutatakse 200 bp pikkuseid regioone (ihe proovi naitel, sest sellise pikkusega
piirkonnad oleksid optimaalsed TAC-seq meetodil edasi uurimiseks. Sellise lahutuse juures oleks
vOimalik leida tahendusrikkaid piirkondi, mis on tingitud DNA kaksikheeliksi pakkimisest iimber
histoonide 146 bp kaupa ja on seet8ttu degradeerumisele vastupidavamad (Luger et al., 1997).
Kogu genoomi Uhtlase regioonideks jaotamise korral pole histoonidest piirkondade paiknemine
vastavuses, sest DNA pakkimine ei sOltu kromosoomide pikkusest, kuid tle paljude genoomide

peaks histoonidest tingitud jarjestuste sailuvus olema margatav jaotuse muutja.

Regioonisuurus 200bp

2000 3000 4000 5000

1000

0

| T | |
5 10 15 20

Lugemite arv regioonis
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Joonis 6. Histogramm kujutamas 200 bp pikkuseid regioone (ihe proovi nditel, arvestades vilja O-

vaartused.

Joonisel 6 on ndha 200 bp pikkuste piirkondade lugemite jaotus, millest vdib nadha, et regiooni

suurus on liiga vaike, et leiduks piisavalt kdrgelt kaetud ja informatiivseid piirkondi madala

katvusega sekveneeritud proovidest. Suurem osa regioone langeb siin valjapoole lahutust, ehk

lugemite jaotus ei ole genoomselt unikaalne, vaid tdendosus saada lugemi vastavasse piirkonda

on ligikaudselt Uhtlane (le kogu genoomi. Samuti

puudub moju lugemitele mainitud

degradatsiooni vahendavatelt teguritelt. Seega tuleb kasutada suuremat regioonisuurust, et leida

tahelepanuvaarseid piirkondi.
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Joonis 7. Histogrammid kujutamas 50000 bp, 10000 bp, 5000 bp ja 1000 bp pikkuste jarjestikuste
regioonide lugemite jaotust lile genoomi, arvestades vialja regioonid, kuhu langes 0 lugemit.

Joonisel 7 vbib naha, et SeqFF-is kasutatavate 50 kb pikkuste piirkondade korral on lahedane
normaaljaotusele, kus kdige enam esineb regioone, kuhu on jaanud 170-180 lugemit. Samuti
esineb ka palju genoomseid regioone, kus katvus jadb 0-10 lugemi ldhedale, mis on tingitud
madalast sekveneerimisstigavusest ja cfDNA lugemite ebalihtlasest jaotusest lile genoomi. Selle
pOhjuseks voib olla vdaiksem metileerituse voi pakituse tase, mis suurendab degradeerumist
nendes piirkondades, andes vahem lugemeid. Jargmiste 10 kbp ja 5 kbp histogrammide puhul on
margatav keskmise lugemite hulgaga regioonide vdartuse langemine, mis on tingitud vdiksemast
tdendosusest, et kaardistatud lugem langeks regiooni. Arvestades antud regioonipikkuste
lugemite hulka meie andmetes ja TAC-seqi proovide disainimiseks sobivate optimaalsete
regioonide pikkust, otsustati kdesolevas t60s jatkata 1000 bp pikkuste kandidaat-regioonide

uurimisega.

2.3.3 Sekveneerimislugemitega korgelt kaetud genoomsete regioonide leidmine
Eesti NIPT-i madala katvusega labiviidud taisgenoomide

sekveneerimisandmetest

Kasutades sobiva lugemite jaotuse piirkonna pikkust 1000 bp, mindi t66s edasi regioonide jaotuse
uurimisega olemasolevate regressioonikordajate suhtes. Selleks visualiseeriti kdigepealt 50 kbp
regioonisuurusega jaotatud Eesti NIPT'i madala katvusega sekveneeritud proovide lugemite

jaotus SeqgFF regressioonikordajate suhtes.
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Joonis 8. Suhe 50 kbp regioonidesse jaotatud Eesti proovide lugemite keskmise ja vastava
piirkonna regressioonikordajate vahel. Joonisel on margitud abtsissteljel joon, mis kujutab
lugemite keskmiste keskmist 18,02 ja ordinaatteljel regressioonikordaja vaartusel O ja punase
katkendliku joonega vaartusel £0.002. Valja on jaetud lugemid, mille kordaja on 0.

Joonisel 8 on naha 50 kbp regioonide keskmiste lugemite ja regressioonikordaja suhet, millest
vOib ndha, et enamik regressioonikordajatega regioone omavad >10 lugemit. Seetottu tekib
kogum abtsissteljel regressioonikordaja 0-vaartuse ja ordinaatteljel joonis 3 jaotusest nahtuna
lugemite keskmise GUmber. Samuti on margatav joonise 3 eeskujul tihedam kogum regioone
regressioonikordaja £0.002 juures. Kdige kaalukamad piirkonnad FF arvutamise seisukohast
SeqFF mudelis joonisel 8 on piirkonnad sinise varviga, kus regressioonikordaja absoluutvaartus on
suurem (>0.002) ja keskmine lugemite arv on kdrgem kui keskmiste lugemite keskmine indiviidi
jargi. Viimane on oluline, sest mida suurem on keskmine lugemite arv, seda suurem on téendosus,

et regiooni satub jarjestus, mida enamjaolt leidub cfDNA’st. Seega saab IlUihemate
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regioonisuuruste puhul kasutada esmase regioonide filtrina 50 kbp regressioonikordajate nullist

erineva vaartuse olemasolu.

Parast sobiva sihtmarkregioonide suuruse (1000 bp) leidmist eelmises peatiikis, oli jargmiseks
sammuks leida 368 Eestist kogutud sekveneeritud rakuvaba DNA proovide andmetest
parameetrid, mille jargi leida lootefraktsiooni arvutamiseks sobivad genoomsed piirkonnad,
mida kasutada edasises anallisis. Selleks jaotati sarnaselt eelnevale (joonis 5) iga proovi leitud
jarjestused jarjestikustesse 1000 bp pikkustesse regioonidesse ja kdikide cfDNA proovide

jaotatud lugemid normaliseeriti vordlemise jaoks kasutades valemit
CPM; =1+ 10°,

kus CPM; on normaliseeritud lugem, X; algne lugemi vaartus ja N ihe sekveneeritud proovi

koikide lugemite summa.
Selekteerimiseks valitud parameetrid olid jargmised:

e 50 kbp regioonisuurusest paritud regressioonikordajad, seega igal viiekiimnel 1000 bp
regioonil on sama regressioonikordaja, mis on talle vastaval 50 kbp regioonil. Nendest

filtreeriti vdlja regressioonikordaja vaartustega ,,0“ piirkonnad.

o Eelnevalt kirjeldatud 50 kbp pikkuste regioonide filter, mille parivad ka 1000 bp

piirkonnad.

e Ule kdikide proovide lahterdatud lugemite aritmeetilised keskmised, millest valiti vilja

regioonid, millel leidus Ule keskmise lugemeid regioonide jargi.

e Regioonipdhine standardhdlve. Selle parameetri p&hjal valiti valja regioonid, mis olid

vaiksemad, kui keskmine regiooni standardhalbe vaartus.

e |ga 1000 bp normaliseerimata regiooni kohta Ule proovide leitud 0-lugemite arv, millest

valiti vadlja piirkonnad, millel leidus O-lugemite osakaal alla keskmise.
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2.3.4 Saadud piirkondade andmete katvus SeqFF-i genoomseid regioone

iseloomustavate regressioonikordajate kontekstis

1000bp regioonide filtreeritud lugemid
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Joonis 9. Graafik nditab suhet lahterdatud filtreeritud regioonide normaliseeritud lugemite
keskmist (ile proovide ja vastava piirkonna regressioonikordajate naitel. Joonisel on margitud
helesinisega piirkonnad, mis on suurema 0 lugemiga regioonide osakaaluga ja tumedamalt
vaiksema osakaaluga.

Sarnaselt joonisele 8 on joonisel 9 samuti margatav regressioonikordajatele omane jaotus. Peale
filtri rakendamist jai algsest 2 535 909 regioonist alles 12 119, ehk kaetud on ligikaudu 12 miljonit
nukleotiidi tervest inimese genoomist vorreldes algse 2,5 miljardi nukleotiidiga.
Filtreerimistingimustest tingivalt on normaliseeritud lugemite keskmiste alampiir 0.3943503.

Jooniselt on naha ka O-lugemitega regioonide osakaal algsetest normaliseerimata lugemitest,
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millest vOib jareldada, et kdrgema keskmise arvuga ja regressioonikordajaga regioonid on ka
parema katvusega 1000bp suuruse regiooni korral. Saadud filtreeritud piirkonnad moodustavad
regioonide maski, mida saab kasutada edasi olemasolevate proovide lootefraktsiooni

arvutamisel.

2.3.5 Filtreeritud piirkondade efektiivsus lootefraktsiooni hindamisel

Piirkondadesse jaotatud lugemitest tuletatud uus filter on kasutatav SeqFF algoritmis
kirjeldamaks tahendusrikkaid 1000 bp pikkuseid piirkondi. SeqFF algoritm, mis on algselt loodud
50 kbp piirkondade pdhjal lootefraktsiooni arvutamiseks, ei ole otseselt lle kantav vdiksemate
lahutuste kasutamiseks, sest hinnang pdhineb tehisnarvivorgu meetodil eeltreenitud
regressioonivaartustel. Seetdttu tuleb saadud regioonide filtri efektiivsuse vordlemiseks SeqFF
meetodiga leida iga 50 filtreeritud 1000 bp piirkonna kohta suurim filtreeritud piirkonna lugemite

arv, mida kasutada vastava 50 kbp piirkonna iseloomustamiseks.

Selleks kirjutati programm R keeles, mis pdhineb SeqFF meetodil. Programm kasutab sisendina
samtools’i poolt genereeritud uuritava sekveneeritud ja kaardistatud proovi kromosoom -
alguspositsioon paare, mis seejarel jaotatakse soovitud suurusega regioonidesse nagu kirjeldatud
joonisel 5. Seejarel loetakse mallu SeqFF uurimusest parit andmed 50 kbp regioonide kohta, mis
koosneb regressioonikordajate ja filtreerimistahiste tabelist. Malus olevad proovi lahterdatud
lugemid seejdrel filtreeritakse kasutades selles t66s leitud piirkondade loendit. Filtreeritud
proovid (ihendatakse 50 kbp regioonide tabeliga pohimdsttel, et iga 50 kbp regiooni info
omistatakse sinna kuuluvatele 1000 bp regioonile. Jargmisena leitakse iga 50 kbp regiooni kohta
temas olevatest 1000 bp piirkondadest maksimum ja kasutatakse saadud regioonide lugemite
tabelit SeqFF meetodil lootefraktsiooni arvutamisel, mis koosneb autosoomide filtreerimisest,
lugemite skaleerimisest ning WRSC ja elastilise tehisnarvivorgu mudeli ennustatud

lootefraktsiooni keskmise leidmisest.

Kirjeldatud programmiga analisiti kdiki 368 madala katvusega lilegenoomselt sekveneeritud
Eesti raseda proovi ja leiti jargi korrelatsioon, mis vordleb kdesolevas t66s valja tootatud ja
olemasolevat SegFF meetodil leitud lootefraktsioone. Saadud vordlus on toodud joonisel 10, kus
on margata head vastavust (r=0.9) saadud filtreeritud piirkondade ja originaalse SeqFF vahel.
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Suhteliselt korge korrelatsioon vorreldes originaalse SegFF meetodiga saaduga naitab, et

selekteeritud vaiksemate regioonisuuruste ja seetottu ka vahemate lugemitega regiooni kohta on

esialgsete tulemuste pohjal véimalik ennustada lootefraktsiooni piisava tdapsusega.

Korrelatsioon SeqFF ja TagSeqFF meetodiga leitud lootefraktsioonide vahel

r=09,p<22e-16

0.20 1

TagSeqFF
(=)
o

0.1 0.2 0.3

0.4 0.5
SeqFF

Joonis 10. Korrelatsioonigraafik t66s vilja tootatud meetodi nimetusega TagSeqFF ja SeqFF leitud
lootefraktsioonide vahel.
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2.4 Arutelu

Tuginedes kdesolevas t00s leitud regioonidele ja nende pdhjal arvutatud lootefraktsiooni
hinnangutele (Joonis 10), vdib vadita, et olemasolevat SeqFF meetodit saab kasutada
lootefraktsiooni hindamiseks ka 50x lihemate genoomsete regioonide ja vaid spetsiaalselt
valjavalitud informatiivsete regioonide pealt. Piirkondade selektsioon viib seega efektiivse
lootefraktsiooni arvutamiseks vajaliku summaarse genoomse piirkonna suuruse 2,5 Gbp-It alla 12
Mbp-ni. Kill aga on saadud tulemus soltuv proovist, ehk tulemuse tdpsuse tagab piiratud
paindlikkus analiilsitavate kandidaatpiirkondade valimisel suuremas 50kbp regiooniaknas. See
tdhendab, et kuigi kasutatud filtreeritud piirkonnad on jatkuvalt tdhenduslikud lootefraktsiooni
arvutamiseks, on nende seast veel edasi vaja valida alamhulk fikseeritud genoomseid regioone,

mida t66 Uldisema eesmargi saavutamiseks kasutada.

Leitud genoomsed piirkonnad oleks seejarel kasutatavad edasises anallilsis, kus disainitakse uus
NIPT testi meetod pdhinedes TAC-seq meetodil, mis holmaks huvipakkuvatele piirkondadele
detektor-proovide disaini ning saadud lugemite analliitilise poole loomist. Uus meetod alandaks
NIPT testi hinda, mis on t60 kirjutamise hetkel 250-400 eurot (olenevalt pakkujast ja tapsest
meetodist), sest pole vajalik enam llegenoomne sekveneerimine. Arendatava testi juures oleks
oluline, et saadud test oleks sarnaselt SeqFFi-le soost mittesdltuv ehk toimib ka tiidrukloote

puhul.

Spetsiifiliste biomarkerite vdi genoomsete DNA piirkondade leidmiseks tuleks kasutada kas
kdrgema katvusega sekveneerimist vOi sarnaselt SeqFF meetodile treenida elastset
tehisnarvivorku cfDNA sekveneerimisandmetega, kasutades 50 kbp pikkuste regioonide asemel
lugemite 1000 bp pikkustesse piirkondadesse jaotamist. Sel viisil oleks vdimalik leida
regressioonikordajad iga piirkonna kohta, ning teha nende hulgast valik, kuhu disainida detektor-
proovid TAC-seq meetodi rakendamiseks. Samuti voib olla vaiksemate piirkondade peal treenitud
mudel tdpsem kui SeqFF. Tehisnarvivérgu treenimiseks on aga vaja suurt valimit, mistGttu on

tapsete biomarkerite maaramiseks vajalik edasine uuring suurema andmemahu pealt.
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Kokkuvote

Kaesoleva t06 eesmargiks oli leida, kas madala katvusega cfDNA sekveneerimisandmete
pohjal on vdimalik leida oluliselt lithemaid lootefraktsiooni hindamiseks tapseks sobivaid
genoomseid piirkondi. Piirkondade leidmiseks kasutatakse 368 Eestist kogutud ja madala
katvusega sekveneeritud vereseerumist eraldatud cfDNA  sekveneerimisproovi.
Sekveneerimisandmete too6tluseks kasutati vabavaralisi geneetikas laialt kasutatavaid
programme Bowtie2 ja Samtools, mis on vastavalt katsedisainile optimaalselt seadistatud. Saadud
cfDNA lugemitest leiti minimaalse pikkusega piirkonnad, mis on (le valimi markimisvaarselt

lugemite arvukusega esindatud.

Selle t66 tulemusena leiti lootefraktsiooni seisukohast olulised minimaalse suurusega piirkonnad,
kust on potentsiaal leida sobivaid genoomseid regioone, mida kasutada TAC-seq p&hise NIPTi
valjatootamisel loote DNA fraktsiooni hindamiseks. Selleks kasutati 368 Eestist kogutud raseda
naise madala katvusega sekveneeritud cfDNA andmeid. Uurimise kdigus selgitati vdlja minimaalne
informatiivne genoomse piirkonna suurus 1000 bp olemasolevate andmete p&hjal ja uuriti saadud
jaotust SeqFF mudeli parameetreid kasutades. Seejarel leiti saadud pikkusega lootefraktsiooni
arvutamise seisukohast oluliste biomarkeri piirkondade jarjend ja kirjutati programm, mis arvutab

leitud piirkondi kasutades lootefraktsiooni.

T60 jareldusena saab olemasolevat SeqFF meetodit tdiendada, kui kasutada ligi 50x suuremat
Ulegenoomset lahutust, sdilitades originaalsele SeqFF mudelile sarnase lugemite jaotuse ja
lootefraktsiooni arvutamise tapsuse. Siiski on saadud biomarkeri piirkondade puhul tapsemalt
maaratletud FF arvutamiseks olulised jarjestused ning edasise anallilisiga voib neid piirkondi

veelgi kitsendada.
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Reslimee

Finding suitable regions in the human genome for determination of fetal fraction

from maternal cell-free DNA

Alvin Meltsov
Summary

Non-invasive prenatal testing (NIPT) has been established as reliable and safe method for
chromosomal abnormality screening in high-risk pregnancies. Compared to clinical tests chorionic
villus sampling (CVS) or amniocentesis, NIPT does not affect the child directly, but analyses the
blood of the mother. This is done either by various PCR methods targeting population-specific
regions or microfluidics tests using an array. These methods are therefore limited by either
population, where no suitable biomarkers are found. Besides detection of chromosomal
abnormalities, the relation of cell-free fetal DNA (cffDNA) to cell-free DNA (cfDNA) or fetal fraction

(FF) is used as qualitative measure of the reliability of NIPT test outcome.

Methods based on next-generation sequencing techniques have been developed which resolved
the limitations of previous methods of fetal fraction calculation. These include Bayindr’s,
SANEFALCON, DEFRAG, and SeqFF. While many are still mostly reliable on Y-chromosome, SeqFF
offers a new approach using machine learning to train a multivariate regression model, which can
be used to predict fetal fraction of cell-free DNA in mothers blood using low coverage sequencing.
Therefore, with new methods, NIPT tests perform with high sensitivity and specificity using only
sequencing reads and has no gender-specificity. Still, the price for sequencing is relatively high,

and new methods are developed to addressing this issue using targeted sequencing technologies.

This thesis focuses on improving existing NIPT method TAC-seq, which is a targeted sequencing
method used for detecting chromosomal anomalies. This means that whole genome sequencing
is no longer required. Nevertheless, this method has no qualitative measure because TAC-seq
does not have the capability to calculate precise fetal fraction. Using SeqFF multivariate model,
this thesis explores if there are significant regions in cfDNA genome that can be reliably used for

guantification and FF calculation using targeted sequencing techniques.
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Blood samples from 368 pregnant woman in Estonia were collected and sequenced with low
coverage, mapped to GRCh37/hgl9 reference genome using bowtie2 and quantified using
Samtools to different lengths of sequentially repeating genomic regions or bins. The read count
distributions of bins with different sizes were analysed and bin length of 1000bp per bin was
selected. Using this binning method, most significant regions in relevance to FF were filtered out
using the data available and SeqFF multivariate model regression coefficients. Resulting list of
filtered regions was used to calculate FF and results were compared to the original SeqFF

predicted fetal fractions, which resulted in a correlation coefficient of 0.9.

In conclusion, SeqFF method can be used to detect fetal fraction using 50 times smaller bin sizes,

but further research is needed to find suitable genomic regions for targeting in TAC-seq.
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