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Valimi suuruse moju ekspressiooni kvantitatiivsete tunnuste lookuste

tappiskaardistamisele limfoblastoidrakuliinides
Lahikokkuvote:

Inimese genoomis leiduvad kodeerivad osad, mida nimetatakse geenideks. Geenides olevate
geneetiliste variantide jarjestuste pdhjal slinteesitakse geeniekspressiooni kaigus valke, mis
madravad dra organismi fenotidbi. Geeniekspressiooni mdjutavad geneetilised variandid
asuvad ekspressiooni kvantitatiivsete tunnuste lookustes ja avaldavad valgusiinteesi kaudu
olulist m&ju tunnuste, sealhulgas haiguste ja hairete, avaldumisele. Sageli on taoliste haigusi
ja héireid pbhjustavate variantide tuvastamine ning nende poolt mdjutatavatest geneetilistest
mehhanismidest arusaamine variantide omavahelise korrelatsiooni tdttu keeruline.
Kasutades tappiskaardistamist, on véimalik slistemaatiliselt hinnata geneetiliste variantide
pohjuslikkuse tdendosust, leides tunnuse signaalile vastavalt vahemalt Ghte pdhjuslikku
varianti sisaldavad usaldusvééarsete variantide hulgad. Senini ei ole aga uuritud valimi
suuruse moju tappiskaardistamise tapsusele pdhjuslike variantide leidmisel. Siinse
bakalaureusetod eesmark oli uurida, kuivord suuremate valimite kasutamine vGéimaldab
tOsta statistilist usaldusvaarsust pohjuslike variantide leidmisel limfoblastoidrakuliinides.
Too kaigus leiti, et valimi suurenedes muutub tappiskaardistamine tédpsemaks, kuna
suureneb nii statistiline usaldusvéérsus pohjuslike variantide leidmisel kui ka statistiline
vlBimsus pdhjuslikke variante sisaldavaid usaldusvéarsete variantide hulkasid tuvastada.
Tapsemalt leiti suuremate valimite korral rohkem tdppiskaardistatud usaldusvaarsete

variantide hulkasid, mis sageli sisaldasid vaiksemal hulgal tden&oliselt pdhjuslikke variante.
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Effect of Sample Size on Fine Mapping Expression Quantitative Trait Loci

in Lymphoblastoid Cell Lines
Abstract:

In the human genome, coding regions called genes can be found. The sequence of genetic

variants in the genes encode for proteins that are synthesised during gene expression. In



turn, these proteins determine the phenotype of the organism. Genetic variants that affect
gene expression are found in regions called expression quantitative trait loci and have a
significant effect on the manifestation of traits, including diseases and disorders. Due to the
correlation between the genetic variants associated with such diseases and disorders,
identifying these variants and understanding the genetic mechanisms they affect remains a
challenge. Using fine mapping, it is possible to systematically assess the probability of a
genetic variant to be causal. This is done by finding sets of credible variants containing at
least one causal variant according to the signal of the trait. Currently, however, the effect of
sample size on the accuracy of fine mapping in finding causal variants has not been
researched. The aim of this bachelor’s thesis was to investigate the extent to which the use
of a larger sample size increases the statistical power to find causal variants in
lymphoblastoid cell lines. It was determined that larger sample sizes increase the resolution
of fine mapping as both the statistical significance of finding causal variants and the
statistical power to identify the number of credible sets containing causal variant increase.
Specifically, increasing sample size led to the detection of more fine mapped credible sets,

and these credible sets often contained a smaller set of putatively causal genetic variants.
Keywords:
Sample size, gene expression, eQTL, fine mapping, LCL
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1. Sissejuhatus

Koik elusolendid koosnevad rakkudest, mis sisaldavad parilikku informatsiooni, mida
edastatakse vanematelt jarglastele [1]. Enamikus organismides hoitakse seda teavet
kromosoomideks kokku pakitud desoksuribonukleiinhappe (ingl deoxyribonucleic acid,
DNA) molekulidena, mis sisaldavad juhiseid organismi toimimiseks [1]. DNA jérjestatud
osi, mille pdhjal toodetakse geeniekspressiooni kaigus ribonukleiinhapet (ingl ribonucleic
acid, RNA) ja sellest omakorda valke, nimetatakse geenideks [1]. Valgud maéravad
organismi tunnuste avaldumise, kusjuures Uhe tunnuse avaldumist vOivad mdjutada
erinevad geenid ja keskkonnategurid [1]. Erinevate geneetiliste jarjestuste tulemuseks on
erinevad tunnused [1], mistdttu vdivad taolised erinevused suurendada mitmete haiguste ja

hairete tekke riski.

Inimese genoomis on valke kodeerivaid geene umbes 20 000 [2, 3], mis moodustab vaid
umbkaudu 1% tervest genoomist [3]. Neid genoomi osasid, kus asuvaid geneetilisi variante
seostatakse sellise kvantitatiivse ehk md0detava tunnusega nagu geeniekspressioon,
nimetatakse ekspressiooni kvantitatiivsete tunnuste lookusteks (ingl expression quantitative
trait loci, eQTL) [4]. Lookuses asuvad geneetilised variandid v@ivad mojutada nii
transkriptsiooni kui ka translatsiooni — geenist transkribeeritud RNA kogust v6i RNA
molekulide valgusiinteesi méara [5]. Seet6ttu on lookustel oluline seos kvantitatiivsete

tunnustega ning nendega seonduvate haiguste ja héirete tekkega [4, 6, 7].

Kvantitatiivseid tunnuseid md@jutavate geneetiliste variantide analulsimiseks ja
tuvastamiseks kasutatakse tappiskaardistamist (ingl fine mapping) [7]. See vdimaldab leida
omavahel seotud ehk mittetasakaalulises ahelduses (ingl linkage disequilibrium, LD)
olevate variantide hulgad ning seejarel kdige tdendolisema pohjusliku variandi [7-9].
Pdhjuslike variantide leidmise Uheks piiravaks teguriks on eQTL-uuringutes kasutatava
valimi suurus [4, 7, 9, 10]. Seniajani ei ole teada, tapselt kuidas valimi suurus variantide
tdppiskaardistamist mdjutab, kuid vOib eeldada, et valimi kasvades muutuvad ka

tappiskaardistamise tulemused tapsemaks.

Ké&esoleva bakalaureusetdd eesmark on uurida, millisel méaral mdjutab valimi suurus
tdppiskaardistamise tulemusi. See aitaks mdista, kuivord oleks suuremate valimite korral
vOimalik saavutada suuremat statistilist usaldusvaarsust haigust tekitavate pdhjuslike

variantide leidmiseks ja nende eristamiseks LD-s olevate variantide hulgast. Selleks



analliisitakse t60 kaigus 358 indiviidi proovidest koosnevat andmestikku valimi nelja
erineva suuruse korral ja kolmest andmestikust kokku pandud andmestikku 966 indiviidi
andmetega. Anallusis kasutatakse vaid Euroopa péritolu indiviidide proove, et
populatsioonidevaheliste erinevuste asemel hinnata selgemalt valimi suuruse moju
tappiskaardistamisele. Indiviide proovide pdhjal on véimalik leida igale geenile vastavad,
vahemalt Uhte pohjuslikku varianti sisaldavad, usaldusvéérsete variantide hulgad (ingl
credible sets, CS) ning vdrrelda hulkade suuruste ja hulgas sisalduvate variantide muutumist

erinevate valimite puhul.

Bakalaureusetdo esimeses peatikis ,,Kirjanduse tlevaade” selgitatakse geeniekspressiooni,
geneetilist variatsiooni, eQTL-ide olulisust ja m&ju haigusriskile ning pdhjuslike variantide
leidmist tappiskaardistamise meetodil. T60 teises peatlkis ,,Metoodika” Kirjeldatakse
tooprotsessis kasutatud andmestikke ja nende eeltdotlust, eQTL-ide tdppiskaardistamiseks
vajalikke toovooge ja ressursse. Viimaks analulsitakse peatikis ,,Tulemused”
tappiskaardistamise tulemusel leitud variantide hulkasid ja hulkades sisalduvate variantide
statistilist olulisust erinevate valimite korral ning pakutakse vélja vGimalusi edasisteks

uurimusteks.



2. Moisted ja terminid

Aposterioorne kaasamise tdendosus (ingl posterior inclusion probability, PIP) on
tdendosus, mis naitab, kuivord vBib geneetiline variant olla pdhjuslik ehk mdjutada tunnuse

avaldumist [7].

Distaalne eQTL (ingl trans-eQTL) on geneetiline variant, mis avaldab mdju samal voi
erineval kromosoomil, kokkulepitud piirist (Uldjuhul 1 megabaasist) kaugemal asuvale

thele voi rohkemale kvantitatiivset tunnust mdjutavale geenile [11].

Ekspressiooni kvantitatiivse tunnuse lookus (ingl expression quantitative trait loci,
eQTL) on piirkond genoomis, kus asuvad variandid mdjutavad tunnuse avaldumist

geeniekspressiooni kaudu [4].

Fenotltp (ingl phenotype) on indiviidi vaadeldavate tunnuste kogum, mis sdltub nii

indiviidi genotlubist kui ka keskkonnateguritest [1].

Geeniekspressioon (ingl gene expression) on protsess, mille kéigus toodetakse geneetilisest

informatsioonist valke [1].
Genotutp (ingl genotype) on indiviidi kdikide geneetiliste variantide kogum [1].

Haplotltp (ingl haplotype) on genoomi mingis piirkonnas olev omavahel tugevalt

korreleeritud SNP-de kogum, mis paritakse thelt vanemalt [1].

Juhtvariant (ingl lead SNP) on geneetiline variant, mis on statistiliselt kdige olulisema

mdjuga tunnuse avaldumisele [7].

Lokaalne eQTL (ingl cis-eQTL) on geneetiline variant, mis avaldab md&ju l&hedal,
kokkulepitud kauguse (uldjuhul 1 megabaasi) piires asuvale Uhele v0i rohkemale

kvantitatiivset tunnust mdjutavale geenile [11].

Lamfoblastoidrakuliin (ingl lymphoblastoid cell line, LCL) on rakkude kogum, mis on

saadud Epsteini-Barri viirusega nakatatud B-rakkudest [12].

Mittetasakaaluline aheldus (ingl linkage disequilibrium, LD) on nahtus, kus ldhedal
asuvad geneetilised variandid paranduvad koos edasi ja on seetdttu omavahel

korrelatsioonis [7].



Tappiskaardistamine (ingl fine mapping) on protsess, mis v6imaldab kindlaks mé&é&rata

mingi tunnuse avaldumist méjutava tihe vdi rohkema geneetilise variandi [7].

Usaldusvaarsete variantide hulk (ingl credible set, CS) on hulk, mis sisaldab véhemalt
uhte konkreetse tunnuse avaldumisega seotud pdhjuslikku varianti [13].

Uksiknukleotiidi poliimorfism (ingl single nucleotide polymorphism, SNP) on mutatsiooni

tagajérjel tekkinud tihe nukleotiidi vahetus genoomis, mis on populatsioonis edasi kandunud

[1].

Uksikute mdjude summa (ingl sum of single effects, SUSIE) on meetod geneetiliste
variantide valimiseks, mis v@imaldab luua mingi tunnuse signaali seletavate variantide
hulgad [13].



3. Kirjanduse illevaade

Jargnevas peatikis kirjeldatakse geenide ja geeniekspressiooni funktsiooni ja olulisust.
Lisaks selgitatakse geneetilise variatsiooni ja geeniekspressiooni mdjutavate eQTL-ide
seost haigusi ja héireid pdhjustavate geneetiliste variantidega. Viimaks antakse Ulevaade
pbhjuslike variantide leidmisest, kasutades t&ppiskaardistamise meetodit, ja seda

mdjutavatest teguritest.

3.1 Geenid ja geeniekspressioon

Kdik organismid on les ehitatud rakkudest, mis sisaldavad geneetilist informatsiooni,
vOimaldades rakul funktsioneerida ja organismi périlikku informatsiooni jarglastele edasi
anda [1]. Eukaruootide, sealhulgas inimese organismis asub see informatsioon rakutuumas
DNA molekulidena [1]. DNA koosneb kahest lineaarsest ahelast, mille alamlksusteks on
nukleotiidid — adeniin (A), tsttosiin (C), guaniin (G) ja timiin (T) [1].

Inimorganismi igas rakus on umbkaudu 3 miljardit nukleotiidipaari [2, 3], mis kokku
moodustavad inimese genoomi [1]. Genoomi suuruse t6ttu on DNA enamjaolt
kondenseerunud valgumolekulide Umber kompaktseks struktuuriks, mida kutsutakse
kromosoomideks [1]. Inimeste kromosoomide arv paarikaupa on 23, mistottu parib jarglane
vanematelt sama geeni kaks varianti ehk alleeli [1]. Organismi kdikide alleelide kogumit
nimetatakse genotubiks, mis koos keskkonnateguritega mdjutab organismi fenotidpi ehk

vaadeldavaid tunnuseid [1], sh haigusi ja héireid.

DNA v0ib jagada kaheks — kodeeriv ja mittekodeeriv DNA [1]. Kodeerivaks DNA-ks on
geenid — jarjestatud DNA osad, mis hoiavad valkude sunteesimiseks vajalikku
informatsiooni valkude struktuuri kohta, mis omakorda mé&arab &ra mingi tunnuse [1].
Seevastu mittekodeeriv DNA sisaldab regulatoorseid elemente, mis mdjutavad DNA-st

valkude tootmist ehk geeniekspressiooni ja moodustab genoomist 99% [3].

Geeniekspressioon koosneb kahest protsessist — transkriptsioon ja translatsioon [1].
Transkriptsiooni ajal tehakse Uhest DNA ahelast koopia — s6numi-RNA (ingl messenger
RNA, mRNA) ahel. RNA, sarnaselt DNA-le, on geneetilise informatsiooni kandjaks, kuid
erineb selle poolest, et RNA suhkruks on riboos ja ta sisaldab ttmiini (T) asemel uratsiili

(V) [1]. Seejarel luuakse mRNA informatsiooni pdhjal translatsiooni kaigus polupetiidahel

[1].



Valgud koosnevad Uhest vOi mitmest polupeptiidahelast, moodustades spetsiifilise
kolmemd6tmelise struktuuri [14]. Inimese organismis leidub kiimneid tuhandeid valke,
millest sdltub organismi funktsioneerimine. Néiteks on valkude Ulesandeks organismi
kaitsmine (antikehad), keemiliste reaktsioonide kiirendamine (enstiimid) ja ainete
transportimine (hemoglobiin) [14]. Seetdttu on oluline, et organism suudaks toota Giges

koguses funktsionaalseid valke.

3.2 Geneetiline variatsioon

Ukskoik millise kahe inimese genoom sarnaneb umbes 99,9% ulatuses [2].
Genoomidevaheliste erinevuste ehk geneetilise variatsiooni peamisteks pdhjusteks on
rekombinatsioon ja mutatsioon [1, 15], millest viimane esineb kdige sagedamini
uksiknukleotiidi polimorfismina (ingl single nucleotide polymorphism, SNP) [1, 5, 16].
SNP-d on nukleotiididevahelised erinevused mingites genoomi piirkondades [1, 5].
IImnedes genoomis uldiselt kord 100-300 aluspaari kohta, moodustavad need 90%
geneetilisest variatsioonist [5]. SNP-d tekivad tksiknukleotiidi mutatsiooni tagajérjel ja

kanduvad populatsioonis vanematelt jarglastele [1].

Genoomis asuvad piirkonnad, kus rekombinatsioon toimub tavapérasest sagedamini ning
mida kutsutakse genoomi kuumadeks punktideks [1]. Nende punktide vahel leiduvad
ahelduspiirkonnad, kus DNA jarjestused rekombinatsiooni tagajarjel ei muutu ja
paranduvad koos edasi [1]. Ahelduspiirkonnas olevate kindlate SNP-de kombinatsiooni
nimetatakse haplottdbiks (ingl haplotype), kusjuures tihes haplotiitbiplokis varieerub SNP-
de arv mdnest mdnekimneni [1]. Haplotidbiplokke on inimesel teada tle 200 000 ja nende
kombinatsioonid vdivad populatsioonis esineda suuremal voi vahemal maaral [1]. Seega
vBib mingit tunnust pdhjustava geneetilise variandi leidmine olla ebatdpsem, kuna thes

haplotlubiplokis olevad SNP-d on LD-s ehk omavahelises mittejuhuslikus seoses.

Enamjaolt esinevad haigustega seotud SNP-d mittekodeerivas DNA-s, kuid neid leidub ka
geenides ehk kodeeriva DNA 16ikudes [5, 16]. Paljusid SNP-sid loetakse neutraalseteks,
kuna need ei avalda mdju inimese bioloogilistele funktsioonidele [16]. Seevastu
funktsionaalsed SNP-d, mis asuvad geeni l&dhedal v6i sees, m@jutavad valgusiinteesi
tulemust [16]. Viimast mdjutavad SNP-d v6ivad muuta nii polupeptiidahela jarjestust kui
ka geeniekspressiooni maara [5]. POhjustades varieeruvust fenotuibis, seostatakse selliseid

geneetilisi erinevusi mitmete haiguste ja héiretega [1, 4, 16]. Nende hulka kuuluvad naiteks
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hemofiilia [1], Alzheimeri tObi, skisofreenia ning bipolaarne haire [10]. Naiteks Alzheimeri
tdve puhul on iheks pdhjuslikuks SNP-ks rs117618017, mille tdttu suureneb geeni APH1B
ekspressioon ja seet6ttu ka haigusrisk [10].

3.3 Ekspressiooni kvantitatiivsete tunnuste lookused

Kvantitatiivseteks tunnusteks nimetatakse tunnuseid, mida on vdimalik kvantitatiivselt
hinnata — md6ta ja kaaluda [1]. Nende tunnuste avaldumine ja varieeruvus sdltub mitmest
geenist ning geenide ja keskkonnafaktorite koosmdjust [6]. Sellised tunnused on néiteks

inimese pikkus, kaal [1, 6], enstiimide aktiivsus [1] ja vererhk [6].

Kvantitatiivse tunnuse lookuse all mdeldakse alleelide kogumit DNAs, mis mdjutab
variatsiooni mingi konkreetse kvantitatiivse tunnuse puhul [6]. Kui see lookus mdjutab
variatsiooni geeniekspressioonis (MRNA ekspressioonitaset), siis kutsutakse seda eQTL-iks
[11]. Enamjaolt seostatakse neid geeniekspressiooni mdjutavaid geneetilisi variante SNP-

dega.

Enamik eQTL-idest asuvad mittekodeerivas DNA-s ja vdivad mdjutada geeniregulatsiooni
[9]. Need variandid saab, soltuvalt variandi kaugusest ja eeldatavast mdjust geenidele,
jagada kaheks — lokaalsed ja distaalsed [4, 11]. Lokaalsed eQTL-id (cis-eQTLs) mdjuvad
l&hedal olevatele geenidele, asudes tldiselt transkriptsiooni alguskohtade (ingl transcription
start site, TSS) juures [4, 11]. Seevastu distaalsed eQTL-id (trans-eQTLs) vOivad mdju
avaldada nii samal kromosoomil kaugemal asuvatele geenidele kui ka geenidele, mis asuvad
teistel kromosoomidel [11]. Peamiselt on tuvastatud cis-eQTL-e, sest trans-eQTL-ide
leidmiseks on SNP-geenide vahelisi assotsiatsioone vaja testida palju suuremal maaral ja
see eeldab suurema valimi olemasolu [4, 11]. Cis- ja trans-eQTL-e on kujutatud joonisel 1,
kus cis-eQTL on geeni lahedal, kokkuleppeliselt kuni 1 megabaasi (ingl megabase, Mb) ehk
1 000 000 aluspaari kaugusel geeni TSS-ist ja trans-eQTL mdjutab geeni A ja geeni B
kaugemalt kui 1 Mb.
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1 Mb 1 Mb

—

--.__________.—J
Geen A
trans-eQTL
vahemaa > 1 Mb
SNP Geen B

Joonis 1. Geeniekspressiooni mdjutavad lokaalsed ja distaalsed geneetilised variandid.

Genoomillene assotsiatsiooniuuring (ingl Genome-wide association studies, GWAS)
vOimaldab vaadata (le terve genoomi geneetilisi variante, testides iga varianti ja selle
statistilist seost mingi konkreetse haiguse riskiga [17]. Siiski ei anna ainuiiksi variandi
teadmine piisavat informatsiooni geneetilistest mehhanismidest, mis kujundavad
haigusriski. eQTL-analliis sarnaneb GWAS-iga, kuid vaadeldavaks tunnuseks ei ole mitte
haigus, vaid geeniekspressioon. Integreerides GWAS- ja eQTL-anallsi, on vdimalik

hinnata, kas konkreetse geeni ekspressioon voiks pohjuslikult mdjutada haiguse riski.

Analidsi tulemusel leitakse sageli mitu haigusega seotud varianti, mis on omavahel LD
kaudu seotud [18]. Seejuures vOib erinevate variantide omavaheline korrelatsioon olla
suurem kui 0,99 [13], mistdttu on analulside tulemuseks leitud variante sisaldav lookus,
mitte tingimata ks konkreetne variant. P6hjusliku variandi (v8i p6hjuslike variantide)

leidmiseks on seetdttu vajalik jargnev analliis — tappiskaardistamine.

3.4 Téappiskaardistamine

Tappiskaardistamise eesmérk on kindlaks maarata tunnuse avaldumisega seotud (ks vdi
mitu geneetilist varianti [7-9, 13, 18]. Eelnevate analliuside — GWAS-i v6i eQTL-i —
tulemusel leitakse SNP-d, mis on statistiliselt kdige olulisema mdjuga tunnuse avaldumisele
ehk vdikseima p-vaartusega [7, 18]. Leitud SNP-sid nimetatakse juhtvariantideks (ingl lead

SNPs), mis sellest olenemata ei pruugi osutuda pdhjuslikuks variandiks [7-9].

Geneetiliste variantide tdppiskaardistamine Bayesi mitmese lineaarse regressiooni tksikute
mdjude summa (ingl sum of single effects, SUSIE) meetodil leitakse juhtvariantide lookustes
usaldusvadrsete variantide hulgad ehk CS-id [13]. Mudel arvestab ja analliusib eraldi

juhtvariantide juures olevaid geene ja geneetiliste variantide omavahelist korrelatsiooni
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eesmérgiga hinnata, milline variantide kombinatsioon seletab kdige paremini tunnuse

avaldumise signaali ehk on kdige tdendolisemalt pdhjuslik [13].

CS-id luuakse variantide sorteerimisel vastavalt iga variandi aposterioorse kaasamise
tdendosusele (ingl posterior inclusion probability, PIP), lisades variante hulka senikaua,
kuni tdendosuste kumulatiivne summa Uletab mingi lavendi [7, 8, 18]. Seejuures luuakse
hulgad vdimalikult vaikesed, kuid sellised, mis sisaldavad vahemalt Ghte pdhjuslikku
varianti [7, 13]. Joonis 2 kujutab véikseima p-vaartusega varianti ehk juhtvarianti (rs12345),

sellega LD-s olevaid variante ning nendest variantidest koosnevat CS-i.

o T -
0 0g
® o -
< ) 09 B
o[ T I — T ol i
(o] 1 ! ‘
d @ . |
(@) : :
oo o 0% ll I 0%
()__ll_ll__L_l_ll_I _H_ N N I__I.I.lll.ko

Joonis 2. Bayesi tdppiskaardistamise [7] meetodil juhtvariandi (rs12345) lookuses loodud CS, kuhu
kuuluvad variandid on esitatud hallil taustal. Joonise x-telg kujutab lookuses olevaid variante
vastavalt positsioonile ja vasak y-telg variantide p-vaartusi, mida on kujutatud joonisel punktidena.
Parem y-telg tahistab variantidele tappiskaardistamisel leitud PIP véartusi, kus igale variandile
vastab PIP vééartust kujutav tulp. Juhtvariandi ja selle lookuses asuvate variantide LD tugevust on
kujutatud vérviskaalal punasest siniseni, kus punane tahistab tugevat LD-d ja sinine vastavalt ndrka
LD-d. Samuti on siin oluline vélja tuua, et suurim PIP vaartus ei ole mitte suurima p-vadrtusega

variandil ehk juhtvariandil (rs12345), vaid sellega tugevas LD-s oleval variandil.

SUSIE puhul on oluline valja tuua, et mudel kasutab otsimisstrateegiana iteratiivset Bayesi
astmelist valikut (ingl Iterative Bayesian Stepwise Selection, IBSS) [13], kus variantide
valikut ja tdppiskaardistamise tulemusi mdjutavad nii variantide arv vaadeldavas piirkonnas,
pbhjuslike variantide arv ja mdju tunnusele [7], variantidevaheline LD [7, 10] kui ka valimi
suurus [4, 7, 9, 10].

Olgugi et mitmed eQTL-uuringud [4, 7, 9, 10] toovad valja valimi suuruse olulisuse, on

siiski ebaselge, kui suurel madral omab see piiravat moju tappiskaardistamise tulemuste
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tapsusele. Seda on voimalik uurida, kasutades andmestikke, kus geneetilistel variantidel on
statistiliselt oluline mdju geeniekspressioonile, teisisonu statistiliselt olulised
efektisuurused, ja variantide vahel eksisteerivad LD mustrid. VVorreldes tulemuseks saadud
geenidele vastavaid CS-e, on vdimalik valja selgitada, kas hulgad lahevad valimi suurenedes
vaiksemaks ja tuvastatud hulkade arv kasvab.
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4. Metoodika

Jargnevas peatiikis kirjeldatakse kasutatud andmestikke ja nende eelt66tlust, samuti antakse

tlevaade pBhjuslike variantide leidmiseks kasutatud toovoogudest ja ressurssidest.

4.1 Andmestikud

Bakalaureusetods kasutatud andmestikest — GEUVADIS [19], GENCORD [20] ja
TwinsUK [21] —on valitud indiviidide andmed, mis périnevad limfoblastoidrakuliinist (ingl
lymphoblastoid cell line, LCL) ehk Epsteini-Barri viirusega (EBV) nakatunud B-rakkudest
[12]. Viirusega nakatunud rakud immortaliseeruvad, vOimaldades neid kasutada
rakukultuurimudelina mitmes uuringus [12]. Min jt [22] toob vélja, et LCL on kergesti
ligipddsetav allikas Uksikute rakkude saamiseks, mida keskkonnast vdi muudest
variatsioonidest pdhjustatud tegurid oluliselt ei mdjuta. Seet6ttu véidab autor, et eQTL-
uuringutes kasutatud LCL-idel on oluline mdju komplekssete tunnuste geneetilise
regulatsiooni uurimisele. Tunnuseid loetakse kompleksseteks, kui nende avaldumist
mojutavad mitmed geenid ja keskkonnategurid ning kuhu hulka kuuluvad ka kvantitatiivsed
tunnused [7].

Projektis GEUVADIS (Genetic European Variation in Disease) analliisisid Lappalainen jt
[23] 462 indiviidi LCL-idest parit RNA andmeid 1000 genoomi projektist (ingl 1000
Genomes Project). Andmed parinevad viiest erinevast populatsioonist:. CEPH (P6hja- ja
Laane-Euroopa péritolu Utahi populatsioon, CEU), Soome (FIN), Suurbritannia (GBR),
Toscani (Itaalia, Toscana piirkonna populatsioon, TSI) ja Yoruba (Nigeeria, Ibadani
piirkonna populatsioon, YRI). T60s kasutatava Euroopa alamhulga (EUR), kuhu kuulub 373
indiviidi, moodustavad eelmainitud populatsioonidest kdik peale viimase, mis on osa
Aafrika (AFR) alamhulgast.

Toos kasutatakse ka Gutierrez-Arcelusi jt [24] poolt uuritud andmestikku GENCORD
(Geneva Cord), mis koosneb Kesk-Euroopa péritolu indiviidide andmetest. Tapsemalt
analtdsiti 204 vastsiindinu nabandorist saadud fibroblastide, T-rakkude ja LCL-ide proove
[24]. Kokku sisaldab andmestik 567 proovi, millest 192 on t66s kasutatavad LCL-id.

Lisaks kasutatakse t60s Buili jt [25] poolt analliusitud TwinsUK andmestikust parineva 856
Euroopa paritolu indiviidi RNA andmeid. Andmestikus leidus 2505 proovi neljast koest:

rasvkoest, epiteelkoest, verest ja LCL-ist, millest viimast esines 764 korral.
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4.2 Andmestike eeltdotlus

Siinse t66 eesmark oli hinnata valimi suuruse méju eQTL-ide tappiskaardistamisele. Selleks
kasutati 100, 200, 300 indiviidi proovidest koosnevaid juhuslikult valitud alamhulkasid, et
vaadelda téppiskaardistamise tulemusi ka vaiksemate valimite puhul, ja 358 Euroopa
paritolu indiviidi hulka andmestikust GEUVADIS. Lisaks neljale eelmainitud indiviidide
hulgale kasutati ka 966-st Euroopa péritolu indiviidist koosnevat valimit, mille andmed on
kokku pandud GEUVADIS-e, GENCORD-i ja TwinsUK andmestikest. Igale andmestikule
vastab indiviidide genotlupe sisaldav fail, metaandmefail ning

geeniekspressioonimaatriksist koosnev fail.

Geenijarjestuse variatsioone hoitakse VCF (ingl Variant Call Format) formaadiga failis,
mis sisaldab teavet proovide genotiiibi kohta vastavalt konkreetsele positsioonile genoomis
[26]. Tépsemalt vastavad need positsioonidele, kus indiviidide genoomid erinevad [26],
kusjuures variatsiooni tuvastamiseks kasutatakse viitegenoomi GRCh38 [27]. TOoriista
BCFtools [28] abil moodustati andmestike tihine VCF-fail, kus sisaldusid kdigi andmestike
proovid vastavalt viitegenoomi tuvastatud geneetilise variatsiooni positsioonidele genoomis

ning kust eemaldati puuduvad vééartused ja mitmealleelsed variandid.

Metaandmetest koosnev fail sisaldab muuhulgas nii indiviidide proovi ja genotidbi
unikaalset identifikaatorit, indiviidi sugu kui ka tldjuhul rakututpi voi kude, millest proov
voeti. Failide tootlemisel valiti GEUVADIS-e andmestiku puhul indiviidid, kes vastasid
tilempopulatsioonikoodile ,,EUR” ja kelle proov oli labinud nii RNA kui ka genotilbiga
seotud kvaliteedikontrolli [29]. Andmestikest GENCORD ja TwinsUK filtreeriti vélja
indiviidid, kelle proovid vastasid LCL koetlubile ning olid samuti labinud RNA ja
genotlubi kvaliteedikontrolli. T66 kaigus koostati igale valimi suurusele vastav

metaandmete fail.

Geeniekspressioonimaatriksis on igale geenile olemas geeniekspressiooni normaliseeritud
vaértus koikides proovides. Faili toddeldi vaid kolmest andmestikust koosneva valimi jaoks,
pannes kokku kdigi andmestike maatriksid. Selle kéigus jaeti alles kbik proovid, mis
vastasid metaandmete failis olevatele proovidele. Tapsemalt valiti vélja proovid, mis
vastasid LCL koetubist vBetud ja kvaliteedikontrolli labinud Euroopa paritolu indiviidide

proovidele.
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4.3 Toovood ja ressursid

Nextflow [30] on raamistik, mida kasutades saab protsesse jooksutada (ihe téévoona (ingl
workflow), véimaldades sealjuures paralleelsust, teisaldatavust ning td6protsessi korratavust

[30, 31]. Siinses to60s kasutati Nextflow raamistikku toéovoo QTLmap [32] osana.

Kerimov jt [29] to6tasid vélja thise eQTL kataloogi erinevatest eQTL-uuringutest, mille
kaigus arendati valja kataloogi kuuluvate andmestike tdotlemiseks téovoog QTLmap.
Viimane voimaldab leida statistiliselt olulisi seoseid tunnuste ja geneetiliste variantide vahel
ehk QTL-e kaardistada [29, 31, 32]. Kdesolevas bakalaureusetfds rakendati QTLmapi
SUSIE tappiskaardistamise meetodit, mis andis valjundina iga analtsitud geeni kohta
pohjuslikku varianti sisaldava CS-i. Joonisel 3 on esitatud lihtsustatud kujul t66voo

QTLmap sisendid ja valjundid.

Genotiiiibifail (VCF) Geenickspressioonimaatriks (TSV) Proovide metaandmed (TSV)

( J
) ! {

Uuringufail

- 1
j QI Genotiiiibifail Geenickspressioonimaatriks oty :
alambulk metaandmed |

i i
1200 <kokkupandud vef failitee> <geuvadise maatriksi failitee>  metadata 200.1sv |
i
]

]
]
i .
! 100 <kokkupandud_vef_failitec>  <geuvadise_maatriksi_failitee™>  metadata 100.tsv |
i
]
]
]
]

[ <kokkupandud vef failitee™ <kokkupandud mastriksi_failitee> metadata ‘Jﬁﬁ.lsvi

QTL alamhulkadele leitud CS-e

sisaldavad failid (TSV) Kokkuvéttestatistikud

Joonis 3. QTLmapi poolt sisendina saadud uuringufail, kus kirjeteks on valimi suurusele vastavad

failid ja valjundiks valimitele vastavad CS-e sisaldavad failid ning kokkuvottestatistikud.

Toovoogude jooksutamiseks kasutati Tartu Ulikooli teadusarvutuste keskuse ressursse.
Teadusarvutuste keskuse ja GitHub koodivaramu kaudu oli olemas ka ligip&as valimi
suuruse moju analtusimiseks kasutatud andmestikele GEUVADIS, GENCORD ja
TwinsUK. To66 kdigus valminud kood, QTLmapi tédvoo leitud tulemusfailid ja
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genotlubifailide tootlemiseks kirjutatud skript on avalikult kéttesaadav GitHub-i
koodivaramus  akuklane/bakalaureusetoo  [33]. Kood on kirjutatud valdavalt
programmeerimiskeeles Python, kuid tiksikute geenide CS-ide muutumist erinevate valimi

suuruste juures analiiusiti keeles R.
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5. Tulemused

Ké&esolevas peatiikis antakse Ulevaade téppiskaardistamise tulemustest. Tapsemalt
analliisitakse CS-ide koguarvu ja suuruse muutumist erinevate valimi suuruste puhul ning
teostatakse Ulekattuvate hulkade vordlemiseks komponentide analtius. Seejéarel pakutakse

valja vbimalusi edasiseks uurimiseks.

5.1 To60 tulemuste anallus

QTLmapi SuSIE tappiskaardistamine leidis igale geenile vastavad CS-id GEUVADIS-e
andmestiku alamhulkadele 100, 200, 300 ja 358 ning GEUVADIS-e, GENCORD-i ja
TwinsUK andmetest kokku pandud andmestikule 966 indiviidiga.

QTLmapi tulemustest vdib ndha, et valimi kasvades suurenes CS-ide arv. Naiteks vorreldes
valimeid suurusega 100 ja 966, kasvas CS-ide arv peaaegu kimme korda, kusjuures hulkade
arvud suurenesid erinevates suurusvahemikes Uhtlasel maaral. Geeniekspressioon on
kvantitatiivne tunnus, mis on sageli méjutatud mitme vaikse efektisuurusega eQTL-ist.
Mida rohkem on tunnust mdjutavaid lookuseid, seda keerulisem on neid kdiki kaardistada.
Selline hulkade arvu suurenemine néitab vGimekuse kasvu tuvastada, eriti vdiksemate
efektisuurustega, lookuseid, mis mdjutavad geene ja seeldbi ka tunnuste avaldumist.
Joonisel 4A on esitatud CS-ide koguarv erinevatel valimi suurustel; joonisel 4B on kujutatud

kindla suurusega vdi suurusvahemikes olevate CS-ide koguarvu erinevate valimite puhul.

8851 = 100
. 200
2000 N 300
8000 . 358
1750 - 966
1500
6000
N 2 1250
o 4772 ©
2 2
o 9 1000
Q4000 3060 3]
750
2584
2000 500
949 250 J
0 - 0
100 200 300 358 966 1 25 6-15 16-25  26-49 50+

Valimi suurus CS-ide suurused

19



Joonis 4. A CS-ide koguarv erinevate valimi suuruste korral tulpdiagrammina. B Kindla suurusega
(1) voi suurusvahemikes (2-5, 6-15, 16—25, 26—49, 50+) olevate CS-ide arv erinevate valimi

suuruste korral tulpdiagrammina.

Véiksemate efektisuurustega eQTL-ide tuvastamise kasvu kinnitab ka geenide arvu
suurenemine, millele leidus valimi kasvades rohkem kui ks CS. Kuna iga hulk sisaldab
pbhjuslikku varianti, siis jareldub, et kasvas geenide arv, mida mdjutab rohkem kui (ks
variant. Kusjuures 966 indiviidi andmetest koosneva valimi puhul leidus ka geene, millele
vastas koguni kuus kuni kaheksa CS-i. Tapsemad tulemused on valja toodud tabelis 1, kus
veerud L1-L8 on geeni erinevad CS-id vastavalt tuvastamise jarjekorrale. Taoline
kasvutrend viitab vdimalusele, et geeniekspressiooni vaiksemal maaral mojutavate eQTL-
ides olevate variantide tuvastamine ei ole veel haripunkti l&hedale jdudnud. Seega vdib
leiduda veel mitmeid geene, mis on mdjutatud erinevates lookuses olevate variantide poolt,

kuid mille tuvastamine on piiratud suuremate valimite kattesaadavuse tottu.

Tabel 1. Erinevatel valimi suurustel geenidele leitud erinevate CS-ide (L1-L8) koguarvud.

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
100 871 75 3 0 0 0 0 0
200 2316 242 22 0 0 0
300 3449 460 50 7 0 0 0 0
358 4096 588 70 16 2 0 0 0
966 6855 1602 289 70 19 7 6 3

Lisaks statistilise voimsuse kasvule tuvastada geeniekspressiooni mdjutavaid variantide
hulkasid, kasvas suuremate valimite juures voimsus pdhjuslikke variante eristada teistest
hulgas olevatest variantidest, mis on LD tottu seotud. VVorreldes valimi suurusi 100 ja 966,
vahenes CS-ide mediaan 17 variandilt 13 variandini. See annab alust oletada, et suuremad
valimid vadhendavad korrelatsiooni  tdttu tekkinud mira, parandades seelébi
tappiskaardistamise tapsust. Siiski on oluline arvesse votta, et vélja toodud hulkade
mediaani vahenemine vdib olla seotud uute CS-ide leidmisega ega pruugi tegelikkuses
peegeldada tihe hulga suuruse muutumist erinevate valimi suuruste puhul. CS-ide mediaani

vahenemist valimi suurenedes esitab joonis 5.
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Joonis 5. CS-ide mediaan erinevatel valimi suurustel joondiagrammina.

Olgugi et QTLmapi poolt leitud CS-ide analutsimine annab Ulevaate kdikide geenide
hulkade muutumisest erinevate valimi suuruste puhul, ei vdimalda see néha tendentsi
hulkade suuruste muutumises tiksiku hulga tasandil. Selle jaoks tehti komponentide analiius,
mille kéigus moodustati komponendid paarikaupa Ulekattuvatest CS-idest. Analliisides
konkreetse geeni komponentides olevate CS-ide muutumist, on vdimalik leida, kas thes

hulgas sisalduvate variantide arv véheneb valimi suuruse kasvades.

Ulekattes olevate hulkade kindlaksmairamiseks, leiti PyRangesi [34] paketi abil paarikaupa
tlekattuvad variandid ehk CS-ides olevad variantide paarid vastavalt nende variantide
positsioonile genoomis. Kuna siinne t60 analttsib eraldi iga geeni hulkade muutumist, jaeti
tlekattuvatest paaridest alles vaid seosed sama geeni hulkades olevate variantide vahel.
Selle tulemusel jai 58412 ulekattes olevast paarist alles 42565 paari. See voimaldas leida
tlekattes olevad hulgad, kus geeni Uhe CS-is olevatest variantidest vahemalt tiks sisaldus

teises hulgas.

Késitledes osaliselt vdi téielikult Glekattuvaid hulkade paare kui graafi tippe ja tlekattuvusi
kui servi, vOimaldas paketi python-igraph [35] kasutamine visualiseerida hulkade
Ulekattuvusi 42565 tipust ja 21122 servast koosneva graafina. T&psemalt oli tegemist

mittesidusa graafiga, mis koosnes 9752 komponendist. Igale geenile vois vastata ks voi
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rohkem komponenti, kusjuures komponendid voisid koosneda erinevatest CS-idest (L1-
L8). Néiteks geenile LZIC vastas iks komponent, mis koosnes ihest CS-ist (L1) erinevatel
valimi suurustel. Joonise 6 A-osas on kujutatud geeni LZIC CS-is (L1) olevaid variante
erinevatel valimi suurustel ja B-osas valimi suurustele vastavatest hulkadest PyRanges ja

python-igraph abil moodustatud komponenti.

@ L1100 @ L1200 @ L1300 @ L1358 @ L1.966
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Joonis 6. A Geeni LZIC hulkades sisalduvad usaldusvééarsed variandid vastavalt valimi suurusele,
variantide positsioonidele kromosoomil 1 ja PIP vééartustele. B Geeni LZIC hulkadest moodustatud
komponent, kus tippudeks on erinevatel valimi suurustel leitud usaldusvéarsetest variantidest
koosnevad L1 hulgad ja servadeks on hulkade vahel jagatud variandid.

Esialgu prooviti t66 kdigus graafi komponentidesse kuuluvate hulkade suuruse muutumist
visualiseerida joondiagrammina, kuid statistilise voimsuse kasvust tuleneva hulkade arvu
uleuldise suurenemise tottu ei olnud sel viisil vdimalik Ulekattes olevate hulkade suuruse
muutumist selgelt visualiseerida. Selle asemel vorreldi komponentides, millele leidus igal
valimi suurusel Uks CS, mediaani muutumist valimi kasvamisel, mis vdimaldab selgemalt
valja tuua valimi suuruse moju CS-ide suurustele. Joonisel 7 on kujutatud viielistes

komponentides sisalduvate CS-ide mediaani muutumist valimi suurenedes.
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Joonis 7. Viiest CS-ist koosnevate komponentide mediaani muutumine erinevatel valimi suurustel

viiuldiagrammina.

Paarikaupa Ulekattuvatest variantide hulkadest koosnevas graafis oli igal komponendil kuni
seitse CS-i. Kdige rohkem esines graafis komponente suurustega ks ja neli, vastavalt 5077
ja 1459 korral. Seejuures komponendid suurustega kuus ja seitse, mida oli graafis vastavalt
theksa ja kuus korda, koosnesid véahemalt kahest erineva indeksiga geenile vastavast CS-
ist. Lisaks leidus geene, millele vastas kaks vdi enam erinevatest hulkadest koosnevat
komponenti. Naiteks geenile SLC13A4 vastas kaks komponenti suurustega viis ja neli. Uhes
komponendis olid L1 ja teises L2 hulgad erinevatel valimi suurustel. Joonis 8 kujutab geeni
SLC13A4 komponentides olevaid CS-e erinevatel valimi suurustel. Viimaselt on véimalik
néha, et valimi suurenedes vahenes nii esimese kui ka teise komponendi hulkades olevate
variantide arv. Suuremad valimid v@imaldasid esimeses komponendis (L1) LD-s olevaid
variante paremini eristada. Viimast kinnitab L1-s valimi suurusel 966 leitud usaldusvaarsete
variantide hulk, mis sisaldas vaid Uhte, ning seetdttu ka suure tendosusega pdhjuslikku,

geneetilist varianti.
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Joonis 8. Geeni SLC13A4 komponentide CS-ides olevate variantide kujutamine erinevatel valimi

suurustel vastavalt variandi positsioonile kromosoomil 7 ja variandi PIP véé&rtusele.

Valimi suurenemine tdstis vOimsust leida seoseid geenide ja neid mdjutavate variantide
hulkade vahel. Eriti véimaldab see lisaks tugevamatele signaalidele tles leida ka vaiksemate
efektisuurustega geeniekspressiooni mojutavaid variante, mida néitas rohkem kui ihe CS-
iga geenide arvu kasv. Hulkade mediaani vdhenemine viitab, et suuremate valimite korral
on vBimalik paremini eristada pohjuslikke variante tugevalt korreleeritud variantide hulgast.
Seega on valimi suurusel oluline mo6ju tappiskaardistamise tulemustele, kuna suuremad
valimid tdstavad tdppiskaardistamise resolutsiooni, voimaldades tdpsemalt maarata geene

mdjutavaid pbhjuslikke variante.

5.2 Edasised vdimalused

Siinse t00 tulemuste pdhjal on voimalik teha mitu olulist jareldust valimi suuruse mdjust
tappiskaardistamisele, kuid leidub veel mitmeid vdimalusi analulsi parandamiseks. T60
raames analulsiti vaid Euroopa paritolu indiviidide proove, et tdpsemalt hinnata valimi

suuruse moju tappiskaardistamisele, piirates populatsioonidevaheliste erinevuste tottu
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tekkida voivat mira pdhjuslike signaalide leidmisel. Siiski ei vBimalda see leida, mis piirini
kasvab leitavate lookuste ja geenile mdjuvate variantide arv, mistdttu saab tapsuse
muutumisele anda vaid limiteeritud hinnangu. Tdiendavalt aitaks erinevatest
populatsioonidest proovide agregeerimine edasi analliisida tappiskaardistamise tulemusi
suuremate valimite korral. Niisamuti on suuremate valimite m6ju uurimiseks lisaks t00s
kasutatud andmestikele voimalik veel analtitisida selliseid andmestikke nagu nditeks GTEx
[36], CAP [37] jt.

TO0s analudsiti  vaid indiviidide LCL rakutlubist périnevaid proove. Kuna
geeniekspressioon varieerub vastavalt koele [7], mist6ttu enamik tunnuseid avalduvad vaid
teatud kudedes, siis oleks parema Ulevaate saamiseks kasulik analiilis 18bi viia mitmetes
kudedes v0i rakutiipides. Sageli asuvad kvantitatiivseid tunnuseid mdjutavad geneetilised
variandid just erinevates kudedes, mistdttu vdimaldaks erinevate kudede voi koetulipide

analliis neid variante paremini kaardistada.

Komponentide analliisi kaigus jaeti valja 15847 seost, kus paarikaupa ulekattuvad
geneetilised variandid parinesid erinevate geenide CS-idest. Siiski moodustavad nende
variantide, mis mojutavad rohkem kui uhte geeni, vahelised seosed umbkaudu veerandi
leitud seostest ning on oluliseks osaks geneetiliste mehhanismide mdistmisel. Seetdttu on
analtdsi voimalik taiendada, vottes arvesse kdiki paarikaupa tlekattuvate variantide seoseid
geenist sdltumata. See annaks vdimaluse vaadelda tédpsemat trendi valimi suuruse ja

tappiskaardistamise tdpsuse vahel.
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6. Kokkuvote

Genoomis asuvad piirkonnad, milles olevad geneetilised variandid vdivad mdjutada
geeniekspressiooni ja kujundada erinevate haiguste riski. Téappiskaardistamise meetodil on
vOimalik leida geeniekspressiooni mojutavaid pdhjuslikke variante, kuid selle t&psust

mdjutab kasutatava valimi suurus.

Ké&esoleva bakalaureusetod eesmark oli uurida, kuivord vdimaldab suuremate valimite
kasutamine saavutada suuremat statistilist usaldusvaarsust pdhjuslike variantide leidmisel,
muutes tdpsemaks tappiskaardistamise tulemusi. T66 kéigus analutsiti kokku viit erineva
suurusega valimit, leides igale geenile the vdi rohkem CS-i, mis geeniekspressiooni

mdojutab.

T60s leiti, et suuremate valimitega kasvab CS-ide arv ja véheneb hulkade keskmine suurus
nii Gledldiselt kui ka Uksiku hulga puhul erinevatel valimi suurustel. See nditab, et valimi
suurenedes kasvab nii statistiline usaldusvaérsus kui ka statistiline vdimsus, mistottu on
voimalik leida ka véiksema efektisuurusega geeniekspressiooni méjutavaid variante ning on
paremini voimalik eristada korrelatsioonis olevaid variante. T06d on vGimalik taiendada
vastavalt vélja pakutud edasistele vbimalustele (ptk 5.2), et edasi analtiisida valimi suuruse

moju tappiskaardistamise tulemustele.
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