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Liithikokkuvote

Inimese genoomis on piirkondi, mis sisaldavad korduseid. Uheks palju kordu-
seid sisaldavaks piirkonnaks on tsentromeer - koht, kust saab alguse DNA rep-
likatsioon rakkude jagunemise korral. Bakalaureuset6os keskendutakse tsent-
romeeri piirkonnas esinevate korduste arvule. T66s uuritakse kolme (erineva-
tel kromosoomidel paiknevat) korduvat motiivi ja kirjeldatakse nende kolme
korduva motiivi korduste arvu jaotust Eestis. Tutvustatakse statistilisi mee-
todeid korduste arvu hindamiseks; segujaotusel pohinevaid mudeleid kordus-
te arvu jaotuse kirjeldamiseks ja uuritakse kui palju korduste arvu variante
voiks Eestis esineda.
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Abstract

There are certain regions in the human genome that contain repeats. One
region with many repeats is the centromere - the place where DNA replica-
tion begins, when cells divide. The bachelor’s thesis focuses on the number
of repetitions in the centromere region. The work examines three repetiti-
ve motif which are located on different chromosomes. These three recurring
motifs will be described for the distribution of the number on repetitions
in Estonia. Statistical methods for estimating the number of repetitions are
introduced; models based on mixture distribution to describe the distribu-
tion of the number of repetitions and how many variants of the number of
repetitions could occur in Estonia.

CERCS research specialisation: P160 Statistics, operation research, prog-
ramming, actuarial mathematics.
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Sissejuhatus

Genoom sisaldab korduvaid DNA nukleotiidide aluspaaride jarjestusi. Olgu-
gi, et korduva DNA funktsioon pole veel téielikult selge, on nende tahtsus
genoomis ilmne. Sealhulgas tagavad need kromosoomide struktuuri, funkt-
siooni ja evolutsiooni. Uheks viiga palju korduseid sisaldavaks DNA kohaks
on kromosoomi heterokromatiin, mis koosneb korduste massiividest. Need
massiivid on koondunud tsentromeeridesse ning moodustavad seal suure osa
DNAst. Vaatamata sellele, et tsentromeere on palju uuritud, ei osata siiski

oelda, kui palju inimese kromosoomis kordusi esineb.

Bakalaureuset66 eesmérk on vélja tootada statistilised meetodid, mille abil
saaks uurida, sekveneerimisandmeid kasutades, tsentromeerseid korduseid.
Kui palju tsentromeerseid korduseid voiks esineda uuritaval inimesel? Kas eri
inimestel on tsentromeeri piirkonnas esinevate korduste arvud samasugused
voi erinevad? Kui selgub, et tsentromeersete korduste arv voib erinevatel
inimestel olla erinev, siis uuritakse, kas nahtud varieeruvust saab kirjeldada
paari enamlevinud mustri abil - voi on pigem igal inimesel temale endale
iseloomulik arv korduseid. Koikide teostatavate testide tulemuste olulisust

hinnatakse toepéarasuhte testi abil, olulisuse nivool a = 0.05.

To06 esimene peatiikk koosneb kahest osast. Esimeses pooles on selgitatud
geneetikaga seotud moisteid t00 paremaks moistmiseks. Teine pool peatii-
kist seab fookuse t06s uuritava tentromeeri piirkonna ning sealsete eripara-
de kirjeldamisele. Teises peatiikis on esitatud iilevaade t66s kasutatavatest
statistilistest meetoditest - selgitatakse, kuidas iildiseid statistikameetodeid
antud t66s esinevate konkreetsete probleemide lahendamiseks kasutada. Kol-
mandas peatiikis analiiiisitakse reaalseid andmeid kasutades eelnevalt kirjel-

datud meetodeid. Erinevatel kromosoomidel paiknevate korduvate regioonide



pikkused voiksid teoreetiliselt (iihes kindlas populatsioonis) kiituda teinetei-
sest soltumatult. Kontrollime antud peatiikis ka seda, kas antud vaide on

kooskolas tegelike vaatlusandmetega.

Bakalaureuset66 on kirjutatud tekstitootlusprogrammiga IXTEX. T66s olevad
statistilised testid, nende analiiiisid ja joonised on teostatud statistikapaketi

R abil. Kasutatud allikatele on t66s viidatud nurksulgude abil.

Kéesolevaga tédnab autor bakalaureusett6 juhendajat Mart Molsi suure abi
ja toetuse eest, seejuures asjakohaste suunamiste ja paranduste eest t66 val-
mimise eesmérgil. Samuti tdnab t66 autor molekulaar- ja rakubioloogia ins-

tituudi tootajat Tarmo Puurandi vajalike nédidisandmete eest.



1 Too taust

1.1 Kasutatavad geneetika moisted

Genoom on organismi rakus olev geneetiliste juhiste kogum, mis méarab or-
ganismi tunnused ning koosneb veidi iile kolme miljardi DNA aluspaarist [1].
DNA ehk desoksiiribonukleiinhape on keemiline iihend, mis kannab elusorga-
nismides geneetilist teavet. DNA koosneb neljast lammastikalusest: adeniin

(A), guaniin (G), tiimiin (T) ja tsiitosiin (C). [2]

Sekveneerimine on protsess, mille kdigus médratakse DNA molekuli moo-
dustavate nelja nukleotiidi (A,T,G,C) tépne jirjestus ning mille tulemusena
saadakse lugemeid. Lugemid on liihikesed sekveneeritud loigud genoomist,
mis on voetud juhuslike alguspunktidega. [3] Naiteks saab pikast DNA mo-
lekuli ahelast sekveneerimise teel méarata juhuslikult valitud kohast 11 nuk-
leotiidi védrtused — saadud 11 aluspaari (nt. ACTAGATAGGA) nimetatak-
se iiheks lugemiks. Saadud jérjestus nditab, millist geneetilist teavet teatud
DNA segmendis kantakse. Antud t66s kasutatud andmestik pohineb jargmise
polvkonna sekveneerimise tehnoloogial, mis voimaldab genereerida miljoneid

lugemeid korraga [4].

Lugemist omakorda mé#ratakse k-tdhe pikkuseid 16ike ehk k-meere (nt. 4-
meere: ACTA, CTAG, TAGA jne). Vottes iithe konkreetse k-meeri, saab seda
DNA jarjestusest saadud lugemitest otsida. Selle tulemusena saadakse teada
mitu korda antud tdhekombinatsiooni seal keskmiselt esineb. Kuna sekve-
neerimise kiigus tekitatakse palju lugemeid, siis iiks ja seesama koht DNAs
satub tavaliselt mitmesse lugemisse. Seega ndhakse otsitavat k-meeri tava-
liselt paljudes lugemites. Kui otsitav k-meer esineb uuritava inimese DNAs

vaid iihes kohas, siis kutsutakse vastavat k-meeri unikaalseks. Unikaalsete



k-meeride keskmist arvu sekveneerimisel saadud lugemites kutsutakse sekve-
neerimiskatvuseks. Seega iseloomustab sekveneerimiskatvus seda, mitu korda

keskmiselt iihte ja sedasama DNA-piirkonda sekveneerimise kiigus loetakse.

[5]

1.2 Korduvad motiivid genoomis

Kromosoomid on raku tuumas olevad pikad DNA ahelad, mis on pakitud
geenidest moodustatud keermetaolistesse struktuuridesse (vt. joonis 1) [6].
Selleks, et kaks odekromatiidi saaksid moodustada kromosoomi, on vaja-
lik kinnituspunkt, mis hoiaks neid koos. Sellist punkti, DNA segmenti ehk
l16iku, mis rakkude jagunemise ajal ithendab 6dekromatiidide paari, luues X-
kujulise struktuuri, nimetatakse tsentromeeriks. Tépsemalt on tsentromeer
kromosoomi kitsendatud piirkond (vt. joonis 1), kuhu koguneb kinetokoor,

valgustruktuur, mis on kromatiidide vahel siduvaks elemendiks. |7]

B . Tsentromeer

Kromatiid Rromatiid

Guaniin

Adeniin Tsiitosiin  Ttimiin

Joonis 1: Kromosoomi struktuur ja tsentromeeri paiknemise koht selles.



Tsentromeeri kohta ei ole palju teada, sest kordused raskendavad liihikeste
lugemite pohjal DNA jérjestuse assambleerimist ehk iiheks jarjestuseks kok-
kupanekut. Kuna korduva DNA tiikid ndevad omavahel viga sarnased vilja,
voib jarjestuse moodustamist iseloomustada kui identsetest tiikkidest pusle
kokku panemist. Korduvaks piirkonnaks nimetatakse DNA 16iku genoomis,

milles iiks kindel aluspaaride jéarjestus kordub iiksteise jarjestikku mitmeid

kordi. Naiteks:

AGTAACTGACTAGAACTAGAACTAGAGGTACGTA,

kus korduv osa, mis on téhistatud paksemaks kirjas, koosneb kolmest AC-
TAGA motiivist. [8] Siinakohal tasub mainida, et tsentromeerile on iseloo-
mulikud ~ 171 aluspaari pikkused kordused, kust on voimalik leida 25 DNA
aluspaari pikkuseid 16ike (25-meere), mis voiksid olla iseloomulikud inimese
mingi kindla kromosoomi tsentromeerile. Kui oleks teada, mitmes korduses
esineb iihe inimese DNAs mingile kromosoomile iseloomulik 25-meer, siis
saaks teha oletusi antud kromosoomi tsentromeeri pikkuse (tsentromeersete

korduste arvu) kohta.

Siiski on raske 6elda, kui palju korduseid nimetatud kromosoomi piirkon-
nas esineb, sest tsentromeeri piirkonda ei onnestu enamasti lugemite poh-
jal korduste tottu kokku assambleerida. Kiill aga on voimalik kokku lugeda
k-meeri esinemissagedust sekveneerimise kiigus saadud lugemites ja saadud
sageduse pohjal hinnata, mitu korda antud k-meer voiks inimese DNAs esine-
da. [9] Korduvat DNA jarjestust peetakse téhtsaks just evolutsioonis. Samuti
seostatakse muutuseid korduste arvus mitmete terviseprobleemide suurema

esinemissagedusega.



2 Metoodika

Selles peatiikis antakse iilevaade statistilistest meetoditest, mida kasutatakse

korduste arvu hindamiseks kromosoomi tsentromeeris.

Alapeatiikkide 2.1, 2.2 ja 2.3 kirjutamisel toetutakse vastavalt allikate [10],
[11], [12] ja [13] materjalidele.

2.1 Korduste arvu hindamine

Kéesolevas t66s rakendatakse suurima toepéra (ingl. mazimum likelihood)
meetodit, et leida uuritava andmestiku jaotuse tihedusfunktsiooni maksimi-
seerimise teel hinnatavale parameetrile toeparaseim vaartus, mille korral rea-

liseerunud valimi ndgemise toendosus oleks koige suurem.

Eesmark on teada saada, kas inimestel on kromosoomi tsentromeeris kor-
duste arvud samad voi varieeruvad. Nagu eelpool mainitud, sisaldub tsent-
romeeri DNA ahelas viga palju kordusi. Teadaolevalt on iga genoomis iiks
kord esineva k-meeri ndgemiskordade jaotus Poissoni jaotus parameetriga,
mis on vordne sekveneerimiskatvusega ehk tulemust voib kirjedada kui ju-
huslikku suurust Y; ~ Po(A). Kui 25-meer esineb ¢ erinevas DNA piirkonnas
(t erinevast piirkonnast périt lugemites) siis antud 25-meeri esinemissagedus

sekveneerimisandmetes on Y] + Y5 ... ja esinemissageduse jaotuseks on

X =Y1+Yo+ ... +Yi~Po A+ X+ ... + ).

Teadmata, mitmes korduses vaatluse all oleva k-meeri sekveneerimiskatvus
esineb, tahistagu indeks t selliste korduste arvu ehk Po(t)). Kui koigil inimes-
tel oleks tsentromeersete korduste arv sama, siis valimi suurusega n korral

kirjeldaks juhusliku suuruse vektori X = (Xj,Xs,...,X,) element X; ~

9



Po(t);) i-nda indiividi tulemust, kus ¢ on iildkogumijaotust méérav iihi-
ne korduste arv ning seejuures hinnatavaks parameetriks ja vektori A =
(A1, A2, ..., Ay) element \; kirjeldab i-nda indiviidi sekveneerimiskatvust ehk

unikaalsete 25-meeride katvust.

Poissoni jaotusega juhusliku suuruse toendosusfunktsioon on:

P(X;=u1;) = e ie{l,2,...,n},

mille vadrtuste vektori x = (x1,z9,...,,) element x; tdhistab mitu korda
vaadeldavat k-meeri . indiviidi DNA lugemitest néhti. Teades, et juhusliku

vektori X vaartused X; on soltumatud, siis saab avaldada:

P(XZ':(L’i)IP({Xlzl’l}ﬂ{XQI.TQ}ﬂ ﬁ{Xn:(L’n})

— P({X; =21})  P({Xs = 22}) - ... - P({Xp = 20})..

Soltumatute vaatluste korral avaldub toeparafunktsioon kujul:

L(t) = flet) = [ [ L2 o

|
i1 e

Teades, et logaritmfunktsioon on monotoonne, saab lihtsuse mottes suurima

toepéra hinnangut leida ka iileminekul logaritmilisele toeparafunktsioonile:

[(t) =InL(t) =In (ﬁ til?xi )

i=1

[
M:

—tA + z;(Int + In\;) — In(x;!))
z:1

- _tZ i + In(t) Zn: ; + Zn: x; In(A Zn: . (2.0)



Edasi maksimiseeritakse toepéra naturaallogaritmi, mille tarvis voetakse tilal-

toodud valemist tuletis:

0 - 1«

Vordsustades tuletise nulliga, saab leida toeparafunktsiooni maksimumpunk-

ti, mis on iihtlasi parameetri £ suurima toepéra hinnanguks:

t = argmax|(t) = % (2.2)
t Zi:1 Ai

Kuigi korduste arv on diskreetne suurus, siis toepérasuhte testide lihtsamaks
kasutamiseks kiisitletakse korduste arvu kui iihte pidevat parameetrit. Uhtlasi
voimaldab korduste arvu pideva suurusena késitlemine leevendada iihte teist
voimalikku probleemi - sekveneerimiskatvus pole hinnatud t66 autori poolt.
Kui sekveneerimiskatvuse hinnangud on siistemaatiliselt valed (néiteks 10%
viiksemad sellest, mida nad peaksid olema), siis oleksidki mittetdisarvulised

korduste arvud ootuspérased.

Siiani arvestati, et koigil inimestel on tsentromeersete korduste arv sama.
Olgu niitid igal inimesel erinev korduste arv, siis juhusliku suuruse vektori
X vadrtused X; kuuluvad jaotusesse Po (t;);), kus vektori ¢t = (tq,1s,...,t,)
element ¢; kirjeldab toepirasemat korduste arvu ¢-ndale indiviidile. Sel juhul

avaldub toepéarafunktsioon kujul

ti)\z' i .
L(t) _ 1_[ ( 4'> e tZAL7

n
o1 ZTi:

11



mille log-toepéara avaldub:

I(t) = = > tidi + Y wi(lnt +In ) = Y In(zy!). (2.3)
i=1 i=1 ;
Siinkohal hinnatakse valimi iga indiviidi korduste arv eraldi ehk iga vektori

t elemendi suurima toepéra hinnang saadakse:

b=, =2 = (2.4)

2.2 Toeparasuhte test

Toepérasuhte test (ingl. likelihood-ratio test) on statistiline test hiipoteeside
kontrollimiseks, mille abil saab lihtsma ja keerulisema mudeli vahel valida,
kumb sobib konkreetse andmekogumi kirjeldamiseks paremini. Testi raken-
damine on tohus kui keerulisem mudel erineb lihtsamast mudelist iihe voi

mitme parameetri vorra.

Olukorras, kus soovitakse vélja selgitada, kas valimi jaoks sobib {iks iihi-
ne korduste arv voi tuleb andmestiku kirjeldamiseks votta rohkem erinevaid
véadrtusi, jagatakse kogu valimiruum kaheks osaks. Olgu lihtsama mudeli toe-
paraks Lj ja keerulisema mudeli toepéaraks L, kus lihtsama mudeli jaoks on
STP meetodiga hinnatud iiks parameeter t; ja keerulisema mudeli korral

parameetrite vektor ¢.

Eeldusel, et keerukam mudel on sobiv, on toeparasuhte testiks esitatud hii-

poteeside paar:

H(] . Xz ~ PO(t())\Z> N

H1 : Xz ~ PO(tl)\Z) .

12



Kusjuures lihtsamat mudelit nimetatakse pesastatuks keerukamas mudelis,
st. olgu kogu parameetriruum O, siis t € ©, milles ty € Oy < O. Toeparasuhte

teststatistik avaldub jérgmiselt:

Lo
A=20
Ly
ning selle logaritmiline toeparasuhe
Ly 9
—2-InA=2-In I =2-(I(t) = U(to)) ~ Xz » (2.5)
0

kus L; > L. Soltumatute vaatluste ja suure valimimahu korral on teststa-
tistiku védrtus nullhiipoteesi kehtides y*-jaotusega vabadusastmetega df =
h—q, kus h ja q tahistavad vastavalt keerulisema ja lihtsama mudeli parameet-
rite arvu. Kui test jaab nullhiipoteesi juurde, siis valitakse lihtsam mudel, kui
see aga kummutatakse, siis valitakse keerulisem mudel ning seejuures voib

jareldada, et otsus on statistiliselt oluliselt parem.

2.3 Segumudel

Segujaotus (ingl. mizture distribution) on jaotus, mis on formuleeritud li-
neaarkombinatsioonina kahest voi enamast jaotusest. Selle abil on voimalik
kirjeldada, millisesse alampopulatsiooni iiks voi teine juhuslikult valitud vaar-

tus koige toendolisemalt sobib.

Olgu segumudeli jaoks rakendatavaid baasjaotusi mingi arv m ehk Po(t1;),

Po(taX;), ..., Po(ty,A:). Toendosusfunktsiooni m-komponendilise segumude-

13



li jaoks, mille parameetriteks on ¢t = (¢1,ts, ..., t,;,) avaldub:

P(X; =z;) = p1- P(X = z; | korduseid = t;) + py - P(X = x; | korduseid = t5)

oot pm - P(X = z;| korduseid = t,,),

kus vektori p = (p1,p2,-..,pm) elemendid, mille vadrtused kuuluvad vahe-
mikku 0 < p < 1 ning kogusumma on vordne iihega, tahistavad segude kaa-
lusid, teisisonu, kui suure toendosusega juhuslikult valitud vaatlus z; iihte

voi teist korduste arvu omavasse gruppi kuulub.

Selleks, et igale segumudeli parameetrile saada toepdraseim vaartus, kasuta-
takse ka siinkohal STP meetodit. Tahistagu p; ja t; tihe m-komponendilise
baasjaotuse parameetreid, siis vastav toepéarafunktsioon on esitatav kujul:

Lo -]

m

p; - P(X; | korduseid = t;)
=1

J

ning selle log-toepérafunktsioon

n N ) to ;)%
l(t) = 2 In (pl . %etl)\i + P - ( Qx‘) 6*152)\2‘
i=1 i ;!
tm/\z i _ .
-+ Dm - %6 tm)\z). (2.6)

Segumudeli parameetrite hinnangute arvutamiseks pole kerge leida ilmutatud
kujul valemit. Autor kasutas parameetrite hindamiseks numbrilisi meetodeid
- statistikapaketi R kisku optim(). Viimase liikme toendosus on avaldatav
ka kui p,, =: 1 —p1 —ps— ... — pm_1, mida kasutati analiiiisi labiviimisel R
koodis (vt. lisa 2), et vihendada parameetrite maksimiseerimisel ja toepéra

leidmisel tekkivat viga.

14



3 Testide rakendamine andmetega

3.1 Andmestik

Testide rakendamiseks andmetega on Tartu Ulikooli Eesti geenivaramust saa-
dud reaalsed andmed 29 inimese kohta. Vaatluse all olev andmestik (vt. tabel
1) sisaldab nelja tunnust: sekveneerimiskatvust ja kolme k-meeri esinemissa-

gedust lugemites.

Tabel 1: Andmestiku naidis.

k-meer Esinemisi lugemites
Sekveneerimiskatvus
(Unikaalsed k-meerid keskmiselt) 20 21 | ... | 25 16 29
GAGTGTTTCCAAACCGCTGAATGAA | 2323 | 1859 | ... | 1592 | 2640 | 1120
CTTCCTTGTGATATGTGCATTCAAG | 438 | 509 | ... | 630 | 599 | 307
AATTTTCAATGCTCTCAAAATATCC | 1258 | 1223 | ... | 1192 | 880 | 1795

Tabelis 1 olevad 25-meerid voiksid oletuslikult esineda vaid iihe konkreetse
kromosoomi tsentromeeris (iga vaadeldav k-meer on périt erineva kromosoo-
mi tsentromeerist). Seejérel on loetud kokku mitu korda vastav tdhekombi-
natsioon esines sekveneerimisandmetes. Sekveneerimisandmete pealt on eri-
nevate inimeste jaoks hinnatud ka katvused ehk mitu korda keskmiselt uni-

kaalseid 25-meere lugemites ndhakse.

15



3.2 Mudelite vordlemise analiiiis

Esmalt soovitakse teada, kas inimestel on tsentromeersete korduste arv sama

voi mitte. Toepérasuhte testiga kontrollitakse hiipoteeside paari:

Hy : Inimistel on iiks iihine korduste arv,

H, : Igal inimisel on erinev korduste arv.

Nullhiipoteesi vaide esindab lihtsamat mudelit ja alternatiivne hiipotees kee-
rulisemat mudelit. Parameetrite hinnangud on leitud suurima toepédra mee-

todil, vastavalt valemite 2.2 ja 2.4 pohjal.

Toepéarasuhte teststatistiku leidmisel kasutatakse mudelite logaritmilisi toe-
parafunktsioone (valemid 2.1 ja 2.3). Teststatistik moodab erinevust nullhii-
poteesis vaidetu ja andmetest ilmneva vahel - kui erinevus on piisavalt suur,

kummutatakse nullhiipotees.

Kahe mudeli toepéara statistiku leidmiseks kasutatakse statistikaprogrammi
R, kus vaadeldavate k-meeride jaoks on koostatud vastavad funktsioonid (vt.
lisa 2). Funktsioonidele antakse ette vaadeldava k-meeri esinemissagedus lu-
gemites, sekveneerimiskatvused ja vastavalt nendele hinnatud iihine voi eri-
nevad korduste arvud. Saadud suhte vaidrtusest arvutatakse, vabadusastmeid
arvestades, olulisustoendosus p. Selle pohjal saab teha otsuse esitatud hiipo-
teeside osas, mille juures arvestatakse valitud olulisuse nivood a = 0.05.
Olulisuse nivoo on maksimaalne lubatud toenédosus teha I liiki viga. Esimest
liiki viga tekib siis, kui voetakse vastu sisukas hiipotees, aga tegelikult on

oige nullhiipotees. Seega, kui

e p < «, siis voetakse vastu H; ehk igal inimesel on erinev korduste arv;

e p > «, siis jadddakse Hy juurde ehk inimestel on iiks iihine korduste arv.
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Alustuseks voeti tabelis 1 toodud esimese 25-meeri GAG. .. GAA vaatlused.
Mudelite vordlemiseks kasutatava toepéarasuhte testi tulemuseks saadi 4522.46.
Vabadusastmete arvuga df = 28, saadi nullilihedane olulisustoenédosuse vaar-
tus ehk nullhiipoteesi kehtides ei oleks tohtinud nii ekstreemset teststatistiku
vaartust esineda. Kuna testi p-vaidrtus on vaiksem kui mé&aratud olulisuse
nivoo, siis kummutati nullhiipotees. Seega voib kindlalt véita, et iiks iihine
kordus ei kirjelda andmeid sama hésti kui 29 erinevat kordust. Seda véidet

kinnitab ka jargnev joonis.

3000

2000

k-meeri esinemissagedus lugemites

15

20 2
sekveneerimiskatvus (A)

m
Ll
=

Joonis 2: Sekveneerimiskatvus ja k-meeri esinemissagedus sekveneerimisel
saadud lugemites. Joonisele on lisatud iihise korduste arvu hinnangule vastav
sirge koos 95%-prognoosiintervalliga.

Joonisel 2 on naha, et vaadeldava 25-meeri korduste arv on inimestel vé-
ga erinev. Sinise joonega on illustreeritud vaadeldava 25-meeri ootuspérane
keskmine korduste arv juhul, kui koigil inimestel oleks iihine korduste arv.
Sellele on lisatud ka 95%-prognoosiintervall (leitud eeldusel, et koigi inimes-

te genoomis esineb antud k-meeri sama arv kordi), millesse satub vaid iiks
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vaadeldud inimene. Kui nullhiipotees oleks osutunud oigeks, peaks ligikaudu

95% punktidest paiknema graafikul naidatud vahemikus.

Kahe teise vaatluse all oleva k-meeri puhul satub 95%-prognoosiintervalli
kiill veidi rohkem inimesi (vt. graafikut lisas 1), aga jéreldus jadb samaks
- nullhiipotees ei kehti. Pole usutav, et koigi inimeste genoomides esineksid

need k-meerid sama arv kordi.

3.3 Erinevad korduste arvude variandid

Kuna eelnevate testide tulemusena selgus, et eri inimestel esineb tsentro-
meeris eri arv korduseid, siis jargnevalt uuriti, mitu erinevat korduste arvu

varianti voiks Eesti populatsioonis olla esindatud.

Selle vilja selgitamiseks koostati statistikaprogrammis R vastav funktsioon,
millele anti ette hinnatavate parameetrite, k-meeride korduste arvu ja sekve-
neerimiskatvuse vektorid. Hinnatavateks parameetriteks on siinkohal tsent-

romeersete korduste arvude variandid ja nendele vastavad segude kaalud.

Tabel 2: Valik hinnatud parameetreid 1oigu GAG. .. GAA vaatlustest.

Komponentide arv | Korduste arvu hinnangud Segude kaalude hinnangud
2 (79, 120) (0.48, 0.52)
3 (57, 97, 152) (0.10, 0.76, 0.14)
4 (49, 84, 112, 165) (0.03, 0.45, 0.47, 0.05)
5 (50, 84, 106, 122, 173) (0.07, 0.40, 0.27, 0.19, 0.07)
6 (50, 85, 106, 121, 154, 181) | (0.06, 0.45, 0.23, 0.19, 0.03, 0.04)

Vaadeldi kuni 15 erinevat komponenti (populatsioonis on esindatud 15 erine-

vat korduste arvu) sisaldavaid mudeleid. Esmalt vorreldi kahte komponenti
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sisaldavat mudelit mudeliga, mis eeldas, et koigil inimestel on sama kordus-
te arv. Siis vorreldi kahte komponenti sisaldavat mudelit kolme komponenti

sisaldava mudeliga jne.

Kuna eelnevas alapeatiikis selgus, et vaadeldud 25-meer ei ole inimestel kir-
jeldatav iihe kordusega, siis kontrollitakse enne mudelite rakendamist, kas
kaks erinevat kordust (vddrtused tabelis 2) oleks sobilik kirjeldama antud

vaatlusi.

2000

2000

k-meeri esinemissagedus lugemites

1000

15

20 25 30
sekveneerimiskatvus (A)

Joonis 3: Sekveneerimiskatvus ja k-meeri esinemissagedus kahekomponendi-
lise mudeli korral. Ulemine sirge (koos 95%-prognoosiintervalliga) kirjeldab
oodatavat k-meeri esinemissagedust erinevate sekveneerimiskatvuste korral
juhul kui inimese DNAs esineks 120 kordust. Alumine sirge néitab otsitava
k-meeri voimalikke esinemissagedusi 79 korduse korral.

Joonisel 3 on kujutatud kaks joont, mis tahistavad kahte erinevat korduste ar-
vu (79 kordust ja 120 kordust), koos nendele vastavate 95%-prognoosiintervallidega
(kui kellegil oleks 120 kordust siis peaks tema vastava k-meeri esinemissage-

dus jadma iilemist sirget iimbritsevasse prognoosiintervalli toendosusega 0.95
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ja kui kellegil esineks otsitavat kordust 79 korda siis peaks tema otsitava
k-meeri sagedus jadma alumist sirget timbritsevasse 95%-prognoosiintervalli
toendosusega 0.95). Joonise pohjal voib jareldada, et kahte segukomponenti

sisaldav mudel antud vaatlusandmete jaoks ei sobi.

Tabel 3: Moningaid tulemusi mudelite vordlemisest.

Vorreldavad mudelid | Teststatistik | df | p-vdartus
ZE 1vs 2 2459.99 2 0
: 4vs5 16.32 2 | 0.00028
ECD 6 vs 7 50.71 2 19.7-1071
7vs 8 163.24 2 0
SE 4vs5 59.90 2 199107
: 6 vs 7 66.54 2 [36-107%
3 7vs 8 22.50 2| 1.3-107°
8 4vsh 264.66 2 0
: 6 vs 7 16.11 2 | 0.00032
:E 7vs 8 71.49 2 1331071

Kui vorreldi mistahes vaadeldud komponentide arvu (1-15) lubanud mudelit
mudeliga, mis lubas igal inimesel omada talle endale iseloomulikku korduste
arvu, siis tuli alati vastu votta alternatiivne hiipotees - igale inimesele erinevat

korduste arvu lubanud mudel osutus alati toestatavalt paremaks.

Joonisel 4 on kujutatud kolm joont. Ulemise musta joonega on kujutatud log-
toepéara vaartust kui koikidel vaadeldud inimestel on erinev korduste arv ning
alumine must joon kirjeldab segumudelite log-toepérasid erinevate korduste
arvu ja nendele vastavate segude kaalude korral. Nende vahel olev punane

joon néitab, milline oleks olnud segumudeli log-toepéra viimane lubatud véar-
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tus, et antud olulisuse nivoo a = 0.05 korral oleks 6eldud, et mudel sobib.
Jooniselt on selgelt ndha, et iikski valitud korduste arvu vektor ei kirjelda
iildkogumit sama hasti kui 29 erinevat kordust. Kiill aga on néha, et erineva-
te korduste arvu variantide lisamisel laheneb funktsiooni védrtus vihevaahal

95%-kvantiilile.

L
=
=

log-téepéra

-1000

1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
korduste arv (t)

Joonis 4: Toepérasuhte testi vadrtused vastavalt korduste arvule.
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4 Lineaarne regressioonimudel

Eelnevate analiitiside kdigus selgus, et k-meeride esinemissagedusi sekveneeri-
misandmetes ei olnud voimalik selgitada viikese arvu tsentromeeri variantide
abil. Seega voib arvata, et igal inimesel on talle iseloomulik arv tsentromeer-
seid korduseid. Kas korduste arvu hinnnangud voiksid olla omavahel seotud?
Kui inimese iithe kromosoomi tsentromeeris esineb palju korduseid, kas siis
voiks ka tema teise kromosoomi tsentromeeris esineda tavapérasest rohkem

korduseid?

Naiteks voib vorrelda 25-meeride "GAG... GAA"ja "CTT... AAG" suuri-
ma toepara meetodil hinnatud tsentromeersete korduste arve. Korduste arvu
vahelist seost on iseloomustatud joonisel 5. Seos korduste arvu hinnangu-
te vahel on suhteliselt tugev (Pearsoni korrelatsioonikordaja: 0.7255496 ; p-
vadrtus: 0.0000084).

g
L=}

korduste arv (CTT..AAG)

50 100 150
korduste arv (GAG...GAA)

Joonis 5: Kahe kromosoomi tsentromeeride hinnatud korduste arvude haju-
vusgraafik.
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Kokkuvote

Kaéesolevas bakalaureusettos hinnati sekveneerimisandmete pohjal, kas erine-
vad inimesed omavad tsentromeeri piirkonnas sama korduste arvu voi mitte.
Selle teada saamiseks kasutati toepédrasuhte testi, mille tarvis hinnati suu-
rima toepara meetodil mudelite jaoks korduste arvude parameetreid. T606
praktilises pooles hinnati kasutatava andmestiku abil kolme unikaalse 25-
meeri korduste arvu ja sekveneerimiskatvuse kaudu korduste arvud erinevate

inimeste jaoks.

Andemete analiiiisi tulemusena selgus, et inimestel ei ole tsentromeersete
korduste arv iithesugune. Seejérel vorreldi segumudeleid, mille parameetrite
STP hinnangute leidmiseks kasutati statistikapaketi R optimeerimise kisku.
Segumudelite kaudu sooviti ndha, kas korduste arvu varieeruvus on kirjelda-
tav paari variandiga. Vordluste tulemusena selgus, et korduste arvud ei ole

grupeeritavad ehk igal indiviidil on erinev arv korduseid.

Téiendava analiitisina kontrolliti lineaarse regressioonimudeliga, kas erinevate
kromosoomide tsentromeeride korduste arvud on kuidagi omavahel seotud.

Selle tulemusena selgus, et seos hinnangute vahel on suhteliselt tugev.
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Lisad

Lisa 1. Andmestiku pohjal koostatud joonised

k-meeri esinemissagedus lugemites
, ;

15 20 2
sekveneerimiskatvus (&)
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=

Joonis 6: 25-meeri CTT. .. AAG sekveneerimiskatvus ja esinemissagedus sek-
veneerimisel saadud lugemites. Joonisele on lisatud iihise korduste arvu hin-
nangule vastav sirge koos 95%-prognoosiintervalliga.
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Joonis 7: 25-meeri AAT. .. TCC sekveneerimiskatvus ja esinemissagedus sek-
veneerimisel saadud lugemites. Joonisele on lisatud iihise korduste arvu hin-
nangule vastav sirge koos 95%-prognoosiintervalliga.
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Lisa 2. R kood

# yhise korduste arvu leidmine
kordus <- function(xi, lambda){

return(sum(xi)/sum(lambda))

# yhise korduste arvu log-toepara
10 <- function(kordus, lambda, xi){
return (-kordus (xi,lambda) *sum(lambda)
+log(kordus (xi, lambda))*sum(xi)+sum(log(lambda)*xi)

-sum(xi*log(xi)-xi+log(sqrt (2*pi*xi))))

# igale erineva korduse arvu leidmine
kordusl <- function(xi, lambda){

return(xi/lambda)

# erinevate korduste arvudega mudel
11 <- function(n, kordusl, lambda, xi){

tulemus = rep(NA,n)

esimene = rep(NA,n)

teine = rep(NA,n)

kolmas = rep(NA,n)

esimene[1] = -kordusil(xi,lambda)[1]*1lambdal[1]

teine[1] = xi[1]*(log(kordusl(xi,lambda)[1])+1log(lambdal1]))
kolmas [1] = -(xi[1]l*log(xi[1])-xi[1]+log(sqrt (2*pix*xi[1])))

tulemus [1] = esimene[l1]+teine[1]+kolmas[1]
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for (i in 2:n){
esimene[i] = -kordusl(xi,lambda)[i]l*lambdal[il
teine[i] = xi[i]l*(log(kordusl(xi,lambda)[i]l)+log(lambdal[i]))
kolmas[i] = -(xil[il*log(xil[il])-xilil+log(sqrt (2xpi*xi[i])))
tulemus [i] = esimene[il+teine[il+kolmas[i]

}

return(sum(tulemus))

#toeparasuhte test

toepara_test <- function(lihtsam, keerukam){

return (2* (keerukam-lihtsam))

# kas 1 erinevat kordust on parem kui 297

suhe <- toepara_test(lihtsam=10(kordus, lambda, xi),

keerukam=11(n=length(xi), kordusl, lambda,

#hii-ruut testi p-vaartus

hii_ruut <- 1-pchisq(suhe, df=28)

#naiteid segumudeli leidmisest ja rakendamisest

segumudeld4 <- function(param, lambda, xi){

segul = param[1]*dpois(xi, lambda=param([4]*lambda)
segu2 = param[2]*dpois(xi, lambda=param[5]*lambda)
segu3 = param[3]*dpois(xi, lambda=param[6]*lambda)

segu4 = (1-param[1]-param[2]-param[3])*
dpois(xi, lambda=param[7]*lambda)

tulem = log(segul+segu2+segu3d+segud)

28
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return(sum(tulem))

C <- optim(par=c(0.1, 0.4, 0.3, 15, 23, 33, 43),
fn=segumudel4, n=length(xi),lambda=lambda, xi=xi,
control=1list(fnscale=-1, maxit=10000))

sum(C$par [1:3]) #kontrollin kas tulemus on ootusparane

segumudelb <- function(param, lambda, xi){

segul param[1] *dpois (xi, lambda=param[5]*lambda)

segu?2 param [2] *dpois(xi, lambda=param[6]*lambda)

segu3 = param[3]*dpois(xi, lambda=param[7]*lambda)

segud param[4] *dpois (xi, lambda=param[8]x*lambda)

segub (1-param[1] -param[2] -param [3] -param [4]) *
dpois(xi, lambda=param[9]*lambda)

tulem = log(segul+segu2+segu3+segud+segub)

if (sum(param < 0) > 0){

return (-Inf)

} else return(sum(tulem))

D <- optim(par=c(0.1, 0.4, 0.25, 0.1, 15, 23, 33, 43, 55),
fn=segumudel’5, n=length(xi),lambda=lambda, xi=xi,
control=1list(fnscale=-1, maxit=10000))

sum(D$par [1:4]) #kontrollin kas tulemus on ootusparane

# kas 5 erinevat kordust on parem kui 47

suheb51 <- toepara_test(lihtsam=C$value,keerukam=D$value)
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1-pchisq(suheb1, df=2)

# kas 5 erinevat kordust on parem kui 297
suheb2 <- toepara_test(lihtsam=D$value,

keerukam=11(n=length(xi), kordusl, lambda, xi))

1-pchisq(suheb52, df=20)

# lineaarne regressioon

cor.test (kordusl1(xi, lambda), kordusil(xi2, lambda))

kordused.1lm = 1lm(kordusi1(xi2, lambda) kordus1(xi, lambda))

summary (kordused.1lm)
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