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“Erinevate  referentspaneelide @ moju iilegenoomsete  assotsiatsiooniuuringute

tulemustele”

Levinud metoodikaks genoomsetes uuringutes on andmete imputatsioon, kus
imputeerimise tipsus sdltub suuresti digesti valitud referentspaneelist. Ulegenoomsetes
assotsiatsiooniuuringutes imputatsioonivead vdivad viia valepositiivsete seosteni. Kédesoleva
to0 eesmirk oli vorrelda Eesti-pohise EstREF ja rahvusvahelise HRC referentspaneelide
valiku tdhtsust imputeerimisel. Referentspaneelide tidpsust vorreldi lilegenoomsete uuringute
efektisuuruste hinnangute kaudu, kasutades selle jaoks PheMED metoodikat. Valimiks
kasutati iile 200 000 Eesti Biopanga doonorite geeniandmeid ja kiimmet erinevat

peakomponenti.

Kahe referentspaneeli vordlus néitas, et Eesti-pdhisel EstREF referentspaneelil
imputeeritud andmed ei erinenud statistiliselt rahvusvahelise HRC referentspaneelil
imputeeritud andmetest. Antud t60 demonstreerib PheMED metoodika kasulikkust
iilegenoomsete assotsiatsiooniuuringute metaanaliilisis. Bakalaureusetdd oli teostatud Tartu
Ulikooli Genoomika instituudi geneetilise epidemioloogia uurimisgrupis.

Mirksonad: iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud, referentspaneelide vordlus, EstREF
referentspaneel, HRC referentspaneel, PheMED metoodika

CERCS-kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

“The impact of different imputation panels on genome-wide association study results”

Imputation is a widely used methodology in genomic studies, and its accuracy
depends on a correctly selected reference panel. In genome-wide association studies,
imputation errors can lead to false-positive associations. The aim of this work was to
compare the importance of selecting the Estonian-based EstREF and the international HRC
reference panels for imputation. The accuracy of the reference panels was compared by
estimating genome-wide association studies effect sizes using the PheMED methodology.
The dataset comprised genetic data and ten different principal components from more than

200,000 Estonian Biobank donors.

The comparison showed that the data imputed with the Estonian-based EstREF
reference panel didn’t differ statistically from data imputed with the international HRC

reference panel. This work highlights the utility of the PheMED methodology in



meta-analysis of genome-wide association studies. The bachelor's thesis was conducted in the

Genetic Epidemiology Research Group of the Institute of Genomics, University of Tartu.
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Kasutatud lithendid

DNA — desoksiiribonukleiinhape

EstBB — Eesti Biopank

EstREF — Eesti tdisgenoomide sekveneerimisandmestik
GWAS —iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud

HRC — Haplotype Reference Consortium

KMI — kehamassiindeks (ingl body mass index)

LD — aheldustasakaalutus

MAF — minoorse alleeli sagedus

NPV — negatiivne prognoosivairtus

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon

PheMED - fenotiiiipi iseloomustava efektiivse lahjendatuse hindamise tooriist
PPV — positiivne prognoosivairtus

SNP — tiksiku nukleotiidi poliimorfism

WGS — kogu genoomi sekveneerimine



Pohimoisted
Aluspaar (ingl base pair) vesiniksidemetega tihendatud kaks DNA nukleotiidi (A-T ja G-C).

Deletsioon (ingl deletion) mutatsiooni tiilip, mille puhul eemaldatakse DNA molekuli
jarjestusest iiks voi mitu nukleotiide.

DNA desoksiiribonukleiinhape (ingl deoxyribonucleic acid) on geneetilise informatsiooni
kandja, mis koosneb nukleotiididest.

Efektialleel (ingl effect allele) alleel, mis pdhjustab teatud tunnuse muutust voi organismi
omadusi.

Fenotiilip (ingl phenotype) organismi tunnus voi omadus, mille aluseks on périlikkus tegurite
ja keskkonna koostoime.

Geenivariant (ingl genetic variant) eri vorm tlihest ja samast geenist, siinoniitim allelliga.

Genoom (ingl genome) kogu geneetiline materjal organismis, mis sisaldab kogu tema
DNA-d.

Genotlipiseerimine (ingl genotyping) protsess, mille kdigus médratakse organismi
geneetilised variatsioonid kindlates DNA piirkondades.

GWAS iilegenoomne assotsiatsiooniuuring (ingl genome-wide association study) on
statistiline uuring, mis uurib seoseid geneetiliste variantide ja tunnuste voi haiguste vahel

populatsioonis.

Haplotiitip (ingl haplotype) tihedalt aheldunud geenipaaride kogum kromosoomis, mis
paranduvad koos.

Imputatsioon (ingl imputation) statistiline meetod puuduvate genotiitipide tuletamiseks,
kasutades populatsioonis teadaolevaid haplotiiiipe.

Insertsioon (ingl insertion) mutatsiooni tiilip, kus nukleotiidipaari(de) lisandumine DNA
molekuli, mis pohjustab nukleotiidijérjestuse muutusi.

Kohort (ingl cohort) inimeste rithm, keda uuritakse kindla ajavahemiku jooksul.

Kromosoom (ingl chromosome) rakutuumas paiknev DNA molekuli ja valkude kompleks,
mis mddrab geenide parandumise.

Lookus (ingl /ocus) kindel koht kromosoomis , kus geen asub (iiks tema alleelidest).

MAF (ingl minor allele frequency) vdhemesineva alleeli sagedus, mis niitab, kui sageli
esineb populatsioonis sageduselt teine alleel.

Manhattan graafik (ingl Manhattan plot) graafik, mida kasutatakse iilegenoomse
assotsiatsiooniuuringu tulemuste visualiseerimiseks. X-teljel on mérgitud kromosoomid ja



Y-teljel assotsieerunud markerite p-vdirtuste negatiivsed kiimnendlogaritmid, mis néitavad,
kui statistiliselt oluline on seos mingi geneetilise variatsiooni ja uuritava tunnuse vahel.

Metaanaliilis (ingl meta-analysis) meetod, mille abil kombineeritakse varasemate viiksemate
uuringute tulemused {lihte suure uuringusse, et teha tdpsemaid ja usaldusvéédrsemaid jéareldusi.

NGS (ingl next generation sequencing ) jairgmise polvkonna sekveneerimine kiire ja korge
labilaskevoimega DNA vdi RNA sekveneerimise tehnoloogia, mis voimaldab samaaegselt
madrata miljoneid kuni miljardeid liihikesi DNA jérjestusi.

PCR (ingl polymerase chain reaction) poliimeraasi ahelreaktsioon on laboratoorne
lammastikaluste amplifitseerimise tehnika.

PheMED (ingl Phenotypic Measurement of Effective Dilution) fenotiiiipi iseloomustava
efektiivse lahjendatuse tooriist, mis aitab hinnata tulemuste usaldusvéirsust geneetilistes
uuringutes hinnates ja korrigeerides fenotiiiibi mairatluse ebatipsust.

P-véértus (ingl p-value) statistiline niitaja, mis hindab kui tdenédoline on saada uuritavate
andmete tulemusi nullhiipoteesi kehtimisel.

Referentspaneel (ingl reference panel) DNA jérjestuse andmebaas, mis koosneb eri doonorite
geneetilistest andmetest, mida kasutatakse omakorda teiste isikute geneetiliste markerite
imputeerimiseks.

Rekombinatsioon (ingl recombination) on meioosi profaasis toimuv protsess, mille kdigus
toimub mdlema vanema kromosoomide vahel geneetilise materjali vahetus, luues seeldbi uusi
geenide kombinatsioone.

Sekveneerimine (ingl sequencing) DNA voi RNA nukleotiidide tépse jérjestuse midramine.

SNP (ingl single nucleotide polymorphism) tihenukleotiidne poliimorfism, mis esineb DNA
ahelas iiksiku nukleotiidi erinevusena.

Soeluuring (ingl screening) elanikkonna teatud sihtrithma (nt kindel vanuseriihm) inimeste
uurimine, et avastada mingi haiguse pddejaid voi alleeli — geeni iiks voimalikest vormidest,
mis méérab konkreetse tunnuse variatsiooni.

Varjatud Markovi mudel (ingl Hidden Markov Model) kvantitatiivne modelleerimismeetod
mingi protsessi kirjeldamiseks ajas, kus uuritavad jaotatakse seisunditesse vastavalt protsessi
arengu etapile ja/vOi rakendatavatele sekkumistele ning seisundite vahelised liikumised
toimuvad vastavalt lileminekutdendosustele.

WGS (ing k whole genome sequencing) kogu genoomi sekveneerimine on protsess, mille
kdigus madratakse organismi genoomi DNA jérjestus tdielikult.



Sissejuhatus

Geneetika teadusharu juured ulatuvad 19. sajandisse, mil Austria munk Gregor
Mendel uuris tunnuste parandumist ehk périlikkust herneste abil. Mendel avastas, et tunnused
paranduvad kindlate seaduspdrasuste jargi, mis on tidnapéeval tuntud kui Mendeli seadused
(W. E. Castle, 1903).

Sellele jargnes geneetika teadusharu kiire areng 20. sajandil, mil leiti, et
desoksiiribonukleiinhappe molekul (DNA) on périliku info kandja ning teadlased Watson ja
Crick avastasid 1953.aastal DNA molekuli kaheahelalise struktuuri (Watson & Crick, 2003).
DNA molekul koosneb nukleotiididest, mis omakorda koosnevad kolmest komponendist:
fosfaatrithm, viiesiisinikuline suhkur (desoksiiriboos) ja ldimmastikalus. Kaheahelalist DNA
molekuli hoiavad omavahel koos ldmmastikaluste paarid, mille vahel on vesiniksidemed.
Lammastialuste paar adeniin (A) ja tiimiin (T) on seotud kahe vesiniksidemega ning guaniini
(G) tsiitosiini (C) paar moodustab kolme vesiniksidemega iihenduse (Avery & McCARTY,
n.d.).

Pérast Gregor Mendeli katsete taasavastamist ja moistmist, et DNA on périliku info
kandja, keskenduti iha enam konkreetsete DNA 1dikude ehk geenide uurimisele. Geen on
kindla nukleotiidse jarjestusega DNA 16ik. Geen kannab infot iihe valgu valmistamiseks, et
uurida, kuidas need miiravad organismi tunnuseid (Gayon, 2016). Organismi kogu DNA,
sealhulgas geenid moodustavad genoomi.

Genoomi genotiipiseerimine on protsess, milles médratakse kindlaks DNA jérjestuses
esinevad variatsioonid, eesmairgiga tuvastada indiviidide vahelised geneetilised erinevused.
Genotiipiseerimise ajalugu ulatub 20. sajandi 10ppu (Galas & McCormack, n.d.), kui hakati
teostama esimesi katseid geneetilise info madramiseks, mis keskendusid tiksikutele geenidele
ja nende variatsioonidele (International Human Genome Sequencing Consortium et al.,
2001). 1970. aastatel tootati vélja DNA jarjestuse madramiseks Sangeri sekveneerimine, mis
pohineb DNA ahela siinteesi katkestamisel dideoksiinukleotiidide abil, vdimaldades seeldbi
médrata nukleotiidide tdpse jdrjestuse. Sekveneerimisega sai kindlaks teha kogu genoomi
jérjestuse, mis omakorda vdimaldas tdpsemalt uurida erinevaid geeni variatsioone
(Hutchison, 2007) nagu iksiku nukleotiidi poliimorfismid (SNP-d), insertsioonid,

deletsioonid vai struktuurilised timberkorraldused (Sayitoglu, 2016).



Kdige enam uuritakse SNP-e, (iihenukleotiidsed variatsioonid DNA jérjestuses), kuna
need moodustavad ligikaudu 90% kogu genoomi variatsioonist (Collins et al., 1998). SNP-d
on olulised haigusriskide ning périlike omaduste uurimisel (Do et al., 2012). Néhtust, kus
geneetilised variatsioonid esinevad populatsioonis koos sagedamini kui juhuslikult arvatud
nimetatakse aheldustasakaalutuseks (Sved & Hill, n.d.). Aheldustasakaalutus méingib olulist
rolli geneetilistes uuringutes, sealhulgas haiguste parilikkuse mdistmises (Kruglyak, 1999).
Kuigi enamik SNP-dest on levinud erinevates kohortides (Hinds et al., 2005), on ka
seesuguseid, mis on spetsiifilised teatud populatsioonidele voi geograafilistele piirkondadele
(Choudhury et al., 2014).

Geneetilised variandid mdjutavad organismi omadusi ning voivad olla erinevate
haiguste pohjustajad (Ramirez-Bello, 2023). Tervikpildi geneetilistest variantides moodustab
kogu genoomi sekveneerimine ehk WGS (ingl whole genome sequencing) (Bagger et al.,
2024). Esimene inimese tdielik genoomi sekveneerimine viidi 16pule 2003. aastal Inimese
genoomi projekti (ingl The Human Genome Project) raames (The Human Genome Project,
2025). Sekveneerimise projekt kestis 13 aastat ja maksis ligikaudu 2,7 miljardit dollarit
(Human Genome Project, 2024). Ténapdeva tehnoloogiad, nagu jdrgmise podlvkonna
sekveneerimine ehk NGS (ingl next generation sequencing), on viinud genotiipiseerimise
kulud mérkimisvéirselt madalamalele- 1 miljardist dollarist (The Cost of Sequencing a
Human Genome, 2021) kuni vihem kui sada dollarit proovi kohta (Campbell et al., 2015),
muutes see kéttesaadavamaks (Pruneri et al., 2021).

DNA esmane kasutus meditsiinis algas geneetiliste haiguste diagnostikas ja
personaalmeditsiini vallas (Passarge, 2021). Uks esimesi rakendusi oli siinnieelne
diagnostika, kus analiilisiti loote geneetilist profiili Downi siindroomi ja teiste
kromosoomianomaaliate tuvastamiseks (Mckusick, n.d.). Hiljem laienes kasutus
onkoloogiasse, farmakogeneetikasse ja nakkushaiguste tuvastamisse (Sadee et al., 2023).

Aastast 1993. on alustatud Eestis vastsiindinute sdeluuringut feniiiilketonuuria
avastamiseks (Tartu Ulikooli Kliinikum, 2015). Tinaseks pievaks vdimaldab uuring
diagnoosida 22 piriliku haiguse suhtes (Tartu Ulikooli Kliinikum, 2024). Imikute
soeltestimine esimestel elupdevadel aitab tuvastada périlikke haigusi, mis vdivad ilma ravita
kahjustada lapse tervist voi arengut. Protseduuri kéigus voetakse vastsiindinu kannast voi

varbast verd, mis kantakse testkaardile (Pitt, 2010). Testitakse mitmete tdsiste haiguste



esinemist nagu nditeks: vitamiin B12 puudulikkus, spinaalne lihasatroofia, kaasasiindinud
hiipotiireoos, aminohapete ainevahetushiired, klassikaline galaktoseemia (Tartu Ulikooli
Kliinikum, 2024).

Teaduspohiste soeluuringute aluseks on teadmised haigust pOhjustavate geneetiliste
variatsioonide kohta. Ténapdeva genotiipiseerimistehnoloogiad vdimaldavad koguda
ulatuslikke genoomi andmeid, mille analiilisimine aitab paremini mdista geneetilisi
variatsioone. Samas nii suure hulga geneetilise info analiilisimisel tuleb arvestada andmete
kvaliteedi mdju tulemustele. Andmete kvaliteedi hindamiseks on loodud statistilised
programmid, mis parandavad tulemuste usaldusvdirsust luues aluse sOeluuringute
teostamiseks.

Levivaks metoodikaks genoomsetes uuringutes on andmete imputatsioon, kus
imputeerimise tipsus sdltub suuresti digesti valitud referentspaneelist. Ulegenoomsetes
assotsiatsiooniuuringutes imputatsioonivead voivad viia vale-positiivsete seosteni. Kéesoleva
t00 eesmdrk oli uurida referentspaneelide valiku tdhtsust imputeerimisel 14bi iilegenoomse
uuringute efektisuuruste vordlemise, kasutades PheMED metoodikat Eesti Biopanga

andmetel. Antud t606 oli teostatud Genoomika instituudis.

1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Imputatsioon

Genoomi voi selle osade kaardistamiseks kasutatakse mitmesuguseid meetodeid,
millest levinuim on genotiipiseerimine (Casals et al., 2012). Imputatsioon kuulub statistiliste
meetodite hulka, mis ennustab DNA variante lookustes, mis esialgsetes genotiipiseeritud
andmetes puudusid (Joonis 1). Imputatsiooni teostamiseks kasutatakse referentspaneele —
andmestikud, mis on loodud inimeste sekveneeritud geeniandmetest ning sisaldavad
teadaolevaid haplotiiiipe (the Haplotype Reference Consortium, 2016). Nende kasutamisel
tuvastatakse geneetilisi mustreid ja seoseid uuritava indiviidi ja referentspaneeli haplotiiiipide
vahel (Rubinacci et al., 2023). Imputatsioon on parim alternatiiv tdisgenoomi
sekveneerimisele, voimaldades kuluefektiivselt ennustada puuduvaid genotiilipe (Martin et
al., 2021).

See on voimalik tdnu SNP-idele, mis eristavad iihte proovi (isikut/genoomi) teistest

ning mis paiknevad iile kogu genoomi. SNP-del on tavaliselt kaks alleeli. Enamasti

10



raporteeritakse harvemini esineva alleeli sagedust (ingl minor allele frequency, MAF) (Bush
et al., 2012.). Alleeli sagedusega 0.05 (5%) ja rohkem defineeritakse sagedaselt levinud
variandiks ja alleeli esinemistdendosusega 0.01 (1%) vOi vdhem harvem  esinevaks
variandiks populatsioonis.

Kuigi kogu genoomi sekveneerimist peetakse standardiks haruldaste variantide
detekteerimisel (Quick et al., 2020), on imputatsioon aja- ja kuluefektiivsem viis rohkemate
geneetiliste markerite kaasamiseks uuringutes (Shi et al., 2023). Seesugust imputatsiooni on
rakendatud UK Biopanga geneetilistel andmetel, mille tulemusel saadi 825,927
genotiipiseeritud markeri asemel 96 miljonit markerit. (Bycroft et al., 2018). Imputatsiooni
meetodeid on aastate jooksul vilja arendatud mitmeid (Alwateer et al., 2024), kdige tdpsemad
genotiiiibi imputatsiooni meetodid pdhinevad varjatud Markovi mudelil (ingl Hidden
Markov Model). Imputatsiooni to6voos joondatakse wuurimisrithma (genotiipiseeritud
aluspaarid) genotiiiibid referentspaneeli haplotiiiipidega (Howie et al., 2011). Imputatsiooni
teostamisel peame silmas pidama, milline on meie sihtpopulatsiooni genoomide struktuur
(aheldustasakaalutus) ja toetudes sellele infole, kasutama kdige sarnasemat imputatsiooni
referentspaneeli. Sealhulgas soltub imputatsiooni tdpsus méarkimisvdirselt referentspaneeli

suurusest ja selle geneetilisest kaugusest sihtpopulatsioonist. (Quick et al., 2020).
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Joonis 1. Illustratiivne néiidis genotiiiibi imputatsioonist omavahel kaugete isikute
puhul. Pildil A on kujundatud uvuritava proovi osalisi SNP-i andmeid: punktid tihistavad
positsioone, kus alleel kattub referentspaneelis sagedamini esineva alleeliga ning A, G ja C
positsioonid mérgivad SNP-e, mis erinevad referentspaneeli sagedaseimast alleelist. Uuritava
proovi andmed korvutatake teadaolevate referentspaneeli voimalike haplotiilipidega. Pildil B
leitakse referentshaplotiiiibid, mis kattuvad kdige paremini uuritava proovi teadaolevate
SNP-dega. Selle etapi kdigus kasutatakse algoritme, mis vdimaldavad méiirata kdoige
toendolisemad haplotiiiibid uuritava genotiilibi alusel. Pilt C demonstreerib, kuidas valitud
haplotiiiipide alusel ennustatakse imputatsiooniga kogu proovi jarjestus, sealhulgas ka algselt
teadmata nukleotiidid. Tulemusena saadakse kaks jdrjestatud haplotiilipi, mis esindavad
kumbagi vanemalt saadud kromosoomi koopiat. See ldhenemine tugineb referentspaneelile ja
voimaldab konstrueerida tdieliku genotiilibi osaliste andmete pohjal (Li et al., 2009).

1.1.2 Referentspaneelid

Referentspaneelid on eelnevalt sekveneeritud genoomide andmekogumid, mida
kasutatakse imputeerimiseks (Das et al., 2018). Referentspaneelid sisaldavad paljude inimeste
sekveneeritud genoome (vOi genoomiosade jérjestusi) esindades laialdast geneetilist

varieeruvust eri populatsioonides (The 1000 Genomes Project Consortium et al., 2015).
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Kasutades referentspaneeli teostatakse imputeerimist, mille kdigus tdidetakse puuduvad
geneetilised andmed (SNP-d), suurendades seeldbi analiilisi tdpsust ja vOimekust tuvastada
haruldasi voi harva esinevaid variante (the Haplotype Reference Consortium, 2016). Analiiiisi
tapsus soltub eelkdige referentspaneeli digest valikust (O’Connell et al., 2021). Geneetikas
tuntud referentspaneelid nagu Haplotype Reference Consortium (HRC), 1000 Genomes
Project (1000G) ja TOPMed erinevad omavahel valimi suuruse, populatsiooni katvuse,
variantide tiheduse ning haruldaste variantide katvuse poolest (Tabel 1) (Sengupta et al.,
2023). Imputeerimise edukaks teostamiseks tuleb jilgida, kui histi valitud referenetspaneel
esindab uuritavat populatsiooni (Schurz et al., 2019). Jéarjest enam arendatakse
populatsioonispetsiifilisi ja mitmekesisemaid paneele, tagamaks paremaid vdimalusi haiguste

uurimiseks (Gurdasani et al., 2019).

Tabel 1. Levinumate referentspaneelide vordlus

Haplotiiiipide MAF-ide
Referentspaneel SNP-de arv Proovide arv
arv vaartus (%)
The Haplotype
PP 39,235,157 64,976 > 1%
Reference 32,470
Consortium (HRC)
1000 Genomes
84,700,000 5,008 > 1% 2,504
Project (1000G)
TOPMed 445,600,184 194,512 >0,01% 53,831

Tabel 1. Ulevaade levinuimatest referentspaneelidest. Vordlemiseks on vilja toodud iga
paneeli kohta tuvastatud SNP-de koguarv, haplotiilipide arv, MAF-ide sagedus ning
referentsandmestike proovide arv. The Haplotype Reference Consortium (HRC) sisaldab
39,235,157 SNP-d ja 64,976 haplotiitipi, mille MAF on iile 1%, pdhinedes 32,470 isiku
andmetel (the Haplotype Reference Consortium, 2016). 1000 Genomes Project (1000G)
holmab 84,700,000 SNP-d ja 5,008 haplotiiiipi, sisaldades nii sagedasi kui ka haruldasemaid
variante (MAF>1%), tuginedes 2,504 isikul (Byrska-Bishop et al., 2022). TOPMed
referentspaneel sisaldab 445,600,184 SNP-d ja 194,512 haplotiiiipi, holmates ka viga
haruldasi variante (MAF>0,01%) ning pdhineb 194,000 kogutud andmetel (Taliun et al.,
2021).
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1.3 Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud

Ulegenoomne  assotsiatsiooniuuring (Genome-Wide Association Study, lithend
GWAS) on meetod, millega uuritakse geneetiliste variatsioonide seoseid erinevate haiguste
vOi tunnustega. Uuringute kédigus analiiiisitakse suure hulga inimeste genoome, et tuvastada
nende statistiliselt olulisi seoseid SNPide ja kindlate fenotiiiipide voi haiguste vahel. Selleks
kasutatakse regressioonimudeleid, mis vdtavad sisendiks indiviidide genotiilibi- ja
fenotiitibiandmed (Uffelmann et al., 2021). Regressioonimudelid arvutavad véljundina iga
SNP kohta alleeli efektisuuruse ning selle kohta kdiva p-véirtuse, mis iseloomustab SNP
seost uuritava tunnusega. Ulegenoomselt oluliseks loetakse SNP-d, mille p-viirtus jiib alla
5%107-8 (Jannot et al., 2015).

GWAS-1 kasutatakse laialdaselt erinevate haiguste, nagu diabeet (Suzuki et al., 2024),
Alzheimeri tobi (Wightman et al., 2021) ja siidamehaigused (Tcheandjieu et al., 2022),
geneetiliste faktorite tuvastamiseks. Uuringus vorreldakse SNP-de esinemissagedust haigust
pddevate inimeste ja kontrollrithma isikute vahel.

Analiitisiprotsess algab sobivate uurimis- ja kontrollriihmade valimisega, jargneb
SNP-de sihipdrane genotiipiseerimine, seejirel imputeerimine ning 10puks viiakse lédbi
statistiline ~ assotsiatsioonianaliilis, et tuvastada vOimalikud haigusega seotud
genoomipiirkonnad ehk lookused.

GWAS-i tulemusi visualiseeritakse Manhattan graafikuna (ingl Manhattan plot), kus
vertikaalteljel on kujutatud statistilise olulisuse tasemed ning horisontaalteljel SNP-de
kromosomaalne asukoht (Wang et al., 2019) (Joonis 2). Olulised seosed klasterduvad tihti
piirkonniti, mis sisaldavad omavahel korreleeruvaid SNP-klastreid (Xu et al., 2019).
Suurendamaks analiiiisitulemuste usaldusvairsust, kasutatakse varem kogutud andmeid ja
metaanalliisimeetodeid, mis aitavad vidhendada valepositiivsete seoste osakaalu ning
suurendada statistilist voimsust (Zhou et al., 2023).

Tuleb rohutada, et ainuliksi GWAS-i analiiiisi tulemused ei ole piisavad haigust
pohjustavate SNP-de tdpseks méidramiseks. See piirang tuleneb sellest, et GWAS-1 tuvastatud
SNP-d voivad olla tegelike haigust pohjustavate variantidega aheldunud (Schaid et al., 2018).
Lisaks peame arvestama pleiotroopia vdimalusega, mil geneetiline variant on seotud mitme
fenotiiiibiga, ilma et see oleks kdigi nende tunnuste otsene pdhjustaja. Nditeks SNP, mis on
seotud kehamassiindeksiga (KMI), vOib olla statistiliselt oluline ka II-tiiiipi diabeedi puhul,
kuid ei mdjuta otseselt diabeedi teket (Solovieff et al., 2013). Sellest hoolimata pakuvad
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GWAS-i tulemused téhtsat 1dhtepunkti edasistele uuringutele, mis aitavad méédrata SNP-ide

tapset rolli haiguste kujunemisel.
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Joonis 2. Manhattan graafik. Manhattan graafikut kasutatakse GWAS-uuringutes,
illustreerimaks geneetiliste variantide (lildjuhul SNP-de) ja uuritava fenotiiiibi vahelisi
seoseid. X-teljel on kromosoomid 1 kuni 22. Y-teljel on iga geneetilise variandi p-vdirtuse
negatiivne kiimnendlogaritm. Sinine horisontaaljoon mirgib soovituslikku statistilise
olulisuse taset (p=1*10"-5). Punane horisontaaljoon mirgib iilegenoomset statistilise
olulisuse piir1 (p=5*107-8.), millest ldhtudes tehakse jéreldusi geneetilise variandi rollist
fenotiitibi kujunemisel. Geneetilised variandid, mis iiletavad statistilise olulisuse piiri viitavad
genoomi piirkondadele, mis voivad olla seotud uuritava fenotiiiibiga (Holtz, 2021) .

1.4 Linkage disequilibrium patterns

Aheldustasakaalutus (ingl linkage disequillibrium, lihend LD) seletab alleelide
mittejuhuslikku seost erinevates lookustes. Teisisonu, teatud alleelide kombinatsioonid
esinevad populatsioonis kas sagedamini vOi harvemini, kui oleks ootuspirane tdiesti
juhusliku kombinatsiooni korral (Slatkin, 2008). Aheldustasakaalutust saab kirjeldada
matemaatilise parameetri D abil, mis néitab tegelike ja eeldatavate haplotiilipide sageduste
vahet, juhul kui alleelide edasikandumine toimuks sdltumatult. Kui D = 0, on siisteem
tasakaalus; D # 0 korral viitab see aheldustasakaalutusele (Lewontin & Kojima, 1960).

LD maéngib keskset rolli GWAS uuringutes tdnu genoomipiirkonna assotsiatsiooni
kaardistamisele, kus tegelik pohjuslik SNP voib jddda tuvastamata (Weiss & Silverman, n.d.).
Tugevad LD-seosed voivad mojutada fenotiiiibi avaldumist viisil, mida genotiilibilised

andmed otseselt ei peegelda (Aissani, 2014). Siinkohal tuleb mdista, et teatud aheldunud
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alleelide koosmoju, eriti olukordades, kus iiks neist on epistaatiline - ehk takistab teise
lookuse alleeli avaldumist (Phillips, 2008), vdib jadda klassikalistes assotsiatsiooniuuringutes
mirkamata (Levitan, 1955).

LD mustrid varieeruvad mirkimisvéirselt erinevate inimpopulatsioonide ja kohortide
vahel, mdjutades oluliselt GWAS-uuringute tulemuste tdlgendatavust ja replitseeritavust eri
populatsioonides (Teo et al., 2009). Tuleb arvestada, et LD mustrid ei ole eri populatsioonide
vahel otseselt vorreldavad, kuna alleelisagedused varieeruvad. Varieeruvuse tottu tuleb
GWAS-uuringute kavandamisel kasutada kohortidele spetsiifilisi LD mustreid (Goddard et
al., 2000). Seevastu rekombinatsioonisagedused on eri rahvastikes iildiselt sarnased (Serre et
al., 2005). Rekombinatsioonisageduse mdidrad mojutavad otseselt LD mustrite kujunemist
ning tasub assotsiatsiooniuuringutes kaaluda tipseid rekombinatsioonikaardistusi (Evans &

Cardon, 2005) .

1.5 Fenotiiiibi efektiivse lahjendatuse hindamine

GWAS valimite suurenemine on osutunud voimalikuks tdnu suurte biopankade
loomisele, kuid andmehulkade eksponentsiaalne kasv toob endaga paratamatult kaasa ka
rohkem miira — ebakvaliteetseid voi ebatépseid andmeid. Kuna GWAS-uuringute tulemuste
usaldusvairsus soltub suuresti algandmete korrektsusest (Laurie et al., 2010), siis nditeks
fenotiilibi ebatdpne midratlemine voib oluliselt moonutada nende pdhjal tehtud jareldusi ja
seega piirata nende praktilist vddrtust (Barendse, 2011). Naiteks vOib metaanaliiiisis
fenotiiiibi ebatépsus tuleneda sellest, et iihes kohordis on see indiviidi enda poolt
raporteeritud ja  teises médratud meditsiinitdotaja poolt (Zhou et al., 2022). Ka
imputatsioonipaneelide valik mdjutab GWAS uuringute tulemusi, sest paneelide erinev
katvus ja tdpsus mdjutavad imputatsiooni kvaliteeti ning omakorda vdivad mdjutada edasisi
genoomiiileste andmeanaliiiiside efektisuuruste hinnanguid (Chundru et al., 2019).

PheMED (ingl Phenotypic Measurement of Effective Dilution) on statistiline meetod
ja tooriist, mis vOimaldab hinnata GWAS sisendandmete kvaliteeti, hinnates fenotiiiibi
ebatidpset méidratlemist/modtmist ja sellest tingitud efektisuuruste lahjendatust. Statistiline

mudel vdimaldab igale individuaalsele GWAS-i uuringule méiédrata fenotiilibi relatiivse
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usaldusvairsuse, parandades niiviisi 10pliku metaanaliiiisi statistilist tdpsust (Burstein et al.,
2023).

PheMEDi abil saab 1dbi viia ka korrigeeritud metaanaliiiisi, seda algoritmi
nimetatakse DAW-iks (ingl dilution-adjusted weights). See pdhineb suurima tdepéra
meetodil, kus GWAS-i uuringutele maiératakse kaalud vastavalt sellele, kui suur
hinnanguliselt fenotiiiibi ebatipsus igas GWASis on (Burstein et al., 2023). PheMEDi
tugevus seisneb selles, et see todtab ainult GWAS-i kokkuvotvate statistikute pdhjal ja ei vaja
geneetlisi indiviidi tasandil sisendandmeid. GWASi kokkuvdtvates statistikutes on on meil
teada iga SNP-i vastav efektisuurus ehk beeta (§) uuritava fenotiiiibi suhtes. PheMED eeldab
lihtsustatult, et iga meile teadaolev beeta vordub SNP-i tegeliku efekti suuruse ja
lahjendusteguri jagatisega (beeta = tegelik / lahjenduskordaja (¢)).

PheMED algoritmi keskmes on arusaam, et fenotiilibi ebatdpne klassifitseerimine
vihendab SNP-de eeldatavaid efektisuurusi 14dbi kogu andmestiku iihtlase kordajaga (Duffy,
2004). Lahjenduskordajate (¢) ja tegelike efektisuuruste leidmiseks kasutab PheMED
baasuuringut, mille lahjenduskordajaks maédratakse vairtus 1. Teiste GWAS-uuringute
lahjenduskordajad leitakse selle baasuuringu suhtes, ehk lahjendatus ja fenotiilibi méiératluse

tépsuse hinnang on alati relatiivne baasuuringu suhtes (Joonis 3). Lahjenduskordaja (¢)

arvutamiseks saaks rakendada jiargnevat valemit:
(PPV_+NPV —1)
(pMED,l,B ~ (PPV+NPV_~1) °

kus valemis:

1 - mddrab GWAS-uuringut, mille jaoks leitakse lahjenduskordaja;

3 - téhistab baas GWAS-uuringut;

Quep,15 - on baasuuringu (3) pohjal miératud lahjenduskordaja uuritava GWAS-i (1) jaoks;

PPV (ingl positive predictive value) positiivne prognoosivadrtus on tdendosus, et diagnostilise
testiga positiivse tulemuse saanud isikul on uuritav omadus (nt haigus);

NPV (ingl negative predictive value) negatiivne prognoosivéirtus on tdendosus, et negatiivse
testitulemuse saanud isikul seda omadust/haigust ei esine.
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®mep for Different GWA Studies

BD 1 Phecode vs. |
BD 2+ Phecodes

Obesity vs. |
Morbid Obesity

SCZ AFR vs. |
SCZ EUR

SCZHIS vs. |
SCZ EUR

GWA Studies

MDD PGC vs. ° Use Cases

MDD FinnGen Phenotypic definition

heterogeneity

SCZ MVP vs.
—— Cross-ancestry

SCZPGC |
¢ Cross-cohorts

ALZ Proxy vs. | .'
ALZ Traditional

1 1.5 2
Minimal Dilution High Dilution
PmED

Joonis 3. Erinevatest genoomiiilestest andmeanaliiiisidest saadud fenotiiiipide
lahjenduskordajate vordlused. Graafiku X-teljel on mérgitud PheMED programmi
lahjendatuse hinnang, kus véirtus 1 tdhistab minimaalset lahjendatust ja véértus 2 korget
lahjendatust (¢ MED). Graafiku y-teljel iilevalt alla on on mérgitud vordlused kahe erineva
GWAS-si vahel.

Kasutatud lilhendid: BD - bipolaarne héire; Phecode - fenotiiiibi kood; Obesity -
iilekaalulisus; Morbid obesity- haiguslik rasvumine; SCZ - skisofreenia; AFR - Aafrika
péritolu; EUR - Euroopa piéritolu; HIS - Hispaania péritolu; MDD - depressioon; PGC -
Psiihhiaatrilise Genoomika Konsortium; FinnGen - Soome biopankade geeniprojekt; MVP -
USA veteranide geeniprojekt; ALZ - Alzheimeri tobi; Proxy - kaudselt méiiratud fenotiiiip,
nditeks perelitkme haiguse pdhjal médratud fenotiilip; Traditional - fenotiilip méératud otse
meditsiiniliste andmete alusel.

Erinevad metoodilised rakendused:

Oranz- ¢ MED kahe erineva fenotiiiibi vahel (haiguslik rasvumine versus rasvumine).
Sinine- ¢ MED kahe eri populatsiooni GWAS-de vahel (AFR versus EUR).

Roheline- ¢ MED eri kohortide skisofreenia GWAS-de vahel (PGC versus MVP).

Joonise algallikas: Burstein et al., 2023.

1.5.1 Lahjenduskordaja arvutus kattuvate valimite korral

Olukorras, kus tahetakse vorrelda kahte uuringut, milles sisalduvad samad indiviidid,
on vajalik kolmas uuring, mis on eelnevast kahest soltumatu. Efektiivse lahjendatuse
hindamine esimese ja kolmanda uuringu vahel jargmise valemi jérgi:

(PPV +NPV —1)
(pMED,1,3 = (PPV3+NPV3—1)
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Lahjendatuse hindamine teise ja kolmanda uuringu vahel:
(PPV +NPV —1)
(pMED,Z,S ~ (PPV_+NPV_—1)

Eelnevate uuringute véértuste jagatis annab lahjendatuse hinnangu esimese ja teise uuringu

vahel:
(PPV +NPV —1)

¢®MED,1,3/@MED, 2,3 = W = ®ini

« (valem 1).
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2. Eksperimentaalosa

2.1 Too eesmirgid

Kéesoleva bakalaureusetod peamine eesmirk oli vorrelda kahe imputatsiooni
referentspaneeli erinevusi genoomiiileste andmeanaliiiiside tulemustel PheMED metoodika ja
tarkvara abil Eesti Biopanga andmetel. To0 alaecesmirgiks oli vorrelda GWAS tulemuste

erinevusi sagedaste ja harudlaste SNP-de kategooriate vahel.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Eesti Biopanga andmete iilevaade

Eesti Biopank (EstBB) on rahvastikupohine geenivaramu, mis koosneb enam kui 200
000 tdiskasvanu andmetest. EstBB sisaldab mitmekesised andmekihte - fenotiiiibi ja
genotiiiibi andmed; erinevad kliinilised mddtmised; digiretseptide, raviprotseduuride ja
haigusdiagnooside ajalugu; mikrobioomi andmed jms (Milani et al., 2025). Geenidoonorid

liitusid EstBB-ga kahes suuremas kogumislaines:

Esimene laine (2002-2011): liitus umbes 52 000 indiviidi, kellelt koguti elustiili,
tervisekditumise, haigusloo andmed ja koguti bioloogilist materjali.

Teine laine (2018-2019): liitus ligi 150 000 uut doonorit. Kiisimustik, millele liituja vastas,
oli palju lihem, enamik andmeid saadi tdnu EstBB andmete iihendamisele erinevate
registritega (nagu nditeks Tervisekassa, vihiregister, miiokardiinfarktiregister ja Eesti kahe
suurima haigla Pohja-Eesti Regionaalhaigla ja Tartu Ulikooli Kliinikumi andmestikega) ja
1dbi erinevate uuringukiisimustike (nagu nditeks COVID-19 uuring, vaimse tervise ja heaolu
uuring HEVT, isiksuseuuring PS21 ja ravimite ning vaktsiinide korvaltoimete uuring
ADE-Q). Registritest saadakse infot isiku raviretseptide, raviarvete, diagnooside ja epikriiside

kohta.

See bakalaureusetdo viidi ldbi 204,742 EstBB indiviidi andmetel. See valim oli juba

eelneva uuringu jaoks puhastatud ja igale indiviidile oli arvutatud kehamassiindeks (liihend

1,3-kehakaal

KMI, ks ). Kaastud olid veel tunnused nagu vanus, sugu ja geneetilised

peakomponedid. Uuritavate isikute hulgas oli 133 634 naist (65,3%) ja 71 108 meest
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(34,7%). Uuritavate keskmine vanus oli 43,6 aastat ning keskmine kehamassiindeks 26,10

(25,74 naiste ja 26,77 meeste puhul).

2.2.2 Ulegenoomne uuring EstBB andmetel

Eesti biopanga andmetel viidi ldbi neli GWASI, milles uuritavaks tunnuseks oli
kehamassiindeks (KMI). Genotiilibi andmed olid imputeeritud kahe eri referentspaneeliga —
Eesti geenidoonorite (n = 2244) (Mitt et al., 2017) tdisgenoomide sekveneerimisandmestiku
pohjal koostatud referentspaneeliga (EstREF) (Milani et al., 2025) ja HRC referentspaneeliga
imputeeritud andmetel (n = 32 470) (Michigan Imputation Server 2, 2024). GWAS viidi ldbi
REGENIE (versioon 3.6p) programmiga (Regenie documentation, 2021), kus lisaks
uuritavatele SNP-idele olid mudeli soltumatuteks tunnusteks kiimme geneetilist
peakomponenti, sugu ja vanus ning uuritavaks tunnuseks oli KMI. GWASI tehti segamudeli
abil, mis votab arvesse, et geenidoonorid on omavahel suguluses. GWAS-uuringute tulemfaili

formaat néeb vilja jargmine (Tabel 2).

Tabel 2. GWAS-uuringu tulemfaili piise niidis

CHR BP SNP Al | A2 N SE P BETA INFO MAF
1 756604 rs3131962 A | G | 388028 | 0,00302 | 0,48317 | 0,99789 | 0,89056 | 0,36939
1 768448 rs12562034 [ A | G [ 388028 [ 0,00329 | 0,83481 | 1,00069 | 0,89590 | 0,33685
1 779322 rs4040617 G | A |388028 | 0,00303 | 0,42897 | 0,99760 | 0,89751 0,37737

CHR - kromosoom, kus assotsiatsiooniuuringutesse kaasatud SNP asub; BP — SNP-i kromosoomi
koordinaat (ingl base pair); SNP — SNP-i tunnuskood, tavaliselt kujul rs-ID; A1 — SNP-i efektialleel;
A2 — SNP-i mitte-efektialleel; N — proovide arv, mida kasutati efektisuuruse hindamiseks; SE —
efektisuuruse standardviga; P — SNP-i genotiiiibi ja uuritava fenotiilibi suhteline p-véértus; BETA —
efektisuurus riskialleeli kohta; INFO — imputatsiooni kvaliteediskoor; MAF — SNP-i harvem esineva
alleeli sagedus.

Antud bakalaureuset6os jagati esialgne valim suurusega n = 204742 kaheks: 1)

treening- (n = 102371) ja 2) testandmed (n = 102371). Toods edaspidi nimetatud

EstBBtreening ja EstBBtest. Andmestiku kaheks jagamine on vajalik, sest fenotiiiibi
efektiivse lahjendatuse hindamiseks peavad vorreldavad uuringud olema teineteisest
sOltumatud. Seega tehti neli GWAS-si: 1) EstBBtreening andmetel, mis olid imputeeritud
EstREF referentspaneeli abil (lithend EstBBtreening-EstREF), 2) EstBBtreening andmetel,

mis olid imputeeritud HRC referentspaneeli abil (lithend EstBBtreening-HRC), 3) EstBBtest
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andmetel, mis olid imputeeritud EstREF referentspaneeli abil (EstBBtest-EstREF) ja 4)
EstBBtest andmetel, mis olid imputeeritud HRC referentspaneeliga (EstBBtest-HRC).

2.2.3 Fenotiiiibilise lahjendatuse hindamine PheMED abil EstBB andmetel

Selleks, et lahjendatust hinnata, viidi PheMED analiiiis 1dbi kaks korda - esimene kord
(PPV +NPV —1)

EstBBtreening-HRC versus EstBBtest-EstREF ((pMED L3 = PPV NPT -1 )
T 3 3

ja teine kord

(PPV +NPV,—1)

EstBBtreening—EstREF versus EstBBtest-EstREF (cpMED23 = PPV NPV -1) ). Selleks, et
= 3 3

niitid eri imputatsiooni referentpaneelide voimalikku lahjendatust hinnata, saab rakendada
(Burstein et al., 2023) valemit 1, mis on toodud lehekiiljel 16, ehk ¢ med,1,2 hindamiseks
kasutame suhet ¢@ med 1,3 /¢ med 2,3. Efektisuuruste lahjendatust hinnati kolmes eri

kategoorias kasutades valemit 1:

1. Kogu GWAS-i SNP-d
2. GWAS SNP-de alamhulk, kus on MAF<=5%
3. GWAS SNP-de alamhulk, kus on MAF<=1%

2.3 Tulemused ja arutelu

EstBBtest-EstREF ning EstBBtreening-HRC tehtud GWAS-i vordlus nditas, et
molemas analiiiisis kattus 14 124 553 SNP-i. Esmalt vorreldakse, kas kahe erineva
referentspaneeli abil imputeeritud andmetel on SNP-del samad alleelid (A1 ja A2) valitud, et
nende efektisuurusi oleks vOimalik otse vorrelda. Kuna mittekattuvaid alleele (A1 ja A2) oli
kahe referentspaneeli korral vdhe (~33 000), siis imberkodeerimist ei tehtud ning koik
mittekattuvad alleelid eemaldati enne edasist analiiiisi. Beetade korrelatsioon kahe GWAS-i
vahel oli kdikide SNP-de 16ikes 0,014 (Tabel 3). Nii madal korrelatsioonivairtus néitab, et
kahe erineva referentspaneeliga saadud SNP-de efektisuurused on véga erinevad. Analiiiis,
milles piirasime mdlemas andmestikus haruldase alleeli sageduse véirtusega >5%, tdusis
korrelatsioon 0,35 peale. Valides ainult MAF vahemikus 1%...5%, langes korrelatsiooni
vaartus 0,0134 peale ja kui MAF<0.1%, siis on korrelatsioon 0.013. See viitab haruldaste

SNP-de madalale imputatsiooni kvaliteediskoorile ja suuremale varieeruvusele nende
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efektide osas. Kui vaadata vdiksemat osa kogu SNP-dest (MAF>5% ja nende imputatsiooni
kvaliteediskoor >0,8 ja mille p-védrtus on < 0,1), siis on korrelatsioon beetade vahel palju
korgem, 0,6, kinnitades, et peamine pdhjus madalaks iileiildiseks korrelatsiooniks betade
vahel on just madala infoskooriga haruldased SNPid. Vorreldi ka test- ja treeningandmete

efektialleeli sagedust, ning selle vordlusel korrelatsioon oli 0,999.

Tabel 3. EstBBtest-EstREF GWAS-i ja EstBBtreening-HRC GWAS-i
beetade Kkorrelatsioonid koikide GWAS tulemuste ja minoorse

alleelisageduse alamrithmades

MAF-i viirtus (%) Korrelatsioonikordaja
Koik SNP-id 0,014
>5% 0,35
<5% 0,0134
<1% 0,013

GWASide tulemused koondati paarikaupa iihte faili ja sooritati PheMED analiiiis. Kui
(PPV +NPV —1)

MEDAZ = m ) on suurem kui 1, siis see niitab, et

PheMed lahjenduskordaja (¢

vordlusuuringus on keskmiselt vidiksemad beetad kui baasuuringus. Usaldusvahemik
(95%CI) néitab, kas erinevus on statistiliselt oluline - kui védértus “1” on usaldusvahemikus

sees, siis statistiliselt olulist erinevust beetade keskmise osas ei ole.
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Tabel 4. PheMED ¢ hinnangud erinevate baas- ja vordlusuuringute l1oikes

Baasuuring Vordlusuuring MAF | PheMED ¢ 95% CI
EstBBtest-EstREF EstBBtreening-EstREF | koik 1,029 (1,004;1,056)
EstBBtest-EstREF EstBBtreening-HRC koik 1,025 (1,004;1,056)
EstBBtest-EstREF EstBBtreening-EstREF | <5% 1,055 (0,993;1,118)
EstBBtest-EstREF EstBBtreening-HRC <5% 1,062 (1,001;1,126)
EstBBtest-EstREF EstBBtreening-EstREF [ <1% 1,254 (1,042;1,510)
EstBBtest-EstREF EstBBtreening-HRC <1% 1,231 (0,990;1,521)

Tabelist 4 on ndha, et vorreldes GWAS tulemusi EstBBtest-EstREF versus
EstBBtreening-EstREF ja EstBBtest-EstREF versus EstBBtreening-HRC, siis olid tulemused
statistiliselt oluliselt erinevad (p<0,05). Mdlemas analiilisis oli treeningandmestiku beetad
veidi vdiksemad kui testandmete beetad (¢p>1). Vaadeldes vidiksemat osa SNP-dest
(MAF<5%), siis efektisuuruste lahjendatus oli statistiliselt oluline EstBBtest-EstREF vs
EstBBtreening-HRC puhul. Vaadeldes SNP-e MAF<1%, siis oli efektisuuruste lahjendatuse
hinnang ~1,2, mis niitab, et EstBBtreening-EstREF kui ka EstBBtreening-HRC beetad olid
testandmetega vorreldes viiksemad. Kuna 95% usaldusvahemik ulatub EstBBtreening-HRC
puhul 0,990 kuni 1,521, siis efektisuuruse lahjendatuse hinnangust ei saa viita, et beetade
védrtused oleksid vidiksemad, kuna erinevus pole statistiliselt oluline. EstREF
referentspaneeli puhul on erinevus statistiliselt oluline - analiiiisist ldhtub, et
EstBBtest-EstREF ja EstBBtest-HRC beetad on veidi suuremad kui EstBBtreening-EstREF
ja EstBBtreening-HRC beetad seda isegi juhul kui kahel erineval GWAS-1 on kasutatud sama
imputatsiooni referentspaneeli.

Vottes tulemused kokku, leitud PheMED hinnangud néitavad, et fenotiiiibi ebatidpne
méiiratlemine on kdigi variantide 16ikes minimaalne, umbes 1,03, kuid suureneb haruldaste
alleelide puhul (MAF <1%), kus treeningandmete (EstBBtreening-EstREF ja
EstBBtreening-HRC) puhul SNP-de efektid suurenevad 1,25 korda vorreldes testandmetega
(EstBBtest-EstREF). See viitab, et erinevuse allikaks vOib olla andmestiku jagamine
treeninguks ja testiks, mitte referentspaneelide EstREF voi HRC valik. Oluline on arvestada
haruldaste SNP-de voimaliku ebavordse jagunemisega andmestikkude 16ikes. Tulemustest ei

ole voimalik hetkel haruldaste SNP-de puhul midagi markimisvéérset jéreldada.
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Kasutades PheMED analiiiisi juures valemit, kus ¢ _med 2,1=¢ 2,3/¢ 1,3, saame

jargmised tulemused referentspaneelide vordluses:

Tabel 5. EstBBtreening-HRC ja EstBBtreening-EstREF vahelised -
hinnangud

Baasuuring Vordlusuuring MAF @ _med_1,2
EstBBtreening-EstREF EstBBtreening-HRC koik 0,9960015
EstBBtreening-EstREF EstBBtreening-HRC <5% 1,007188
EstBBtreening-EstREF EstBBtreening-HRC <1% 0,9815138

Kasutades koiki SNP-e, siis on @-hinnang 0,996, mis on véga ldhedane viirtusele 1.
See néitab, et keskmiselt on mdlemad referentspaneelid beetad samas suurusjirgus. Uurides
MAF <5% vahemikku, saame @-hinnanguks 1,007. MAF-1 <1% puhul saame ¢-hinnanguks
0,982 - see niitab, et keskmiselt on HRC referentspaneeli kasutades GWAS beetad natuke
suuremad kui EstREF referentspaneeli kasutades, kuid statistilist olulisust olemasoleva
valemi abil hinnata ei saa. Seega vaadeldes vaid phemedi hinnanguid, mis on iihele vdga
ldhedased, voiks eeldada, et EstBB genoomi andmete puhul EstREF ja HRC
referentspaneelide imputatsioonikvaliteet ja tdpsus omavahel sarnased nii haruldaste kui ka

sagedaste SNP-ide 16ikes, kuigi statistilise olulisuse kohta midagi 6elda ei saa.
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Kokkuvote

Kéesolev bakalaureuset6o kéisitleb erinevate imputatsiooni referentspaneelide moju
kehamassiindeksit uurivate iilegenoomsete assotsiatsiooniuuringute (GWAS) tulemustele.
Referentspaneel koosneb sekveneeritud genoomidest, milles sisalduvate haplotiitibide abil
ennustatakse genotiipiseerimata jidnud SNP-e. Lisaks kéistletakse antud t66s PheMED-i
statististilist mudelit, mis hindab GWAS-ides uuritava fenotiiiibi ebatdpsust. PheMED-i saab
rakendada jérelanaliiiisis nii imputeeritud andmete kvaliteedi kui ka sellest tuleneva fenotiiiibi
ebtidpsuse hindamiseks.

To6 peamine eesmirk oli vorrelda Eesti populatsioonipdhise EstREF-i ja
rahvusvahelise HRC referentspaneeli moju kehamassiindeksi GWAS-i efektisuurustele ning
hinnata fenotiitibilist lahjendatust PheMED-i abil Eesti Biopanga andmetel. Selleks jagati 204
743 geenidoonori andmestik pooleks - treening- ja testandmeteks, kus genotiipiseerimata
jdanud SNP-d olid imputeeritud iihel juhul EstREF ja teisel juhul HRC referentspaneeliga.
Seejérel viidi 14bi neli soltumatut GWAS-i, kus lisaks uuritavatele SNP-idele vdeti arvesse
vanus, sugu ja kiimme geneetilist peakomponenti.

EstBBtest-EstREF ja EstBBtreening-HRC 16ikes kattus 14 124 553 miljonit SNP-i.
Ligikaudu 33 000 mittekattuvat alleeli eemaldati enne edasist vordlust. Kdigi SNP-ide puhul
oli beetade korrelatsioon molema paneeli andmete vahel madal (b = 0,014), kuid sagedaste
variantide (MAF>5%; INFO>(0,8; p<0,1) puhul tdusis see 0,6-ni, osutades paneelide
suuremale sarnasusele sagedaste SNP-ide imputeerimisel.

PheMED-i analiiiis, mille referentsiks oli EstBBtest-EstREF, ndiitas, et
treeningandmete beetad olid keskmiselt vdiksemad kui testandmetel (¢ = 1,029; p<0,05).
EstBBtreening-EstREF (MAF<5%) vdrdlusuuringute puhul oli tulemus sarnane, kuid ei
olnud enam statistiliselt oluline. Haruldaste variantide (MAF<1%) puhul oli
EstBBtreening-EstREF lahjendus referentsuuringu suhtes ¢ = 1,25. EstBBtreening-HRC
vOrdlusuuringute puhul ndeme samu mustreid, kuid haruldaste variantide puhul ei olnud efekt
enam statistliselt oluline.

Otsevordlus EstBBtreening-HRC ja EstBBtreening-EstREF-i vahel (9. MED EstREF
vs HRC) andis koigi SNP-ide 15ikes tulemuse ¢ = 0,996, mis néitab, et beetad on samas

suurusjargus. Sagedaste variantide korral oli ¢ = 1,007, kuid haruldaste SNP-ide puhul
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langes viirtus 0,982-ni, viidates EstREF ja HRC referentspaneelide sarnasusele. Suuri
erinevusi uldiselt ega ka MAF-ide erikategooriates ei onnestunud leida. T66s rakendatud
metoodika ei vdoimaldanud otsevordlustele statistlise olulisuse vahemikku arvutada.
Kokkuvottes saadud tulemuste pdhjal ei saa viita, et populatsioonispetsiifiline
EstREF ega HRC referentspaneel mojutaks KMI GWAS-ide beetade absoluutvdirtuseid.
Antud t60 nditab PheMED-i  kasulikkust fenotiilibilist lahjendust arvestava
kvaliteedikontrollina, mis voib suurendada biopankade GWAS-ide statistilist vdimsust ja

metaanaltiside usaldusvéairsust.
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The impact of different imputation panels on genome-wide association study results

Alissa Kazmin

Summary

The aim of this bachelor’s thesis is to determine the influence of different imputation
reference panels on genome-wide association studies (GWAS) of body-mass index (BMI). A
reference panel is a set of sequenced genomes, the haplotypes of which are used to predict
ungenotyped SNPs. In addition, here is introduced the PheMED statistical model, which
estimates the phenotypic misclassification of GWASs, and can be applied in post-analysis to
assess both the quality of imputed data and the resulting phenotypic misclassification.

The main goal of the work was to compare the impact of the Estonian-specific
EstREF and the international HRC reference panels on effect sizes in an Estonian Biobank
(EstBB) body mass index (BMI) GWASs, and to assess phenotypic dilution with PheMED.
The dataset of 204 743 biobank participants was divided into test and training sets and each
dataset was imputed with both EstREF and HRC reference panels. Four independent GWASs
were conducted, incorporating age, sex, and ten genetic principal components alongside the
SNPs of interest.

A total of 14 124 553 SNPs overlapped between the EstBBtest-EstREF dataset and
the EstBBtrain-HRC dataset. Approximately 33 000 non-overlapping alleles were removed
before further comparison. For all SNPs, the correlation of beta coefficients between the data
from both reference panels (EstREF and HRC) was low (r = 0,014), but increased to 0,6 for
frequent variants (MAF>5%; INFO>0,8; p<0,1), indicating similar performance between the
panels when imputing frequent SNPs.

The Phemed analysis using EstBBtest-EstREF as reference, showed that training set
beta values were, on average, smaller than those in the test set (¢ = 1,029; p<0,05). For the
EstBBtrain-EstREF (MAF<5%) comparison, the result was similar, but was no longer
statistically significant. For rare variants (MAF<1%), the dilution relative to
EstBBtraining-EstREF to the reference study was ¢ = 1,25. EstBBtrain-HRC comparisons
displayed similar trends, though the effect for rare variants was no longer statistically

significant as well.
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A direct comparison between EstBBtrain-EstREF and EstBBtrain-HRC (¢ MED
EstREF vs HRC) yielded a result of ¢=0,996 for all SNPs, indicating that betas are of the
same order of magnitude. For frequent variants ¢ equaled 1,007, but for rare SNPs ¢ dropped
to 0,982, suggesting similarity between the EstREF and the HRC reference panels. The
methodology used in the work did not allow to calculate statistical significance range for
direct comparisons.

Overall, thesis results don’t confirm that the population-specific EstREF and HRC
reference panels affect the absolute values of betas in BMI GWAS. This thesis also
demonstrates the utility of PheMED as a quality control that considers for phenotype dilution,
potentially increasing the statistical power of biobank GWASs and the reliability of

meta-analyses.
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