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Inimgenoomi Uhenukleotiidiliste variatsioonide annotatsioon — Ulevaade p&himdtetest

ning teise pdlvkonna sekveneerimise voimalike artefaktsete SNVde annoteerimine

Teise pOlvkonna sekveneerimine vdimaldab tdanu oma kiirusele ja suhtelisele odavusele
jarjestada Kiiresti palju genoome, mille baasil on v@imalik l&bi viia nii Glegenoomseid
assotsiatsiooniuuringuid kui ka kasutada andmeid Kliinilises praktikas. Mélemad lahenemised
sOltuvad tugevalt SNVde ja teiste variatsioonide digest tuvastamisest ning tdpsest

annotatsioonist.

Antud t66s tutvustatakse SNVde annoteerimise protsessi ja selle eripérasid, tuuakse valja

annotatsiooni tdlgendamise erinevused lahtuvalt erinevatest tooriistadest ning andmebaasidest.

T60 praktilises pooles ndidatakse, et valepositiivselt tuvastatud SNVd vBivad annoteerimise ja
tulemuste tblgendamise pohjal olla ndiliselt flsioloogiliselt olulised. Artefaktsete SNVde

tuvastamisega arvestamine vdimaldab valtida vigaste andmete pdhjal tehtud ekslikke jareldusi.
Marksonad: teise pdlvkonna sekveneerimine, annoteerimine, SNV, bioinformaatika
CERCS: B110 Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika

Annotation of single nucleotide variants in human genome: an overview and annotation
of artefact SNVs from NGS

Next-generation sequencing allows, due to the soread of high-throughput methods and
relatively low cost, to rapidly sequence a number of genomes. Based on sequencing data, it is
possible to both conduct genome-wide association studies and use sequenced genomes in
clinical practise. Both applications rely heavily on correct SNV and other variants calling as

well as detailed variant annotation.

Current thesis gives a systematic overview of variant annotation process and possible
shortcomings of different tools, and points out differences between widely used annotation

algorithms and databases.

The thesis’s practical section shows that false-negatively called SNVs can, based on annotation
results, have seemingly important physiological impacts. Consideration of falsely called SNVs

can help to avoid misguided conclusions based on error-prone data.
Key words: next-generation sequencing, annotation, SNV, bioinformatics

CERCS: B110 Bioinformatics, medical informatics
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SISSEJUHATUS

Teise pdlvkonna sekveneerimine leiab aina rohkem kasutust nii teaduses kui ka kliinilises
praktikas. Sekveneerimisel saadud andmetest huvi pakkuva ning olulise informatsiooni
saamine on mitmeastmeline protsess, mis hdlmab endas sekveneerimisel saadud lugemite
joondamist, sealt huvi pakkuvate variatsioonide tuvastamist ning nende annoteerimist ehk

variatsioonidele tahenduse andmisest.

Kogu protsessi kaigus on mitmeid aspekte, millele tuleb tahelepanu osutada, alates Gigest
joondamistodriista valikust |6petades sobivate andmebaasidega, mille abil variatsioone
annoteerida. Kdik astmed vodivad oluliselt mdjutada I6plikke tulemusi, mis kokkuvdttes voib
viia vigaste andmete pdhjal tehtud ekslike jareldusteni. Seet6ttu on oluline teadvustada iga

protsessi kaigus kasutatava tooriista puudusi ning nendega arvestada.

Antud t60 eesmargiks on kirjanduse (levaate osas anda levaade annoteerimise pohimaotetest,
tdpsemalt annoteerimise puhul kasutatavate tooriistade ja vajalike andmebaaside isedrasustest.
Ldhidalt tuuakse valja annoteeritava andmestiku saamise protsessi ning selle olulisemaid
Kitsaskohti.

Eksperimentaalosa Ulesandeks oli annoteerida erinevate joondusalgoritmide poolt joondatud
lugemitest madratud SNVsid ning anda tdpsema ulevaate selle kohta, kas artefaktselt maaratud

variatsioonide seas voib esineda ndiliselt fisioloogiliselt olulisi variatsioone vdi mitte.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Annoteerimise eesmargid

Variatsioonide annoteerimine on protsess, mille kéigus ennustatakse variatsioonide véimalikku
moju variatsioonidega seotud geenide funktsioonidele. Selleks kasutatakse spetsiifilisi
annoteerimistooriistu, mis hindavad variatsioonide vOimalikke mojusid ldhtuvalt olemas
olevast informatsioonist DNA ja valkude jarjestuste ning nende funktsioonide seoste kohta
(Aubourg ja Rouzé, 2001).

Uheks sagedamini maaratavaks geneetilise variatsiooni tiiiibiks on uhenukleotiidilised
variatsioonid ehk SNVd (inglise keeles single nucleotide variant). Nende korrektne
tuvastamine ja annoteerimine mangib olulist rolli inimese genoomi analdilisil ja on eelduseks,
et selekteerida haiguste vdi kindlate fenotulbiliste tunnustega seotud SNVsid. Kuigi kindla
SNV ja fenotiilbi vahelise seose kindlaks méaaramisel on oluline eksperimentaalne
valideerimine, ei ole eksperimentaalset voimalik valideerida k&iki umbes kolme miljonit voi
suuremat arvu SNVsid (he indiviidi kohta. Annoteerimine vdimaldab vélja sorteerida
vOimalikke uuritavate haiguste v6i fenotlubiliste tunnustega seostatavaid kandidaat-SNVsid.
Lisaks genoomi analtlsil tuvastatud voimalikele genotilp-fenotiilip seostele aitab
annoteerimine  tipsustada,  millised  SNVde  poolt  pdhjustatud  vdimalikud
molekulaarbioloogilised muutused tingivad uuritavaid fenottitipe (Ritchie ja Flicek, 2014).

Antud td6 praktilises osas annoteeritakse SNVsid, keskendudes mudelile, mis jatab lihtsustatult
valja insertsioonid ja deletsioonid (indelid), koopiaarvu variatsioonid (CNV, inglise keeles copy

number variant) ja teised voimalikud raskemini tuvastatavad variatsioonid.

Kirjanduses on mdistete SNV ja thenukleotiidiline poltimorfism ehk SNP (inglise keeles single
nucleotide polymorphism) kasutuse vaheline piir sageli hagune, eelistatud on SNV kui laiema
mdiste kasutamine. See on korrektne tahistus ka juhtudel, kui variatsiooni esinemissagedus ei

ole teada ning seda on raske liigitada SNPks vdi mutatsiooniks.
1.2. Teise pdlvkonna sekveneerimine — andmete saamine ja tootlus

1.2.1. NGS toorandmete saamine

Teise polvkonna sekveneerimine (NGS, inglise keeles next-generation sequencing) on kdrge
labilaskevbimega sekveneerimismeetodite Uldnimetus. NGS vdimaldab sekveneerida suurt
hulka DNA ja RNA jarjestusi palju kiiremini ja odavamalt kui Sangeri sekveneerimismeetod.

Enimkasutatud on firmade Illumina (Solexa) Inc., Roche/454, lon Torenti ja SOLID
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sekveneerimistehnoloogiad ja —platvormid [1]. Kuna teise pdlvkonna sekveneerimise
kasutamisel teadusuuringutes ja kliinilises praktikas on ulekaalus Illumina Inc. tehnoloogiad,
lahtub antud t06 eelkdige lllumina Inc. tehnoloogiate spetsiifikast [2].

Uhe proovi jarjestamisel teise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiatega toodetakse
paralleelselt miljoneid luhikesi DNA jérjestusi. Lihikeste jarjestuste saamiseks
fragmenteeritakse jarjestatav proov, valmistatakse ette matriitsjarjestuste raamatukogu,
immobiliseeritakse need tahkele kandjale, amplifitseeritakse sellel olevad jarjestused koopiate
kimpudeks ning Uheahelalise matriitsjarjestuse kdrvale komplimentaarse ahela sinteesi ajal
registreeritakse iga nukleotiidide liitumise tsikli ajal sunteesitavale ahelale liitunud
nukleotiidiga seostud fluorestsentsmérgise-signaal. Registreeritud signaalide pdhjal
koostatakse lugemite jarjestused. Teise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiate puhul
kasutatakse erinevaid silinteesi ja signaali registreerimise lahenemisi, mis kéik vdimaldavad
esimese pdlvkonna sekveneerimisega vorreldes viia paralleelselt 1abi rohkem reaktsioone,

jarjestades seel&bi proove palju kiiremini ja odavamalt (Metzker, 2010).

Teise pdlvkonna sekveneerimisel saadud lugemid on reeglina luhikesed, tavaliselt kuni 300bp
pikad ning nende pikkus s6ltub sekveneerimisel kasutatud tehnoloogiaplatvormist. Néaiteks
populaarseima sekveneerimisplatvormide tootja, Illumina sekveneerimisplatvormid toodavad
uhe sekveneerimisprotsessi kaigus maksimaalselt kas 2 x 150 bp (MiniSeq, NextSeq, HiSeq ja
HiSeq X seeria platvormid) voi 2 x 300 bp (MiSeq seeria platvorm) pikkusi paarislugemeid

[2].

Paarislugemite puhul saadakse Uhe sekveneeritava fragmendi mdlema otsa jarjestused ehk
lugem koosneb kahest kindlaks mé&ératud jérjestusega otsaalast ning nende vahele jaé&vast
aimatava pikkusega jarjestamata alast. See vodimaldab vorreldes (iksiklugemitega neid
referentsjarjestusele tdpsemini joondada, seda eriti genoomi kordusjarjestuste piirkondades.
Samuti  ho6lbustavad paarislugemid ulatuslikemate genoomsete  mberkorralduste,

kordusjérjestuste ja uute transkriptide leidmist [3].

Maksimaalselt registreeritakse kdige madalama labilaksevdimega Illumina platvormiseeriate
MiniSeq ja MiSeq puhul 25 miljonit ja kdrgeima labilaskevdimega platvormiseeria HiSeq X
Ten puhul 60 miljardit lugemit. Korraga on the sekveneerimisprotsessi puhul vdimalik saada
7,5 Gb kuni 1800 Gb jdrjestuste toorandmeid [2].

Toorandmeid valjastab sekveneerimisplatvorm reeglina FASTQ formaadis. FASTQ on
Wellcome Trust Sanger Instituudis (Suurbritannia) Jim Mullikini poolt FASTA-formaadi baasil

arendatud jarjestuste esitamise formaat, mis sisaldab iga jarjestuse kohta eraldi ridadel
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jarjestuse nime ja tapsustava informatsiooniga rida, nukleotiidide jarjestust, informatsioonirea
kordust ning igale nukleotiidile vastavat Phred-kvaliteediskoori vaartust esitatuna Uhe
simbolina ASCII (American Standard Code for Information Interchange) kodeeringus koos
nihkega 33 siimboli vdrra (Phred+33) (Cock et al, 2010).

1.2.2. Inimese tais-genoomi ja tais-eksoomi sekveneerimine

Genoomi sekveneerimisel on vdimalik valida kahe levinud lahenemise — tdis-genoomi voi tais-

eksoomi sekveneerimise vahel ning valik mdjutab oluliselt saadavaid tulemusi.

Tais-eksoomi sekveneerimine (TES) on laialdaselt kasutatav meetod nii sagedaste kui ka
haruldaste inimese geenivariatsioonide tuvastamiseks. Tais-genoomi sekveneerimine (TGS)
omab TESiga vorreldes laiemat katvust, kuid on hinna poolest kallim meetod (Belkadi et al,
2015).

Kuna variatsioonide mdju, mis asuvad véljaspoolt valkude kodeerimisalasid, on raske
tdlgendada, otsitakse eelistatult valkude kodeerimisalasse j&avaid variatsioone. Neid on
vOimalik tuvastada nii TESI kui ka TGSiga.

Siiski nditas 2015. aastal Aziz Belkandi koos kolleegidega (Belkadi et al, 2015) kuue indiviidi
TES ja TGS meetoditega saadud andmete vordlusel, et TGS tagab Uhtlasema sekveneerimis-
kvaliteedi parameetrite jagunemise kui TES, mille kallutatus on tdendoliselt tingitud TES-il
kasutatavate proovi hibridisiatsiooni ja PCR-amplifikatsioni meetoditest. Samuti leiti, et TGS
detekteerib sadu potentsiaalselt kahjulikke SNVsid (umbes 3% koigist korge kvaliteediga
SNVdest, mida TGS puhul maarati) rohkem kui TES, kuigi SNVd asusid TES sihtméarkaladel
(Belkadi et al, 2015).

1.2.3. NGS andmete to6tluse pdhisammud

Nagu eelpool mainitud, saadakse NGSil suur kogus toorandmeid, mis koosnevad sadadest
tuhandetest vOi miljonitest lthikestest lugemitest ehk kindlaks méé&ratud jarjestusega DNA

I6ikudest. Andmete edasine analliiis koosneb tldjoontes jargmistest sammudest:

e toorandmete kvaliteedi hindamine,

lugemite joondamine referentsgenoomile,

joondatud jarjestusest variatsioonide tuvastamine,

saadud variatsioonide annoteerimine ning andmete visualiseerimine,

huvi pakkuvate variatsioonide filtreerimine, leitud variatsioonide valideerimine
(Pabinger et al. 2014).



1.2.4. NGS lugemite paigutamine referentsjarjestusele

Selleks, et sekveneerimisel saadud toorandmeid analtitisida, on lthikestele lugemitele vaja leida
nende positsioon genoomis. Teise pdlvkonna sekveneerimisel saadud andmeid jarjestatakse
eelkdige referentsgenoomile ehk lihikestele lugemitele leitakse asukoht, kus nad on koige

sarnasemad referentsiks kasutatud jarjestusele (Trapnell ja Salzberg, 2009).

Inimese genoomse jarjestuse kasutatakse referentsina Genome Reference Consortiumi (GRC)
poolt kokku pandud referentsgenoomi (Nielsen et al, 2011). GRC poolt kokku pandud
referentsgenoom on pidevalt taiendatav, 21. martsil 2016 ilmus inimese referentsgenoomi
versioon GRCh38.p7. Referentsgenoomi jarjestuse pidev tdiendamine toob kaasa muutused nii
jarjestustes endis kui ka referentsgenoomi mahus. Naiteks versioon GRCh38.p7 koosneb 3 232
546 710 jarjestatud aluspaarist, versioon GRCh37.p13 koosneb 3 234 834 689 aluspaarist.
Muutused jarjestustes versioonide vahel toovad kaasa versioonidevahelisi nihkeid
koordinaatides. See tédhendab, et Uhes kromosoomis olev kindel positsioon vdib erinevates
referentsgenoomi versioonides kanda erineva jarjekorranumbri [5]. SeetGttu on oluline panna
téhele, et erinevate referentsgenoomist sbltuvate tooriistade kasutamisel oleks kasutusel sama
referentsgenoomi versioon. Vajadusel saab Uhele referentsgenoomile joondatud jérjestuse
koordinaate konverteerida umber teise referentsgenoomi koordinaadistikku National Center for

Biotechnology Information (NCBI) Genome Remapping Service’i abil [6].

Lugemite joondamisel referentsjarjestusele on mitmeid valjakutseid. Sekveneerimisel saadud
lugemite puhul on enne joondamist teada mitmeid parameetreid — lugemi pikkus, paarislugemi
puhul ligikaudne fragmendi pikkus ning vale nukleotiidi méaramise tGendosus ehk kvaliteet.
Joondamise eesmérgiks on leida referentsjarjestuse peal koht, mis langeb lugemiga koige
paremini kokku. Kuna eukartiootide genoomides on palju kordusi, referentsjérjestusest
erinevaid variatsioone ning lisaks tekib ka sekveneerimisel vigu, on joondamisel vaja lubada
nii mittesarnaste téhtede paare (inglise keeles mismatch) kui ka joonduse vahesid. Sobiva
joondamisvigadega arvestatava algoritmi valik v@imaldab joondada lugemeid, mis osaliselt
sisaldavad korduselemente vOi erinevaid genoomivariatsioone (SNVd, insertsioonid ja

deletsioonid, koopiaarvu muutused) (Pabinger et al, 2014; Reinert et al, 2015).

Laialdasemalt kasutatavad veamudelid on Hamming distance, mis vdtab vea arvutamisel
arvesse ainult mismatche lugemi ja valitud genoomse asukoha vahel, ning edit distance, mis
vOtab arvesse mismatche ning indeleid. Lisaks on vdimalik kasutada kaalutud edit distance
mudelit, mis annab kaalutud veahinded ehk teeb vahet erineva pikkusega mismatchidel,

indelitel ning vdib kaaluda positsiooni-spetsiifilisi vigu erineval s6ltuvalt nukleotiidi valesti
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maaramise tbendosusest. Kuigi joondamisttoriistad vdivad laheneda joondamise probleemile
vdikeste erinevustega, néiteks lubades lugemite otstel olla mitte-joondatud, kasutavad
joondusalgoritmid tldjoontes siiski sarnaseid I&henemisi.

Lisaks erinevustele lugemite ja referentsjarjestuse vahel tuleb joondusalgoritmidel optimeerida
tooriistade poolt kasutatavat arvutusmalu ning joondamisele kuluvat aega, mis kasvavad
proportsionaalselt lugemi pikkuse ja genoomijarjestuse suurenemisega. Suurte sisendmahtude,
nii lugemite arvu kui referentsjérjestuse suuruse, kiiremaks ja optimaalsemaks joondamiseks

on kasutusel kaks pdhilist lahenemist: filtreerimine ja indekseerimine.

Filtreerimispdhine lahenemine véldib suuri referentsjarjestuse piirkondi, millele ei leita
sarnaseid jarjestusi. Referentsjérjestus jaotatakse luhikesteks piirkondadeks ning vorreldakse
neid lugemite lthikeste 16ikudega. Referentsjarjestuse piirkonnad, mis ei oma lugemiosadega

taielikult kattuvaid alasid, jaetakse edasisest joondamisest vélja (Reinert et al, 2015).

Indekseerimisel pdhinev lahenemine eeldab lugemite ning referentsjarjestuse eeltdotlemist
stringideks (tahestikusimbolitest koosnevateks sdnedeks). Eeltootluse jarel ei ole vaja
joondamisprotsessi kaigus skaneerida tervet referentsjérjestust, mis vdimaldab algoritmil
tootada kiiremini, kasutades seejuures suuremat arvutusmalu mahtu. Stringi indekseerimise
ldhenemist kasutavad néiteks suffix array (Manber ja Myers, 1990), FM-indeksi (Ferragina ja
Manzini, 2000) ning Burrow-Wheeleri transformatsiooni (Burrows ja Wheeler, 1995) pdhjal
koostatud algoritmid.

Enimkasutatud joondamistodriistad, mida kasutatakse teise pélvkonna sekveneerimisel saadud
lugemite joondamiseks, on Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (Li ja Durbin, 2009) ja Bowtie2
(Langmead et al., 2009).

BWA on mdeldud suurte genoomide joondamiseks ning téotab FM-indekseerimise meetodil,
mis baseerub Burrows-Wheeleri transformatsioonil. BWA pakett koosheb kolmest
alternatiivsest algoritmist — align, SW ja MEM. Esimene on kasutusel Illumina tehnoloogiatega
saadud lugemite, mis on kuni 100 nukleotiidi pikad ning teised on pikemate, 70...1000
nukleotiidi pikkade lugemite joondamiseks. Neist kdige uuem, BWA-MEM, on tdpsem ja

kiirem ning soovituslik tooriist inimese genoomi joondamisel asendamaks BWA aligni [7].

BWA-MEM voéimaldab leida ka kimaarseid lugemeid. Samuti tolereerib tOoriist paremini
sekveneerimisel tehtud vigu. BWA-align on disainitud td6tama sekveneerimisvigadega alla 2%
ning vajadusel I6ikab Illumina Inc. tehnoloogiaga loodud lugemitel dra 3’-otstest madala

kvaliteediga nukleotiide. BWA-MEM on aga disainitud tolereerima pikemate lugemite korral
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rohkem sekveneerimisel tekkivaid vigu, nditeks 5% veamaara 500 bp pikkuste lugemite ning

10% veamadra 1000 bp pikkuste joonduste korral [7].

BWA-MEM on soovituslik to6riist Broadi Instituudi Genome Analysis Toolkiti (GATK),
poolt. GATK on muutunud standardiks variatsioonide tuvastamiseks. GATK koondab enda alla
mitmeid kvaliteedkontrolli-, diagnostika-, andmetd6tluse ja variatsioonidega toGtamise

tooriistu [8].

Bowtie2 (Langmead ja Salzberg, 2012) on samuti FM-indekseerimise meetodil pdhinev
joondamistooriist. See on moeldud 50...1000 nukleotiidi pikkuste lugemite joondamiseks
suurte genoomidele (néiteks imetaja omale). Bowtie2-1 on kaks erinevat joondamise viisi —

local (lokaalne) ja paired-end (paarisjoonduse).

Lokaalse joonduse puhul ei pea joondused referentsiga tdiesti kattuma, vaid neid vdib otsast
veidi ,karpida“, kuid samuti on vdimalik joondada end-to-end viisil ehk lugemid peavad

taielikult referentsiga joonduma.

Bowtie2 on loodud suurte genoomide joondamiseks ning optimeeritud pikkadele lugemitele.
Samuti on see optimeeritud arvestama vigadega, mida teevad suuremate sekveneerimisfirmade,

nagu naiteks Illumina HiSeq v6i Roche/454, platvormid [9].

Bowtie2-s on kasutusel esmase tooriistana mitmes suuremas pipeline’is ning seda kasutatakse
nii variatsioonide méaramisel, kui ka ChlIP-seq, RNA sekveneerimise analliusidel kui ka
bisulfit-sekveneerimisel DNA metulatsioonimustrite uurimisel. Oluline on toonitada selle
integreeritust populaarsetesse RNA analidsitdoriistadesse, nditeks TopHat [10], mis on Kiire

splaissimise Uhenduskohtade joondaja [9].

Joondamisel kasutatavad tOoriistad saavad teha Gldistatult kahte tliupi vigu — lahtuvalt kas
lugemite kvaliteedist voi joondusalgoritmi eripdradest. Halvasti madratud (madala
kvaliteediga) nukleotiidid joondustes vahendavad nende téendosust korrektseks paigutamiseks
referentsjarjestuse suhtes. Seejuures tdstab kvaliteediskooriga arvestamine joondamise
tundlikkust ning voib pohjustada erinevusi kvaliteediskooriga arvestatavate algoritmide,
naiteks BWA, efektiivsuse erinevust kvaliteediskooriga mittearvestavate algoritmidega

vorreldes. (Kerpedjiev et al., 2014)

On ndidatud, et erinevad tooriistapaketid, mis integreerivad endas joondusalgoritme ning
variatsioonide tuvastamise tooriistu, ei tuvasta paljusid SNVsid vdi indeleid Uhtselt.
Kokkulangevalt maarasid uuringus kasutatud populaarsed pipeline’id ligi 60% SNVdest ning
on néidatud, et s6ltuvalt metodoloogilistest erinevustest eksivad kéik tédriistad nii Uhtemoodi
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kui ka omavad neile unikaalseid vigu ehk iga tooriistaga on teatud variatsioonid, mis jaavad
tuvastamata. (O’Rawe et al., 2013)

Tooriistad vajavad sisendfailina joondamata lugemeid sisaldavat FASTQ v0i FASTA
failiformaate ning toodavad véaljundina joondatud jérjestuse, mis on salvestatud reeglina SAM
ehk Sequence Alignemnt/Map formaadis. Edasiseks kasutamiseks konverteeritakse SAM

formaadis failid binaarsesse BAM formaati [7].

SAM formaadis fail on tabuleeritud tekstifail, mis sisaldab péiseosa ning joonduste osa.
Joonduste osas on igal real 11 kohustuslikku valja, mis sisaldavad lugemi nime, lugemi
positsiooni joondatud jarjestuses, informatsiooni nukleotiidide kvaliteedi (Phred-skoor) ning

antud lugemi paarilise kohta ning muud joondusalgoritmide-spetsiifilist informatsiooni [11].

1.2.5. SNVde tuvastamine

Genoomianaluisi heks eesmargiks juba sekveneeritud genoomiga organismide puhul on
madrata uuritavas genoomis esinevaid variatsioone, sealhulgas SNVsid, mille pdhjal on hiljem
vOimalik otsida seoseid olemas olevate variatsioonide ja fenotitbiliste tunnuste vahel. SNVde
tuvastamisel leitakse positsioonid genoomis, kus (ks nukleotiididest erineb referentsgenoomis

samas positsioonis olevast nukleotiidist.

SNVde tuvastamine ja genotlpiseerimine vdib toimuda lihtsal meetodil, vottes arvesse
erinevate alleelide esinemist kindlas positsioonis ning rakendades lavendvaartusi maaramaks

alleeli kas referentsgenotbiks voi SNVKs.

Keerukamad SNVde ja genotilpide tuvastamise algoritmid kasutavad tdendosuslikku
raamistikku ehk arvestavad arvutuslike meetodite abil SNVde ja genotulpide tuvastamisel
vOimalikke sekveneerimisel ja joondamisel tekkivaid vigu ning teadaolevaid alleelisagedusi ja
mittetasakaalustatud aheldatust (LD, inglise keeles linkage disequilibrium) puudutavat

informatsiooni (Nielsen et al, 2011).

Lisaks vdimalikele sekveneerimisel ja joondamisel tekkivatele vigadele mdjutab SNVde
tuvastamist sekveneeritud jarjestuste katvus. Sekveneerimise katvus nditab keskmist lugemite
arvu iga sekveneeritava jarjestuse genoomse positsiooni kohta. Mida kdrgem on katvus ehk
mida rohkem kordi on sekveneerimisel selle piirkonna nukleotiidi registreeritud, seda suurema
kindlusega saab méérata sekveneeritud proovi jérjestuse [4]. Kdrge katvusega (lile 20-kordne)
sekveneeritud proovide puhul mé&ravad erinevad SNVde tuvastamise to0riistad SNVsid pigem
sarnaselt (Adams et al, 2012). Madala katvusega (vahem kui 5-kordselt) sekveneeritud

proovide puhul mé&&ravad tooriistad SNVsid erinevalt. Nelja enimkasutatava tooriista,
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SOAPsnp, Atlas-SNP2, SAMtools ja GATK vdrdluses oli Ghtselt maaratud SNVde osakaal
umbes 35%...45% dbSNP andmebaasis olevate SNVde puhul ning 19%...28% de novo
maaratud SNV de puhul. Kéige enam mdjutas katvus uudsete SNV de tuvastamist — minimaalse
katvuse kriteeriumi tdstmisel kolmekordselt neljakordsele jéi tuvastamata umbes 50% SNV dest

ning kiimnekordse katvuse puhul méarati ainult 15% SNVdest.

Madala katvusega proovidest SNVde tuvastamisel vOib usaldusvdérsete tulemuste
saavutamiseks kasutada paralleelselt mitut tOoOriista, kuigi see suurendab samal ajal
valenegatiivsete tulemuste saamise ehk tdeliste SNVde mitte-tuvastamise tdendosust (Yu ja
Sun, 2013).

Ulevaade enimkasutatud SNVde tuvastamise algoritmidest on toodud jargnevas tabelis (tabel
1).

SNVde tuvastamise tooriistad kasutavad sisendina reeglina BAM-formaadis faili ning
valjundiks on standardiseeritud Variant Call Format ehk VCF fail. See algab paisest, mis
sisaldab informatsiooni faili sisu kohta ning faili sisus kasutatavate lihendite tdhendusi.
Variatsioonid on fails esitatud tabuleeritud teksti kujul, kus igale real on informatsioon the
variatsiooni kohta. Variatsioonide kirjeldamiseks faili pdhiosas kasutatakse igale variatsioonile
vastaval real jargnevaid valju: CHROM — kromosoomi number, POS — variatsiooni alguse
positsioon, ID — variatsiooni unikaalne identifitseerimiskood, REF — referentsalleel, ALT —
mitte-referentsalleelid, QUAL — SNV tuvastamise kvaliteed Phred-skaalal, FILTER -
filtreerimisinformatsioon, INFO — kasutaja vdi tooriistade poolt lisatav informatsioon naiteks
alleelisageduste, katvuse ja genotilbi kvaliteedi kohta. Kui he variatsiooni kohta on reas
mitme proovi informatsioon, lisatakse juurde FORMAT vili, kirjeldamaks eraldi iga proovi
valja sisu (Danecek et al, 2011).

1.3. SNVde annoteerimine

Fenotldip-genotulp seoste, naiteks kindlate haigustega seotud variatsioonide leidmiseks on
pérast SNVde tuvastamist vaja filtreerida suurest hulgast variatsioonidest valja voimalikud huvi
pakkuvaid fenotudpilisi tunnuseid mojutavad variatsioonid. Selleks loob eeldused
annoteerimine ehk variatsioonidele informatsiooni lisamine variatsiooni asukoha kohta
genoomis ja/vdi geenis, informatsiooni (varem tuvastatud) SNVde esinemise kohta kindlates
transkriptides ning teadaoleva vdi arvutuslikult saadud informatsioon nende vGimaliku mdju

kohta geenide avaldumisele ja stinteesitud valkudele (Cingolani et al., 2012).
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Tabel 1 Ulevaade enimkasutatavatest SNVde tuvastamise tooriistadest, mugandatud Nielsen et al, 2011 artikli pdhjal. Sisendi formaat tahistab faili
thdpi, milles peavad analliusitavad joondatud lugemid salvestatud olema. Valjundi formaat t&histab failitutpi, millesse salvestatakse maaratud SNVd.
Eelnduete all on valja toodud olulised sammud, mis peavad olema tehtud enne, kui joondatud lugemitest on véimalik SNVsid maérata, ning tarvilik
lisainformatsioon, mida tuleb kasutajal ké&sitsi tdpsustada. Tuvastamise otsuse moddik on algoritmi voi kriteeriumi otsuse statistiline kirjeldus, mille abil
on vdimalik hinnata SNV tuvastamise usaldusvéarsust. NGS andmete anallilisipakett naitab, kas SNVde tuvastamise tooriist on integreeritud suuremasse
analudsipaketti. Viide on hiperlink veebiaadressile, kust on voimalik vastavat todriista alla laadida voi selle kohta lisainformatsiooni saada.

Sisendi | Véljundi | Eelnduded Tuvastamise otsuse mdddik | NGS  andmete | Viide
formaat | formaat analliisipakett
Atlas-SNP2 (Shen et al, | SAM/ VCF PCR duplikaatide | Posterior probability https://sourceforge.net/p/atl
2010) BAM (Variant | eemaldaine, nukleotiidide as2/wiki/Atlas-SNP/
Call kvaliteedi Umberarvutamine,
Format) indelite kohalik
Umberkoondus
Genome Analysis Toolkit | SAM/ VCF Joondatud lugemid FisherStrand, Genotype | GATK https://www.broadinstitute.
Unified Genotypic caller | BAM quality, HaplotypeScore, org/gatk/
(GATK-UGT) (DePristo et MappingQuality,
3'0'15011; McKenna et al, QUAL, RankSumTest,
) ReadPosRankSumTest
SAMtools (Li et al, 2009a) | BAM VCF Joondatud lugemid Genotype quality, QUAL Samtools, http://www.htslib.org/
bcftools —
SOAPsnp (Li et al, 2009b) | SOAPi | VCF Korge kvaliteediga SNVde | Consensus score SOAP2 http://soap.genomics.org.cn
véljund andmebaas, nt doSNP /soapsnp.html
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1.3.1. Uldised toopdhimétted

Variatsioonide annoteerimisel on v@imalik kasutada erinevaid lahenemisi, mida vdib jagada
jargmistesse gruppidesse: reeglitepdhine, jarjestuste konserveeritusel péhinev ja masindppel
pdhinev annotatsioon. Selline klassifikatsioon on mugandatud Graham RS Ritchie ja Paul
Fliceki 2014. aastal avaldatud klassifikatsioonist (Ritchie ja Flicek, 2014).

1.3.1.1. ReeglitepBhine annotatsioon

Tanapéeva teadmised genoomijérjestuste, kindlate geenielementide funktsioonide ning
teadaolevate variatsioonide poolt pohjustatud fenotliibiliste muutuste kohta vdimaldavad
ennustada variatsioonide poolt pdhjustatud muutusi geenide funktsionaalsuses. Variatsioonid
pdhjustavad muutusi geeni ja seda Umbritsevate alade jérjestustes. Kasutades &dra teadaolevat
informatsiooni geeni struktuuri ja elementide kohta ning teades geneetilise koodi tlgendamise
reegleid, on vdimalik ennustada vdimalikke muutusi geeni elementides, geeni poolt

kodeeritavates valkudes voi splaissingus (Cingolani et al, 2012; McLaren et al, 2010).

Iga tooriist kasutab eeldefineeritud variatsiooni tagajargede (inglise keeles consequence)
nimekirja ning reegleid nende maaramisel. lga variatsioon kontrollitakse reeglite suhtes ning
valjundisse lisatakse variatsiooni juurde kas koik v@imalikud voi kdige suurema mdjuga
tagajarg. Néiteks tagajarg ,,stop-gained “ ehk ,,stopkoodoni loomine*“ on SNV tagajarg, kus
aminohapet kodeeriv koodon hakkab selles sisalduva SNV tagajarjel tahistama stopkoodonit
ehk on transkriptsiooni l8petamise signaaliks. See vO6ib tuua kaasa liiga lihikese mMRNA

transkribeerimise, millelt vBidakse transleerida diisfunktsionaalne valk.

Samuti on vo@imalik lisada téiendavat informatsiooni, nagu naiteks koodoni ja vastava
aminohappe muutust, muutuse asukohta cDNAs, valgus vdi kaugust lahima geenini (Cingolani
et al, 2012; McLaren et al, 2010; Wang et al, 2010).

Reeglitepdhist annotatsiooni kasutavad tooriistad rakendavad reeglina kahte sammu:
andmebaasi loomist ning variatsiooni mdju arvutamist. Andmebaasi ehitamiseks kasutatakse
referentsgenoomi ning annotatsioonitabelit, mis v6ib olla néditeks RefSeqi (NCBI Reference

Sequence Database) vOi Ensembli andmebaas.

Teise sammuna loeb td0riist sisse nii andmebaasi kui ka variatsioone sisaldava faili (VCF).
Seejérel vordleb tooriist igat variatsiooni loodud andmebaasi vastu ning kui variatsiooni ning

andmebaasi vahel on kattuvus, lisatakse variatsioonile selle vdimalik mdju. Lisaksinnatakse
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eksonis asuvate mitte-sinoliimsete variatsioonide efekte, millele lisatakse koostatud

andmebaasis variatsiooni kohta teada olev lisainformatsioon.(Cingolani et al, 2012).

Reeglitepbhise annotatsiooni puhul mangib tulemuste saamisel olulist rolli kasutatav

andmebaas. Ulevaade andmebaasidest ja nende spetsiifikast on kirjeldatud peatiikis 1.5.

Reeglitepdhiste todriistade annotatsiooniinformatsioon on piiratud praeguste teadmiste ja
mudelitega genoomi elementide funktsioonide kohta ning ei suuda ennustada ootamatult
kaituvate variatsioonide mdju. Samas, selline lahenemine loob hlipoteese variatsioonide mdju

kohta, mida on vdimalik laboratoorsetes tingimustes kontrollida.

Praegused tooriistad ei arvesta reeglina proovi tulbiga, nditeks koe liigi v8i arengustaadiumiga,
kust jarjestus parineb. Néaiteks, kui SNV toob annotatsiooni jargi kaasa enneaegse stopkoodoni
loomise ning seel&bi mitte-funktsionaalse valgu tootmise, v6ib variatsiooni sisaldav transkript
uuritavas koes mitte avalduda ning hoolimata ennustuse kaalukusest mdju puudub. Seet6ttu on
soovitatav lisada annoteerimisinformatsioonile koespetsiifilise ekspressiooni informatsiooi
(Ritchie ja Flicek, 2014).

Reeglitepdhise annoteerimise Gldreeglid ning vdimalikud variatsioonide tagajarjed kolme

populaarseima annoteerimistodriista baasil on valja toodud lisas 1.

1.3.1.2. Jarjestuste konserveeritusel ja homoloogial péhinev annotatsioon

Kaasaegsete elusorganismide geenid on l&binud loodusliku valiku. Seega on valkude kindlatel
positsioonidel olevad aminohapped, mis on ka teistel liikidel konserveerunud, tdendoliselt
olulised ning mutatsioonid neis positsioonides omavad suure tdendosusega kahjulik mdju (Sim
et al, 2012).

Evolutsioonilise konserveerumise leidmiseks nii DNA kui ka valkude jarjestustele on arendatud
mitmeid tooriistu, mis pdhinevad homoloogsete jarjestuste mitmesel joondamisel. Uldjoontes
jarjestab tooriist mitu homoloogset eri liikidelt périt joondust. Seejarel anallsib igas
positsioonis esinevaid variatsioone eraldi. Selleks loetakse kokku kdikide asendusnukleotiidide
esnemissagedused ning korvutatakse eeldatavate tulemusega, mis on fiilogeneesipuu haru
pikkuste ning neutraalsete jarjestuste pohjal vélja arvutatud lahknevuse t6endosus ehk iga
nukleotiidi v6i aminohappe esinemise tdendosus antud positsioonis. T6en&osuse pdhjal on
voimalik hinnata, kas nukleotiidi v6i aminohappe asendus on tolereeritav v6i mitte (Cooper et
al, 2005).
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Konserveeritus on annoteerimisel kasutatav oluline tunnus, kuid see ei v0ta arvesse
adaptatsioone, mis on leidnud aset néiteks inimese ja teiste primaatide lahknemisel viimasest
teadaolevast uhisest eellasest. Kdige rohkem mdjutab antud puudujadk regulatoorsete
piirkondade annoteerimist, mis on evolutsioneerunud palju kiiremini kui valke kodeerivad
geenid (Sim et al, 2012). Naiteks on transkriptsioonifaktorid liigispetsiifilised, isegi
selgroogsete loomade seas (Schmidt et al., 2010). Seetdttu vdib olemasolevate tdendite jargi
tugevalt konserveerunud jarjestus, kus muutused on ennustuste jargi mitte-tolereeritavad,

mdningaid muutusi ikkagi tolereerida.

1.3.1.3. Masindppel pdhinev annotatsioon

Alternatiivina bioloogilistest teadmistest sbltuvatele annotatsioonipdhimdtetele, mis vajavad
tooriista loojate poolt paika pandud reegleid, on annoteerimisel véimalik kasutada vordlust
kindla funktsiooni v6i mdjuga variatsioonide ja mdjuta variatsioonide vahel ning tddtada

vOrdluste pdhjal valja ennustusalgoritmid.

MasinOppe meetodi puhul kasutatakse uldjoontes treeningvariatsioonide komplekti, kus
jarjestused on klassifitseeritud naiteks tolereeritavateks, kahjulikeks ja neutraalseteks. Olemas
olevate andmete pdhjal tootatakse valja algoritmid, mis ennustavad, millise kategooria
variatsioonidega on uus variatsioon kdige sarnasem ning liigitavad selle vastavatesse
kategooriatesse. Selline l&henemine on kasutusel néiteks iheaminohappeliste asenduste ehk
missense vOi mitte-sinonliimsete variatsioonide annoteerimisel (Adzhubei et al, 2010;
Ramensky et al, 2002).

Masindppel pdhinevad tooriistad vdivad identifitseerida fusioloogiliselt olulisi uusi
variatsioone, mida praeguste teadmiste juures ei ole voimalik teadmispdhiste meetoditega
annoteerida. Kuid antud to6riistad valjastavad ennustusi skoori-p8hiselt, mis ei ole kergesti
tblgendatav. Samuti voivad sellised tooriistad kasutada &ra kallutatust andmestikus, néiteks
mone geeni variatsioonide (leesindatuse treeningmudelis, ning luua kallutatud algoritmi
(Ritchie ja Flicek, 2014).

1.4. Ulevaade enimkasutatavatest annoteerimistodriistadest

1.4.1. Ulevaade enimkasutatavatest reeglitepdhistest annoteerimistooriistadest

Uhed enimkasutatud annotatsioonitddriistad on reeglitepShise annotatsiooni tooriistad Variant
Effect Predictor enk VEP (McLaren et al, 2010), Annotate Variation ehk ANNOVAR (Wang
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et al.,, 2010) ja SnpEff (Cingolani et al.,, 2012). Kokkuvétlik Ulevaade enimlevinud

reeglitepdhistest annoteerimistddriistadest on toodud tabelis 2.

Variant Effect Predictor on avaldatud aastal 2010 William McLareni ja tema kolleegide poolt
Euroopa Bioinformaatika Instituudist ja Wellcome Trust Sangeri Instituudist. VEP on hallatav

Ensembli poolt.

VEP voimaldab kasutada tooriista nii veebi- kui ka k&sureapdhiselt. Mdlemal juhul on sisendiks
annoteeritavate variatsioonide nimekiri koos kromosoominime ning veebipOhise tooriista
valjundiks on Ensembl Genome Broweriga integreeritud annotatsioonidega tabel.

KésureapOhise programmi valjundiks on lisandunud annotatsiooniga laiendatud VVCF.

Variatsiooni koordinaatide abil otsib todriist Ensembl Core andmebaasist, mis on erinevatest
allikatest péarit andmete tuumikandmebaas, vélja variatsiooniga kattuvad transkriptid. Kui
variatsioon langeb eksoni piirkonda, tuletatakse iga variatsiooni alleeli kohta uus koodon ja
vOrreldakse seda referentsi koodoniga. Variatsiooni asukohta regulatoorsete regioonide suhtes
kontrollitakse Ensembl Functional Genomics andmebaasist. Annotatsiooni tulemusele lisatakse
transkripti identifitseerimiskood, variatsiooni suhtelise positsioon cDNA ja valgujarjestuses
(McLaren et al, 2010).

VEP on integreeritav mitmete tooriistadega, néiteks efekti ennustajate SIFTi (,,Sorting
Intolerant from Tolerant) ja PolyPhen-2-ga. Samuti vdimaldab see kasutada erinevaid
transkriptikomplekte teistest allikatest lisaks Ensembl’ile [12].

ANNOVAR on 2010. aastal Kai Wangi, Mingyao Li ja Hakon Hakonarsoni (Children’s
Hospital of Philadelpia ja University of Pennsylvania) poolt avaldatud annoteerimistooriist, mis

esialgu tootas vaid k&sureapbhiselt ning 2015. aastal lisandus ka veebitooriist.

ANNOVARI sisendiks on mitmed formaadid, sealhulgas standardne VCF, ning valjundiks nii
taiendatud VCF kui ta tabuleeritud voi komaga eraldatud tekstifail.

ANNOVAR pakub kolme tidpi annotatsioone: geenipdhist, piirkonnapdhist ja filtripdhist.
Geenipdhine annotatsioon annab informatsiooni selle kohta, kuidas variatsioon mdjutab
teadaolevat geeni, nditeks olles eksoni-, introni- vOi splaisinguvariant, stinontiimne voi
mittesiinonliimne vBi muu sarnane variant. Samuti lisandub informatsioon selle kohta, millised

transkriptid on mdjutatud ning millised on muutused aminohappejarjestuses.
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Tabel 2. Ulevaade enimlevinud variatsioonide annotatsioonitodriistade omadustest.
Tabelis on vélja toodud tddriistade kasutamise vdimalused, kasutamiseks vajalikud
failiformaadid, pdhilised kasutatavad andmebaasid ning olulised annoteerimise lisavoimal

VEP (McLaren et al, | ANNOVAR (Wang et | SnpEff (Cingolani
2010) [12] al, 2010) et al, 2012) [14]
Koduleht http://www.ensembl. | http://mww. http://snpeff.
2z org/info/docs/tools/v | openbioinformatics.org/ | sourceforge.net
:§ ep/index.html annovar/
http://wannovar.usc.edu
Viimane 84 (marts 2016) Uusim veebruar 2016 | 4.2 (12. 2015)
versioon
=
S | Veebiliides Jah Jah Ei
<
Kaésurea Jah Jah Jah
programm
< .2 | Sisendi fail VCF, mpileup, | VCF VCF, BED
> O .
= HGSV notation
= 2
= & | Véljundi fail VCF VCF, TXT (tekstifail) VCF
RefSeq Ensembl+RefSeq Jah Jah
©
§ § ENCODE GENCODE Basic Jah ENCODE
~ 0
n D
g E | dbsnp Jah Jah Jah
[
(341
Ensembl Jah Jah Jah
Geenipdhine Jah Jah Jah
annotatsioon
Piirkonnapdhine | Ei Jah Jah
annotatsioon
S Filtriphine Ei Jah Ei
o] .
S annotatsioon
E
'g Muu Regulatoorsete Kasuab USCE | Koespetsiifiline
-% elementide. referentsgenoomi ja | annoteerimine
§ transkriptsioonifaktor | terminoloogiat
e ite motiive
s .
< JASPARIst
SIFT Jah Jah dbNSFP kaudu
PolyPhen-2 Jah Jah dbNSFP kaudu
Filtreerimine Jah, Perli skript Jah, Késurea késud
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Piirkonnap6hine annotatsioon annab informatsiooni selle kohta, kas variatsioonid kattuvad huvi
pakkuvate piirkondadega, nagu nditeks konserveerunud genoomsed elemendid, microRNA
sihtmérkalad v6i DNA Elementsi (ENCODE) poolt annoteeritud regioonidega.

Filtripdhise annoteerimise puhul on vdimalik filtreerida annoteeritavate variatsioonide hulgast
kindlatele kriteeriumtele vastavad variatsioonid, lisada 1000 Genomes Projecti andmete pdhjal
variatsioonide alleelisagedused, leida variatsioonidele SIFTi ja PolyPhen-2 skoorid voi
identifitseerida variatsioonid dbSNP andmebaasis. [13]

SnpEff on Pablo Cingolani (McGilli Ulikool, Quebeck, Kanada) ja tema meeskonna poolt
ainult kasureal tootav annotatsioonitdoriist. Lisaks SNPdele analtiusib SnpEff ka insertsioone
ja deletsioone (Cingolani et al, 2012).

Uheks SnpEffi eeliseks on tema kiirus, mille tagab andmete, nii referentsandmebaasi kui ka
sisendandmete, tootlemine intervallimetsa meetodil. SnpEff on integreeritav mitme teise
tooriistaga, naiteks Galaxy serverisse vOi GATKsse. SnpEffi on pikemaks perioodiks
kasutusele votnud ka naiteks Illumina Inc., Sangeri Instituut ja AstraZeneca [14].

Sisendfailiks vajab SnpEff VCF v6i muud tabuleeritud tekstifaili, BED faili vdi SAMtoolsi
mpileup faile. Véljundiks on modifitseeritud VCF vdi tekstifail. Sisendfail peab kindlasti
sisaldama variatsiooni koordinaate, variatsiooni ID-d, referents- ja muutunud jérjestust,
soovitavalt ka kvaliteediskoori ning kvaliteedifiltri  |&bimise informatsiooni (kas
kvaliteediskoor labis filtri vGi mitte) ning soovi korral muud lisainformatsiooni, mida lisatakse
variatsioonide tuvastamise kaigus. Véljendfailiks on VCF, kuhu lisatakse iga variatsiooni kohta
geneetiline informatsioon (geeni 1D, nimi, transkripti ID, eksoni ID jmt) ja informatsioon
variatsiooni moju kohta (mdju titp, aminohappe muutus, koodoni muutus, koodoni number

Consensus CDSi projekti baasil (Cingolani et al, 2012).

1.4.2. Jarjestuse konserveeritusel ja homoloogial p&hinevad tooriistad

DNA ja valkude jérjestuste pohjal konserveerituse hindamist kasutavad annoteerimismeetodina
mitmed tooriistad, nditeks ,,Functional Analysis through Hidden Markov Models* ehk
FATHMM (Shihab et al., 2013), SIFT (Ng ja Henikoff, 2003) ja ,,Protein Variation Effect
Analyzer® ehk PROVEAN (Choi et al., 2012). Nende (hiseks jooneks on skoori, mis sisuliselt
véljendab konserveeritusse astet, arvutamine ning selle pdhjal variatsioonide liigitamine
tolereeritavateks vdi kahjulikeks (Ritchie ja Flicek, 2014). Kokkuvdtlik tilevaade enimlevinud

konserveeritusel ja homoloogial pShinevatest annoteerimistodriistadest on toodud tabelis 2.
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SIFT on algoritm, mis ennustab SNPdest ja indelitest tulevate aminohappeasenduste
potentsiaalset moju valkude funktsioonile. SIFT on loodud 2001. aastal Pauline Ng meeskonna
poolt (Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, USA), 2008. aastal viidi teenus Ule J.
Craig Venteri Instituuti (California ja Maryland, USA) ning alates 2010. aastast Singapuri

Genoomiinstituuti [15].

SIFTi tooriistadest on suurem osa kohandatud inimese SNV de analiitisi jaoks. SIFT doSNP 138
andmebaas sisaldab ette arvutatud ennustuste vaartusi inimese ja 28 teise liigi SNPde kohta,
mis on omakorda parit NCBI dbSNP (versioon 138) andmebaasist [15]. SIFT 4G (,,SIFT

Databases for Genomes ) sisaldab SNVsid tle 200 liigi, sealhulgas inimese, jaoks [16].

SIFT on treenitud analliisima lisaks SNV dele ka lihikesi, kuni 20bp pikki ideleid. Indelite

analliusimiseks on arendatud SIFT Indel tooriist (Sim et al, 2012).

SIFT analtitsib uuritavat SNVd sisaldava geeni poolt kodeeritavat aminohappejarjestust. Antud
jarjestusele otsitakse kasutaja valikul tiles Uniprot SwissProt, Uniprot TrEMBL vdi NCBI NR
(,NCBI non-redundant proteiin database*) valgu andmebaasidest PSI-BLASTi (Position-Specific
Iterated BLAST) otsinguga sarnased jarjestused (Kumar et al, 2009).

Asenduse mdju skoor arvutatakse SIFTis lahtuvalt uuritava SNP tagajarjel tekkinud
aminohappeasenduse esinemise sagedusest antud valgu ortoloogide seas. Loplik aminohappe
esinemise tGendosus uuritavas positsioonis on aminohappe kaalutud esinemissagedus
joondatud jarjestuste uuritavates positsioonides ning Dirichleti hinnangu kaalutud keskmine
[15].

SIFT jagab mutatsioonide mdju valkude funktsioonile kaheks: kas kahjulikuks voi
tolereeritavaks. Normaliseeritud skoori korral on katseliselt selgeks tehtud, et asendused
skooriga alla 0,05 on kahjulikud, 0,05-st v@rdse vdi suurema skooriga asendused aga

tolereeritavad. SIFTi normaliseeritud skoori piirvéaartusteks on 0...1.

Lisaks normaliseeritud skoorile hinnatakse ka asenduste konserveeritusse vaartust.
Konserveerituse vaartus ulatub 0-st, kui kdik 20 aminohapet on antud positsioonil esindatud,
kuni 109220 (=4,32), mille puhul on antud positsioonis esindatud ainult tiks aminohape (Sim et
al, 2012). Selle 18plik mediaanvéartus ule kdikide vaartuste peaks olema ligikaudu 3,0. Kui
vadrtus Uletab 3,25, on see liiga konserveerunud ja antakse madala usaldusvaartuse hoiatus,

kuna jarjestused on mediaaniga vOrreldes vahem mitmekesised — analliisitavate jarjestuste seas
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vOib olla liiga sarnaseid jarjestusi, péhjustades kdrgema valepositiivse vea (Kumar et al, 2009)
[15].

Veebitooriistade puhul on sisendiks kas FASTA formaadis jérjestuse 16ik uuritava valgu
identifitseerimiskoodi ja asendust sisaldava jarjestusega, kasutatava andmebaasi (RefSeq,
NCBI) valgu identifitseerja koos aminohappeasenduste nimekirjaga v8i SNP ID dbSNP
andmebaasis (Kumar et al, 2009) [15].

Ké&surea- ja veebitodriista jaoks on vdimalik konverteerida VCF, mpileup, Mag, SOAP ja
CASSAVA failid SIFT-i formaadi failideks. SIFTi valjundiks on tekstifail, kus on &ra toodud
analliusitav. SNV, muutunud koodon, toimunud asendus, asenduse regioon ja tilp ning
asenduse skoor koos ennustusega. Kasutajapoolselt on vdimalik lasta lisada erinevat
lisainformatsiooni (Ensembl ID, OMIM haigus, alleelisagedused HapMap ja 1000 Genome
jargi) sisaldavad tulbad. [15]

PROVEAN on annotatsioonitddriist, mis ennustab, kas aminohappe asendus, insertsioon voi
deletsioon muudab valgu bioloogilist funktisoooni. PROVEAN on arendatud J. Craig Venteri

Instituudis (California ja Maryland, USA) Agnes P. Changi meeskonna poolt.

Sarnaselt SIFTile hindab PROVEAN asenduste moju valgu funktsioonile vastavalt
valgujarjestuse konserveerumisastmele, kuid erinevalt SIFTist kasutab PROVEAN jarjestuste

homoloogia hindamiseks skoori paarisjarjestuse joondusest, mis nditab joonduste sarnasust.

Lisaks SNVde moju hindamisele on PROVEANI vdimalik kasutada ka insertsioonide ja

deletsioonide m&ju hindamiseks (Choi et al, 2012).

Analidsiks vajalike homoloogsete ja madalama sarnasusega jérjestusi otsitakse NCBI NR
valguandmebaasist BLASTP todriistaga ning valitakse vélja kdik jérjestused, mille E-vaartus
on 0,1 vOi vaiksem [17] [18]. Jargnevalt paigutab CD-HIT jérjestused klastritesse, kuhu
kuuluvad koéik vahemalt 75% sarnasusega jarjestused. 30 paringujérjestusele kdige sarnasemat
Klastrit moodustavad supporting sequence set-i [17]. CD-HIT on valgu- voi
nukleotiidijarjestuste klasterdamise ehk sarnasuse alusel grupeerimise ja vordlemise too6riist
[19].

Delta joondusskoor arvutatakse valja igale jérjestusele. Seejarel keskmistatakse skoorid Kklastri
sees ja kasutatakse neid PROVEANIi skoori arvutamiseks. Delta joonduse skoor on
A(Q,v,S) =A(Q",S) —A(Q,S), kus Q — péringujérjestus, v — variatsioon, Q’ — Q Vv poolt

pohjustatud variantjarjestus, S — jarjestus ning A - (lekattega joondusskoor kahe
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valgujarjestuse vahel, mis on arvutatud kindla aminohapete asendusmaatriksi (nt BLOSUM®62)

peal.

Delta skoor on erinevus kahe vorreldava joonduse vahel enne ja pérast variatsiooni (SNP, indel)
sisseviimist. Kui variatsiooni sisseviimise jarel on paringujarjestus ning andmebaasist leitud

homoloogne vaste vahemsarnased, on alust eeldada, et variatsioon on kahjulik.

PROVEANI skoor on arvutatav jargmiselt: PROVEANi skoor = %Zf’;lAc,i, kus N —

Klastrite arv supporting set-is, Nc — jarjestuste arv Klastris ¢, Dc,i — jarjestuse i delta skoor

klastris c.

Kui PROVEANI skoor on véiksem vOi vOrdne eelseadistatud ldvendiga (vaikimisi -2,5),

loetakse mutatsioon kahjulikuks. Kui skoor on lle -2,5, loetakse mutatsioon neutraalseks.

Lavend valitakse lahtuvalt tasakaalustatud tépsusest (tundlikkuse ja spetsiifilisuse keskmine) ja
tasakaalustatud eraldatusest (maksimeerib tundlikkuse ja spetsiifilisuse miinimumi). Valiku

pdhimatet illustreerib joonis 1.

Skoori véaartused soltuvad analulsitavatest jarjestustest. Inimese valguvariatsioonide skoori
piirvéaartused jadvad vahemikku ~ -38,5...+11,5 (Choi et al, 2012).

Toorista sisendiks on FASTA fail, kus on Kkirjeldatud valgujarjestus jargnevalt:
<positsioon>,<referentsaminohape>,<asendusaminohape> v6i HGVSi (Human Genome
Variation Society) formaadis. Genoomivariantide puhul on sisendiks komaga eraldatud
vadrtused  formaadis <kromosoom>,<positsioon>,<referentsalleel>,<variandialleel>,
<maérkused (vajadusel)>. Véljundiks on tabuleeritud tekstifail, kus tulpadeks on informatsioon

analliusitud variandi kohta, PROVEAN:I skoori info ja ennustus [17].
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Joonis 1. PROVEANI skooridele vastavad otsuse tundlikkus (sensitivity) ja spetsiifilisus
(specificity) koos vaikesattena vélja toodud skoori otsustusléave vaartusega (Choi et al,
2012). Joonis illustreerib, et otsustusléavest sdltuvalt véaheneb tundlikkuse tdstmisel spetsiifilisus
ja vastupidi.

FATHMM on kodeerivate ja mitte-kodeerivate SNPde mdju ennustamiseks loodud to0riist. See
on arendatud professorite Julian Gough ja Tom R. Gaunti meeskondade poolt (Bristoli Ulikool,

Suurbritannia).

FATHMM kasutab ennustusskooride arvutamiseks peidetud Markovi mudelit (Shihab et al,
2013).

FATHMMI veebitooriist vbimaldab valida kodeerivate (keskendude parilike haiguste,
kasvajate ja haigus-spetsiifilise SNVde annotatsioonile) ja mitte-kodeerivate SNVde mdju

ennustamise vahel [20].

FATHMMIi ennustus pdhineb arvutusliku skoori tdlgendamisel. Analulsida on vdimalik nii
liigispetsiifilisi kui ka liigist s6ltumatuid andmeid, kasutades vastavalt kas kaalutud voi

kaalumata skoore.

(1,0-Pw)(Wn+1,0)

Kaalutud skoor arvutatakse valemiga kaalutud skoor = In :
(1,0-Pm)(Wd+1,0)

kus Pwja Pm

tdhistavad referentsi ja mutantse aminohappe esinemise tGendosust, Wg ja W, téhistavad
relatiivseid haigusseoseliste ja funktsionaalselt neutraalsete aminohappeasenduste peidetud

Markovi mudelile kaardistamise sagedusi.

Tabel 3. Aminohappelise  jarjestuse  konserveerituse astmest lahtuvate
annotatsioonigoriistade omadused. Tabelis on toodud valja veebiaadress, kust pééseb ligi
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antud tooriistadele ning sisendi tidbid. Lisaks on toodud vélja todriistade poolt arvutatavate
skooride meetodid, véartused ning nende t6lgendamine. Samuti on toodud valja pdhilised
andmebaasid, mille baasil tooriistad enda andmestikke koostavad.

SIFT (Ng ja Henikoff,
2003; Sim et al., 2012)

PROVEAN (Choi et al.,
2012)

FATHMM (Shihab et
al., 2013)

Viide sift.jcvi.org/ provean.jcvi.org/ fathmm.biocompute.org
.uk
Veeb Jah Jah Jah
Késurida Jah Jah Jah
Sisendi SNV, indel Valgujarjestus, SNV, | SNP vdi valgujérjestus
jarjestus indel
Skoori Dirichleti segu Delta joonduse skoor HMM
arvutamise
meetod
Skoori Konserveerituse vaartus: | Skoori piirvaartused
piirvadrtused Minimaalne- 0 sOltuvad
maksimaalne: 109220 (= analitsitavatest
4,32) jarjestustest.
Normaliseeritud
tdendosus:minimaalne:
0, maksimaalne: 1
Skoori Normaliseeritud Skoor lavendist | Skoor madalam kui 0 —
tdlgendus tdendosus: madalam vOi vordne — | kahjulik variatsioon
Madalam kui 0,05 - kahjulik variatsioon Skoor vaartusega 0 —
kahjulik variatsioon Skoor lavendist kdrgem | neutraalne variatsioon
0,05 voOi korgem - — neutraalne variatsioon | gy ;o korgem kui 0 —
tolereeritav variatsioon | Vaikimisi on lavendiks | soodne variatsioon
2.5. Empiiriliste  andmete
pdhjal soovitatud
otsustuskunnis
vaartusega -0,75.
Pohilised RefSeq, UCSC, CCDS | NCBI NR  protein | NCBI NR  protein
andmebaasid |and Ensembl  gene | database, UniProt database, UniProt,
annotations HGMD, SwissVar,
VariBnc
Kaalumata skoor arvutatakse valemiga kaalumata skoor = In 2O = Pm) Pwja Pm

Pw/(1,0-Pw)’
tahistavad metsiktiitpi ja mutantse aminohappe esinemise tdendosust.
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Teoreetiliselt tshendab FATHMM skoor alla 0, et tegu on ebasoodsa asendusega, O téhistab
neutraalset otsustuskiinnis ja skoori vaartus tle 0 soodsat asendust. Empiiriliselt on testmisel
tuvastatud, et skoori vaartus 0,75 oleks otsustuskiinnisena tapsem lahtepunkt (Shihab et al,
2013).

Sisendiks v@ib olla SwissProt/TrEMBL, RefSeq ja Ensembli valgujérjestuse identifitseerija
koos valja toodud asendusega voi dbSNPis esindatud SNV unikaalne identifitseerimiskood.
Samuti on voéimalik sisendina kasutada VEPI annotatsiooni sisaldavaid VCF faile, mida tuleb

konverteerida dige formaadi saamiseks parseVVCF.py skripti [21] abil.

Véljundiks on tekstifail, kus on valja toodud dbSNP ID, valgu 1D, asendus, skoor ning skoori
tdlgendus [20].

1.4.3. Masindppel pbhinevad tdoriistad

Tuntuim masindppel todtav annoteerimistdoriist on PolyPhen ning selle vélja vahetanud
PolyPhen-2. PolyPhen-2 lahenemine tihendab mitmese joondamise (sarnase SIFTile) saadaval
olevate valgu struktuuriandmete, Pfam domeenide ja teiste andmetega. PolyPheni on treenitud
tegema vahet polimorfsete ning UniProtis haigusseoselise annoteeringuga jarjestuste vahel
(Ritchie ja Flicek, 2014).

Suunatud masindpe tahendab, et et arvuti peab treeningandmestikust tuletama reegli, mida
saaks rakendada treeningandmestiku-valistele andmetele. Treeningandmestik kooseb
naidisandmetest, mis hdlmavad sisendandmeid ning neile vastavaid soovitud tulemeid.
Eesmargiks on arendada treeningandmestiku pdhjal selline algoritm, mis maaraks korrektselt
sisendandmete tagajargi siis, kui andmed ei ole kuulunud treeningandmestikku. (Aggarwal,
2015)

Teistest tooriistadest on saadaval PolyPheniga sarnast algoritmi kasutav MutationTaster,
SNAP, PhD-SNP (Ritchie ja Flicek, 2014)

PolyPhen ja PolyPhen-2 on Heidelbergi The European Molecular Biology Laboratorys
(EMBL) ja Harvard Medical Schoolis Shaml Sunyaevi ja kolleegide poolt arendatud
annotatsioonitooriistad, mis lisaks jarjestusepdhisele konserveeritusse analliusile rakendavad

ka valgu struktuuriparameetrite-pdhist analtitisi (Ramensky et al, 2002) (Adzhubei et al., 2010).

PolyPheni on vdimalik kasutada vaid kdsureatdoriistana, PolyPhen-2 puhul on saadaval nii
kasurida- kui ka veebitdoriist Aastal 2012 asendati Polyphen PolyPhen-2-ga [22].
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PolyPhen-2 lahtub SNVde annoteerimisel erinevatest jarjestuse- ja struktuuri-pohistest

andmetest, mida t6lgenab tdenédosuslik klassifikaator.

Esimese sammuna mé&arab PolyPhen-2, millises valgu piirkonnas on aminohappe asendus
toimunud. Selleks leitakse uuritavale valgule vastava valgu UniProtKV/Swiss-Prot
andmebaasist. Sobiva valgu leidmisel kontrollitakse, kas aminohappe asendus v@ib tekitada
ruumilisi konflikte teiste aminohapetega. Samuti kontrollitakse, kas asendus toimus valgu
transmembraanses piirkonnas, sellisel juhul kasutatakse PHAT transmembraanset maatriksit,

et hinnata annoteeritavate SNVde vdimalikku moju.

Jargnevalt otsitakse BLASTI abil UniRefl00 andmebaasist annoteeritavale jérjestusele
sarnaseid homolooge. Edasiseks analliisiks jaetakse alles jérjestused, mille identsus uuritava
jarjestusega on vahemikus 30%...94% ning joondatul peab péringjarjestusega olema véhemalt

75 Uhist aminohapet.

Saadud mitmikjoondust kasutab integreeritud PSIC (Position-Specific Independent Counts)
tarkvara ning arvutab vélja profiilimaatriksi. Maatriksi elemendiks ehk profiiliskooriks on
logaritmiline suhe aminohappe esinemise tdendosusest antud kindlal positsioonil/aminohappe
esinemise tbendosus igas positsioonis. PolyPhen-2 arvutab vélja vahe polimorfse positsiooni

mdlema alleeli kahe profiiliskoori vahel.

Tdiendav valgu tertsiaarstruktuuri kasutamine variatsioonide mdju ennustamisel aitab méérata,
kas asendus I6hub tbené&oliselt valgu hidrofoobse tuuma, elektrostaatilisi interaktsioone,
interaktsioone ligandidega ja teisi olulisi parameetreid. Kui uuritavat valgustruktuuri

andmebaasis pole, vdib kasutada homoloogsete valkude struktuure.

tertsiaarstruktuuri andmete saamiseks otsib PolyPhen-2 BLASTI abil Protein Structure
Database’ist (PDB) analiiiisitavale jarjestusele vasteid jargnevate kriteeriumite jargi: jarjestuse
identsuse lavi uuritava jarjestusega on 50%, mis tagab valgu pGhiosade struktuuride
konserveerituse, minimaalne joondatud aminohapete arv peab olema 100 ning maksimaalne

linkade arv joonduses on 20.

PolyPhen-2 kasutab Dictionary of Secondary Structure in Proteins (DSSP) andmebaasi, kust
parinevad jargnevad struktuuriandmed: valgu sekundaarstruktuur vastavalt DSSP

nomenklatuurile, lahustile ligipaasetav ala ehk valgu tldpindala ning phi-psi dihedraalnurgad.

Struktuuriandmete analtsil on v@imalik tuvastada, kas aminohappe asendus muudab
maérgatavalt valgu funktsiooni, puutudes naiteks kokku teiste aminohapetega voi vahendades

seostumispindala teise valguga, seega kahjustades valgu funktsiooni.
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Alleeliasenduse funktsionaalsuse hindamiseks kasutab PolyPhen-2 Naiivse Bayesi

klassifikaatori, mida on treenitud suunatud masindppega.

PolyPhen-2-te on treenitud kahe andmekoguga, HumDiviga ja HumVariga. HumDiv koosneb
kdigist kahjulikest alleelidest, mille puhul on teada variatsiooni molekulaarbioloogilised mdjud,
mis pdhjustab Mendeliaalseid haigusi. Andmed on vdetud UniProtKB andmebaasist ning lisaks
inimese-spetsiifiliste valkude sisaldab see treeningkogumik inimesele evolutsiooniliselt
ldhedaste imetajate homolooge, mis eeldatavalt ei ole kahjulikud.

HumVar koosneb kdigist inimese haigusseoselistest mutatsioonidest UniProtkK B andmebaasist,
lisaks sagedastest (MAF > 1%) mitte-stinoniiiimsetest SNPdest, millel puudub annotatsiooni

jargi seos haigustega ning mida on kasitletud mitte-kahjulikena.

Mendeliaalsete haiguste diagnostika eeldab vahet tegemist olulise mdjuga variatsioonide ning
kdikide teiste, sealhulgas kergel kahjuliku variatsioonide vahel. Selleks on sobilik HumVari
mudel. Haruldaste kompleksete fenotliupidega seotud lookuste maaramisel on kasutusel
HumDiv. Samuti on HumDiv kasutusel tiheda kaardistamisega regioonide voi uuritavate
geenide evolutsioneerumise uurimisel, mis eeldavad kergelt kahjulike alleelide ké&sitlemist
kahjulikena [23]. Vaikimisi kasutatab naditeks VEP HumVar andmekogusse, kuid vajaduse

korral on véimalik seda asendada HumDiv admekoguga [12].

Iga variatsiooni jaoks arvutab PolyPhen-2 valja tben&osuse, et see variatsioon on kahjulik ning
annab hinnangulise valepositiivse (\VP) ja valenegatiivse (VN) madra. Variatsioonid jaotatakse
ka Uhte kolmest kategooriast - tolereeritavad, vdimalikult kahjulikud ning tdendoliselt
kahjulikud, mida tehakse VP mdaéra baasil. Mdlema puhul on skoori piirvaartuseks 0
(healoomulik)...1 (kahjulik).

PolyPhen-2 versiooni 2.1.0 puhul madratakse variatsioonid kahjulikkuse jargi kategooriasse
Tabelis 4 toodud reeglite pdhjal. Kui pole piisavalt andmeid ennustuse tegemiseks, margitakse

variatsiooni kohta raportisse unknown ehk teadmata [23].

Tabel 4. Variatsioonide kahjulikkuse méaramine valepositiivse mééara jargi. HumDiv ja
HumVar on PolyPhen-2 poolt kasutatavad treeningpaketid.

HumDiv HumVar
Tolereeritav <5% <10%
Voimalikult kahjulikud 5%...10% 10%...20%
Tdendoliselt kahjulikud > 10% > 20%
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1.5. Annoteerimisel kasutatavad transkriptid, andmebaasid ja terminloogia

Annoteerimistooriistad sdluvad palju andmestikest, mille alusel vdi millega variatsioone
vorreldes algoritmid oma otsuseid teevad. Informatsiooni hulk tdieneb pidevalt ning inimese
genoom on ténaseks veel taielikult annoteerimata. Sealhulgas on andmebaasidest, naiteks
inimese genoomi annoteerimise referentsis GENCODE, puudu paljud transkriptid ning olemas
olevad transkriptid ei ole taielikult annoteeritud (Mudge et al, 2013). Transkriptide komplekti
kuuluvad lisaks transkriptide jérjestustele muuhulgas informatsioon genoomi ja transkriptide
struktuuri (jarjestus, eksonite, intronite, UTRide ja regulatoorsete piirkondade asukohad) kohta
ehk informatsioon, mis on vajalik variatsiooni tagajarje ennustamiseks (McCarthy et al., 2014).

Annoteerimisel kasutatavad transkriptide kogud, neist levinuimad on RefSeq, GENCODE ja
Ensembl, ei sisalda ainult cDNA ja mRNA puddmisel ning RNA sekveneerimise saadud
jarjestusi, vaid ka nende annotatsioone. GENCODEi andmebaasi annotatsioon lahtub
referentsgenoomist, mitte tavaparasest transkriptoomikast. See tihendab Human and Vertebrate
Analysis and Annotation grupi (HAVANA) poolt kasitsi annoteeritud informatsiooni Ensembli
arvutuslike mudelitega. RefSeq (hendab samuti késitsi annoteerimise arvutuslike
protsessidega, kuid inimese annoteerimise aluseks on cDNAd, informatsioon viiakse
kromosoomikoordinaadistikuga kokku alles pérast annoteerimist (Mudge et al, 2013).

Transkriptide komplekti valiku olulisust nditab 2014. aastal Davis McCarthy poolt 1abi viidud
vOrdlus annotatsioonide vahel kasutades RefSeqi ja Ensembli (HAVANA ja GENCODE)
transkriptikomplekte. RefSeq andmebaasi 57. versiooni 105258st transkriptist kasutas
ANNOVAR annoteerimisel 41 501 transkripti. Sarnaselt kasutas ANNOVAR Ensebli
andmebaasi 69. versioonist 208 677st transkriptist 115 901.

Vordluseks annoteeriti sama variatsioonide kogu ANNOVARIiga, kasutades kahte
trankriptikomplekti ning valiti analttsiks valja potentsiaalsed loss-of-funcion (raaminihke
deletsioonid ja insertsioonid, stopkoodoni tekkimine v&i kadumine) ning suurem osa
splaissingukohti mdjutavaid variatsioone. Kui tle 80 miljoni variatsiooni annoteerimisel oli
uledldine kokkulangevus umbes 85%, oli see vBimalikke LoF variatsioonide annotatsioon kahe
erineva transkriptikomplektiga vaid 44%. Seejuures madarass ANNOVAR Ensembli
transkriptidest l&htuvalt eksoni piirkonna variatsiooniks tuhandeid variatsioone rohkem Kkui
RefSeqi transkripte kasutades. Samuti annoteeris tarkvara Ensembli transkriptide baasil Gle

2000 raaminihke indeli ja tle 1000 stopkoodoni tekke vOi kadumise rohkem. Selline
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asimmeetria on pBhjustatud kahe transkriptikomplekti erinevast sisust — RefSeq sisaldab 105
258 transkripti ehk selle valke kodeerivad jarjestused katavad umbes 1,07% genoomist.
Ensembl aga sisaldab 208 677 transkripti, mis katab umbes 28% genoomist, sealhulgas

introneid, ning valke selle kodeerivad transkriptid katavad umbes 1,12% genoomist.

Antud uuring juhib tadhelepanu digete transkriptide valiku olulisusele. V6imaluse korral tuleb
eelistada transkriptikomplekti, milles olvad transkriptid on ekspresseeritud proovi paritolukoes
ning arvestada transkriptide annoteerimiskvaliteedi ja genoomi katvusega.

Samuti pdhjustab palju erinevusi annoteerimistodriistade poolt kasutatav terminoloogia. Kahe
annotatsioonitdoriista, ANNOVARI ja VEPi annotatsioonide vordluses selgus, et paljud
lahknevused todriistade tooriistade poolt antud hinnangute vahel olid ndilised — todriistad
vOivad nimetada samu tagajargi erinevate terminitega, tuua vélja erinevaid tagajargi (nt
ANNOVARIl on ainult splice site variant, VEPIl splice acceptor, splice donor ja splice variant)
vOi ainult Uhte kdige olulisemat tagajarge madrates méaaravad tooriistad Uhele ja samale
variatsioonile erinevaid tagajargi (vaata ka lisa 1). Seega tuleb annoteerimistooriistu, eriti
paralleelselt mitut erinevat kasutades jalgida terminoloogiat ning vajadusel seda uhtlustada
(McCarthy et al, 2014).

Terminoloogia Uhtlustamseks on loodud SO Sequence Ontology Browser. See sisaldab
variatsioonide vGimalikke tagajérgi koos definitsioonidega ning SO terminoloogia on vdetud
kasutusele Ensembli ja VEPI poolt (Eilbeck et al, 2005).

Homo- va&i ortoloogiliste jarjestuste otsimisel ja valkude struktuuriparameetrite saamisel
kasutatakse erinevaid geeni- ja valgujarjestuse andmebaase. Ulevaade enimkasutatud
andmebaasidest on toodud lisas 1. PShilised seosed andmebaaside ja annoteerimistooriistade
vahel on toodud jargnevas joonisel 2.

31



PDB

N\

PolyPhen 2

PROVEAN SIFT

FATHMM

UniProt/SwissProt

ANNOVAR VEP SnpEff

UCSC Reference

Ensembl Core

Joonis 2. PAhilised seosed andmebaaside ja annotatsoonitdoriistade vahel. T60 autori poolt
koostatud tlevaatlikul joonisel on toodud vélja sinise taustaga kastides kolm antud t66s esitatud
reeglite-pdhist annoteerimistdoriista, kollase taustaga kastides arvutuslikel ennustusmeetoditel
todtavad annoteerimistodriistad ning valgetes ovaalides p6hilised andmebaasid, mida téoriistad
oma tooks vajavad. Noole suund naitab, millisele tooriistale informatsioon edastatakse voi
millisesse annotatsoonitarkvarasse on tooriist integreeritud. Kahepoolsed nooled néitavad
vOimalikke andmebaaside omavahelist annoteeritud ja/vdi kureeritud informatsiooni
vahetamist ja integreerimist. Punaste nooltega on tahistatud valkude jarjestute voi struktuuri
puudutava informatsiooni liikumine, sinised nooled vastavad DNA vdi RNA jarjestusi

puudutava informatsiooni litkumist.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid

Antud t66 eesmargiks on anda llevaate SNVde annoteerimiseks kasutatavatest tooriistadest

ning selgitada nende t66pohimaotteid.

Sekveneerimisel saadud andmetest variatsioonide tuvastamine ja annoteerimine on
mitmeastmeline protsess, mis eeldab mitmete bioinformaatiliste td6riistade kasutamist.
Ké&esolev t66 annab (levaate antud protsessist ning selgitab tdpsemalt annoteerimistoriistade

ja andmebaaside sobiliku valiku olulisust.

T60 oluliseks osaks on erinevate enimkasutatud annoteerimistooriistade vdimalike
kitsaskohtadele ja piirangutele tahelepanu juhtimine, mis aitaks edaspidi genoomi
variatsioonide annoteerimist ndudvate todde planeerimisel valida digeid tooriistu Vvoi

andmebaase.

Eksperimentaalosa ulesandeks oli annoteerida erinevate joondusalgoritmidega joondatud
lugemitest tuvastatud valepositiivseid SNVsid. See vdimaldas annoteerimistulemuste
télgendamise abil madrata, kas voimalikud valepositiivselt médératavad proovid vdivad osutuda

reaalsete proovide analliisimisel komistuskiviks variatsioonide ja fenotliiibi seoste méaaramisel.

2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Annoteeritavate SNVde saamine ja Ulevaade

T6O lahtub teoreetilisest inimese genoomi sekveneerimine mudelist, mis on koostatud
virtuaalsest kdrgkvaliteedilistest teise pdlvkonna sekveneerimise lugemitest. See on loodud
Genome Reference Consortiumi hallatava inimese referentsgenoomi versiooni 37.p13
(GRCh37.p13) ning dbSNP andmebaasi versioonis 135 sisalduvate SNVde pdhjal. Kasutatud
oli neljale erinevale DNA pikkusele vastavaid virtuaalsete paarislugemite (2 x 102 nukleotiidi)
raamatukogusid, mis kas sisaldasid variatsioonidega lugemeid voi olid ainult
referentsgenoomist tuletatud taielikult joonduvad lugemid ja nende kombinatsioone Lugemeid
joondati inimese referentsgenoomile (GRCh27.p13), kasutades BWA-MEM, BWA align ning
Bowtie2 local ja end-to-end joondusalgoritme. Joondustest leiti SNVd SAMtools paketiga
(versioon 1.1.18).
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Vorreldes tulemusi mudelisse sisestatud SNVde loendiga, sai SNVd jagada jargnevatesse

kategooriatesse:

e universaalselt sBltumata raamatukogu tulbistbigesti tuvastatavad SNVd,
o artefaktsed SNVd,
e valenegatiivsed SNVd,

e sOltuvalt raamatukogu valikust erinevalt maaratavad SNVd.

Mudeli koostamise ja SNVde tuvastamise viisid labi Tartu Ulikooli molekulaar-ja
rakubioloogia instituudi bioinformaatika 6ppetooli teadur Ulvi Gerst Talas ja programmeerija
Mikk Eelmets.

Kokku annoteeriti 45 651 821 Bowtie2 end-to-end poolt joondatud jérjestustest saadud SNV,
45 813 368 Bowtie2 local poolt joondatud jarjestustest saadud SNVd, 45 947 281 BWA aligni
poolt joondatud jarjestustest saadud SNVd ning 45 676 964 BWA-MEM poolt joondatud
jarjestustest saadud SNVd. Probleemseks osutunud SNVde jaotus kasutatud joondusalgoritmi

ja madratavuse kategooria jargi on toodud joonisel 3.

NGS mudelist tuvastatud probleemsete SNVde jaotus kategooriatesse
6000000

5000000
4000000
3000000 .
2000000

1000000

Bowtie2 end-to-

ond Bowtie2 local BWA align BWA MEM
M Artefaktsed SNVd 48693 210245 344159 73841
B Halvasti maaratavad SNVd 1521696 1191439 1790417 960619
H Valenegatiivsed SNVd 2790824 2377657 2630103 3152841

M Valenegatiivsed SNVd M Halvasti madratavad SNVd M Artefaktsed SNVd

Joonis 3. Mudeli pdhjal probleemseteks osutunud SNVde jaotus maadratavate
kategooriate jargi. Tulpades on toodud valja neli joondusalgoritmi, mille lugemite joondusest
SNVsid madrati. Jooniselt on vilja jéetud alati korrektselt méaaratavad SNVd. SNVsid on
ldhtuvalt tuvastamise Gigsusest vdimalik jaotada jargnevatesse kategooriatesse universaalselt
digesti tuvastatavad SNV, artefaktsed SNV, valenegatiivsed SNV ja s6ltuvalt raamatukogu
valikust erinevalt maaratavad SNVd.
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Uldjoontes vGimaldavad erinevate joondusalgoritmide poolt joondatud lugemid tuvastada
suurema osa SNVsid korrektselt: Bowtie2 end-to-end poolt joondatud lugemitest tuvastati
Oigesti 90,4%, Bowtie2 local poolt joondatud lugemitest tuvastati 6igesti 95,5%, BWA-align
poolt joondatud lugemitest 89,6% ning BWA-MEM poolt joondatud lugemitest 90,8%.

2.2.2. Annoteerimine Variant Effect Predictoriga

Saadud SNVde annoteerimiseks rakendati Ensembl’i tooriista Variant Effect Predictor ehk
VEP. Veebitooriist ning kasureaprogramm on saadaval aadressil

http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html.

Annoteerimiseks kasutati VEPi versiooni 81 kdsureaprogrammina. Annoteerimisel kasutati

jargnevate andmebaaside informatsiooni:

o referentsgenoomiks oli GRCh37.p13,

e dbSNP andmebaasi versiooni 142,

¢ NHLBI Exome Sequencing Project andmebaasi seisuga 03. november 2014,

e Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) versiooni 71,

e GENCODE andmebaasi versiooni 19,

e Human Gene Mutation Database (HGMD-public) andmebaasi seisuga aprill 2014,

e ClinVar andmebaasi seisuga jaanuar 2016.

Samuti lisati igale SNVle VEPi poolt, kui vastavad andmed olid saadaval, eelarvutatud

PolyPhen-2 (versioon 2.2.2) ning SIFTi (versioon 5.2.2) mdju ennustuse skoorid.

Annoteerimisel kasutati vorreldes vaikeseadistustega mitmeid taiendfunktsioone, mis lisasid
annotatsioonile informatsiooni variatsiooni geeni, transkripti, esinemissageduse ja variatsiooni
tagajargede kohta. Annoteerimisel kasutatud kasurida koos lisafunktsioonidega ning nende

vordlus veebiversiooniga on toodud lisas 2-is.

Sisendiks kasutati NGS Illumina inimese virtuaalses sekveneerimismudelis tuvastatud
valepositiivseid ja valenegatiivseid tulemusi (SNVsid). Sisend- ja valjundfaili formaadiks oli

kasutusel VCF formaat. Véljundfaili néidis on toodud lisas 3.

Kéasureapdhine annoteerimine viidi labi Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogiainstituudi

bioinformaatika dppetooli serveris.

Véljundfailide loetavamaks muutmiseks need tabuleeriti. Véljundfailidest huvi pakkuvate

variatsioonide sorteerimiseks kasutati awk ja UNIXi shelli késke. Andmete 16plikuks
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sorteerimiseks ning visualiseerimiseks kasutati Michrosoft Office’i tarkvarapaketi programmi

Excel.

Variatsioonide sorteerimine toimus nende vdimalke fisioloogiliselt oluliste mdjude alusel,
hinnates eelkBige nende asukohta geenis, geeni tlupi (jattes vélja pseudogeenid ja RNAd) ning

variatsioonide vdimalike tagajérgede tltpe.

2.3. Ulevaade artefaktselt maaratavatest variatsioonidest nende fiisioloogilise olulisuse

seisukohast

Kuigi suuremat osa SNVdest maaratakse joondatud algoritmidest korrektselt, jadb alles hulk
SNVsid, mida tuvastatakse valesti. Eksperimentaalse t66 kaigus on annoteeritud artefaktsed voi
sageli artefaktsetena tuvastatud SNVd ehk need SNVd, mida teoreetilise mudeli puhul

sisendjarjestusse disainitud ei olnud.

Tulemusena néitas artefaktsete SNVde annotatsioon, et valdav osa artefaktseid SNVsid jaéab
valjapoole valke kodeerivaid alasid. Tépsemalt jadb Bowtie2 end-to-end joonduse lugemitest
tuvastatud vale-SNVdest 80% kas intronite vOi geenidevahelisse alasse, Bowtie2 local
joondustest tuvastatud vale-SNVdest jaédb 75% intronite vdi geenidevahelisse alasse, BWA-
MEM joondustest tuvastatud vale-SNVdest jadb 84% intronite vdi geenidevahelisse alasse ning
BWA align joondustest valesti tuvastatud SNVde puhul on antud osakaaluks 75%. See
vOimaldab jatta ebaolulisena vélja need SNVd, millel pole annotatsiooni kohaselt ei teadaolevat
ega ennustatavat funktsionaalset mdju. Valesti tuvastatud SNV de nailiste tagajargede jaotus on
toodud tabelis 5.

Et hinnata tdpsemalt, kui kaalukat eksitavat informatsiooni vOib artefaktsete SNVde mojul
annoteerimisel saada, sorteeriti vélja annotatsiooni jargi vdimalikku fisioloogiliselt olulist
mdju omavad variatsioonid ja neile vastavad geenid. Selleks sorteeriti valja geenidega seotud
variatsioonid, mis asuvad valke kodeerivates alades. Seejarel hinnati omakorda veel
tdendoliselt Uliolulist mdju, nagu néiteks enneaegse stopkoodoni tekkimine vOi alternatiivse
splaissingu-koha loomine, omavate variatsioonide osakaalu. Ulevaade erinevate
joondusalgoritmide poolt joondatud lugemitest saadud artefaktsetest variatsioonidest, mis

voiksid omada naitlikult vaga olulist molekularbioloogilist mdju, on toodud tabelis 6.
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Tabel 5. Tabelis on véalja toodud valepositiivselt tuvastatud SNVde arv vastavalt
variatsioonide koige tdsisemale tagajarjele. Variatsioonide arvud on toodud eraldi vélja iga
joondusalgoritmi poolt joondatud lugemitest mé&&ratud SNV de hulga kohta. Eraldi on réhutatud
variatsioone, mille kohta annab annoteerimine piisavalt palju informatsiooi ning mille
omadused on sellised, et vdiksid eksitada fusioloogiliselt oluliste variatsioonide otsinguil.

Bowtie2 Bowtie2 . BWA
end-to-end local BWA align MEM
UTR-3'-Jarjestus 430 2030 3547 891
UTR-5'-jarjestus 83 524 985 203
Allavoolu variant 2776 13874 24118 4831
Varlat5|oor_1_ geenidevahelises 28911 112746 25862
piirkonnas 18067
Variatsioon intronis 21419 80732 143808 29280
miRNA 2 10 21 0
Missenssvariatsioon 509 3494 6204 1695
Variatsioon mitte-k riv
ariats otiansktrti‘:)ti:dee s . 9154 16436 3448
Splaissimiskoha aktseptor 5 52 100 19
Splaissimise doonor 9 67 123 27
Splaissimispiirkonna variatsioon 77 420 882 162
Startkoodoni kadu 2 9 14 3
Stopkoodoni teke 26 147 251 72
Stopkoodoni kadu 0 7 15 3
Stopkoodonit mittemuutev
variatsioon 1 2 5 3
Slnondlidmne variatsioon 037 1675 3013 755
Ulesvoolumutatsioon 3853 19137 31891 6587
Kokku 48693 210245 344159 73841

37



Tabel 6. Ulevaade erinevate joondusalgoritmide poolt joondatud lugemitest saadud
artefaktsetest variatsioonidest, mis vOiksid omada naitlikult véaga olulist

molekularbioloogilist moju.

Bowtie2 Bowtie2
end-to-end |local BWA MEM | BWA align

\ariatsioon splaissimiskohas 27 38 78 18

\ariatsioon splaissimiskohas ja mitte-

kodeerivas geenis 1 47 81 16
Stopkoodoni teke 44 113 218 63
Stopkoodoni teke ja splaissimissait 2 3
Stopkoodoni kadu 4 6 1
Stopkoodoni kadu ja splaissimissait 1 1
Kokku 72 205 387 98

Lisaks splaissingut ja stopkoodoneid mdjutavatele variatsioonidele on olulised ka mitte-
sinonlumsed variatsioonid. Petlike, néiliselt olulistena ndivate artefaktsete SNVde vilja
filtreerimisel valiti valja lisaks splassingut ja stop- ning startkoodoneid mdjutavatele
variatsioonidele sellised variatsioonid, mis asuvad valke kodeerivates piirkondades, omavad
seost kindla geeniga ning mille SIFTi ja PolyPhen2 skoori véaartused néitasid, et tegu ei ole
tolereeritava asendusvariatsiooniga. Nailiselt oluliste artefaktsete variatsioonide kokkuvdte on
esitatud tabeli kujul lisas 4, nimekirja vOimalikest ndiliselt olulistest artefaktsetest
variatsioonidest on véimalik t60 autorilt saada digitaalselt.

Naéiliselt olulisteks variatsioonideks liigitatud SNVde abil on vdimalik illustreerida, kuidas
joondusalgoritmid eksivad nii kokkulangevalt kui ka erinevalt individuaalselt. Joonisel 4 on
néidatud, kuidas erinevate joondusalgoritmide poolt saadud lugemite joondustest on maaratud

nii samu kui ka erinevaid nailiselt olulisi artefaktseid variatsioone. See tdhendab, et osa
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lugemite joondamisel eksivad kéik joondusalgoritmid Ghemoodi, samas mdne lugemi puhul

joondab mdni algoritm lugemi korrektselt ning teine eksib.

'
Bowtie2 Bowtie2
local '

il

Joonis 4. Erinevate joondusalgoritmide abil loodud joondustest tuvastatud oluliste
artefaktsete SNVde jaotumine algoritmi-pbhiste joonduste vahel. lga algoritmiga
joondatud virtuaalsete raamatukogude komplekt on téhistatud he varviringiga. Tumedama
varviga alades on mitme andmestiku tlekattekohad ehk vale-SNVde arv, mida tuvastati uhtselt

mitme joondusalgoritmide poolt joondatud lugemitest.

Kokkuvottes saab Oelda, et kuigi artefaktselt madratakse vaid véikest osa kbikidest SNV dest,
on annoteerimisel vdimalik ekslikult selekteerida olulisena ndivate variatsioonide sekka ka

artefaktseid variatsioone.

2.4. Naited artefaktsete variatsioonide néilise panuse kohta

Illustreerimaks variatsioonide dige tuvastamise ja korrektse annotatsiooni olulisust, rdhutaksin
kahte nditejuntu — variatsioone rinnavahigeenina tuntud BRCAZ2 geenis ning 11-beeta-
hidrolaasi kodeerivas CYP11B geenis.

BRCA2 on DNA reparatsioonis osalev geen, mida ekspresseeritakse nii rinna- kui ka teistes
kudedes. Tegemist on proto-onkogeeniga, kuna kindlate mutatsioonide olemasolul vdib geen
tdsta rinna- vdi munasarjavéhi tekke ohtu [24] Tegemist on Glhega geenidest, mida kasutatakse
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personaalmeditsiinis vOi kommertsiaalsetes testides, et ennustada voimalikku kasvaja tekke
riski [25].

Kliiniliselt potentsiaalselt olulistest ehk splaiss-saiti ja enneaegseid stopkoodonieid
mdjutavatest SNV dest, mis esinesid dbSNP andmebaasis ning omasid VEPI kliinilise olulisuse
hinnangul patogeense vOi potentsiaalselt patogeense mdju, tuvastati joondatud lugemitest
poolt joondatud lugemitest soltuvalt raamatukogu tidbist valesti 22 variatsiooni ning 21
variatsiooni jaid tuvastamata. BWA align algoritmil joondatud lugemitest jéi tuvastamata 161
unikaalset tdenéoliselt patogeenset variatsiooni. Bowtie2 local poolt joondatud lugemitest jéi
méaaramata 9 ning soltuvalt raamatukogu parameetritest oli raske méérata 16 variatsiooni.
Bowtie2 end-to-end poolt joondatud lugemitest jai madramatal00 ning s6ltuvalt raamatukogu

parameetritest oli raske maarata 71 variatsiooni.

Kahel juhul jai lugemitest tuvastamata suur hulk kliiniliselt olulisi variatsioone, mistdttu on
oluline endale teadvustada, et lisaks vdimalusele annoteerida oluliseks artefaktsed

variatsioonid, vdivad kliiniliselt olulist rolli omavad variatsioonid jadda tuvastamata.

CYP11b1 on geen, mis kodeerib 11-beeta hudrolaasi. 11-beeta-hldrolaasil on oluline roll
neerupealistes, kus ta osaleb kortisooli ja kortikosterooni regulatsioonis. 11-beeta-hidrolaasi
puudusel tekib neerude huperplaasia ning sellega on paeguseks seostatud tle 80 variatsiooni
[26].

BWA-MEM joondustest tuvastatud artefaktsete variatsioonide anallusil leiti 10 CYP11B1
geeni variatsiooni, mis nii PolyPhen-2 kui SIFTi skoori baasil v@iksid olla patogeensed.
Seejuures on neli voimalikku variatsiooni rohkem cDNAs jarjestuse algusosas ning omavad
SIFTi skooride véartusi 0 (kus 0 on kdige kahjulikum ja 1 kdige tolereeritavam) ning PolyPhen-
2 skooride véartusi Ule 0,9 (kus 1 on kéige kahjulikum ja 1 kdige tolereeritavam). Antud

variatsioonid on toodud vélja tabelis 7.

Antud geenivariatsioonid voiksid jd&da annoteerimisel sdelale, kuna sisaldavad variatsioone
evolutsiooniliselt kdrgelt konserveerunud jarjestustes, mis voib viidata potentsiaalselt oluliste
tagajargedega variatsioonidele. Siinkohal tuleb rdhutada, et tegemist on valepositiivsete
SNVdega, mida selle koha peal tegelikult uuritavas mudelis ei olnud. Peame endale
teadvustama, et huvi pakkuvate variatsioonide filtreerimisel annoteeritute hulgast vdivad
sOelale ja&da ka selliseid variatsioone, mis on nailiselt paljutdhenduslikud, aga tegelikult olemas

ei ole.
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Tabel 7 Geeni CYP11B1 valitud artefaktsete variatsioonide kokkuvdte. Vilja on toodud
variatsiooni asukoht genoomis, referents- ja alternatiivne alleel, variatsiooni poolt pdhjustatud
muutus ja aminohappeline asendus, geeni identifitseerimisnumber ning variatsiooni asukoht

cDNA jérjestuses ning SIFTi ja PolyPhen-2 ennustusskooride vaartused.

Aminoh
Positsioon | appeline
Chr Positsioon |Ref |[Alt | Tagajarg Geeni ID | cDNAs muutus | SIFT PolyPhen-2
NON_SYNON probably da
YMOUS_CODI deleteriou | maging(0.988
8 143958480 |G A NG CYP11B1 | 587 T/ s(0) )
NON_SYNON probably da
YMOUS_CODI deleteriou | maging(0.946
8 143958493 |G A NG CYP11B1 | 574 R/IW s(0) )
NON_SYNON
YMOUS_CODI deleteriou | probably da
8 143996558 |C T NG CYP11B2 | 502 D/N s(0) maging(0.99)
NON_SYNON probably da
YMOUS_CODI deleteriou | maging(0.986
8 143996658 | A T NG CYP11B2 | 402 N/K s(0) )

Lisas 4 on toodud Ulevaatlik tabel artefaktsete SNV de annotatsiooni kohta mdjutatud geenide
kaupa. Tabel on loodud juhtimaks tahelepanu geenidele, millega seotud SNVde tuvastamisel

vOib tekkida, lahtuvalt lugemite joondamiseks kasutatud algoritmi,st artefaktseid variatsioone

2.5. Arutelu

On ndidatud, et erinevad joondusalgoritmid, isegi kui nad kasutavad tooks samu
uldpdhimaotteid, saavad joondamisel erinevaid tulemusi, ei ole uuemate joondusalgoritmide

puhul tépselt kindlaks maaratud, kui palju erinevad joondusalgoritmid eksivad.

Samuti on oluline kisimus, kas joondusalgoritmide vigadest tulenevad SNVde valesti
tuvastamised voivad osutuda komistuskiviks hilisemale SNVde vdimalike mdjude uurimisel.
Kuna eksimused on paratamatud, on oluline kindlaks médrata, kas valesti tuvastatavad SNVd

vOivad annoteerimise ja tdlgendamise jarel nailiselt omada olulist fusioloogilist m&ju ning

Selleks on oluline kindlaks maérata, kas eksimused joondamistel leiavad aset nende
genoomipositsioonide suhtes, mille funktsionaalsust ei osata hinnata ning mille annoteerimisel
el saaks olulisena néaivat valeinformatsiooni voi toimuvad vead selliste genoomipiirkondade

osas, mis v@ivad viia ekslike jarelduste tegemiseni vigase informatsiooni pdhjal.
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Kéesoleva t06 eksperimentaalne osa nditab, et erinevate joondusalgritmide poolt joondatud
lugemitest tuvastatud artefaktsed SNVd ei lange annotatsiooni lisamise jarel néiliselt mitte
ainult intronite ning geenidevahelistesse piirkondadesse, vaid ligikaudu 20% artefaktselt
tuvastatud SNV dest asuvad ka valke kodeerivates alades ning teistes potentsiaalselt olulistes
genoomipiirkondades. Samuti néitab t60, et artefaktsed SNVd véivad annotatsiooni pohjal
nailiselt pohjustada wliolulisi tagajargi, nagu néiteks splaissimiskoha muutust voi enneaegse
stopkoodoni tekkimist. Sellised variatsioonid vOivad jadda potentsiaalselt huvipakkuvatena
sOelale teadusuuringutes ning osutuda potentsiaalseks komistuskiviks SNVde ja fenotulbiliste

seoste uurimisel.

Samuti on oluline teada, et lisaks artefaktsetele variatsioonidele jaavad paljud dbSNP
andmebaasis kirjeldatud variatsioonid NGS andmetest tuvastamata ehk saame sisuliselt
valenegatiivseid tulemusi. See tdhendab, et joondusalgoritmide eripdrade vdi muude pdhjuste
tottu jadvad meile ,,ndhtamatuks* variatsioonid, mis on genoomis tegelikult olemas, sealhulgas
funktsionaalselt olulised variatsioonid. Nii teaduslikes uuringutes kui ka Kliinilises praktikas
oleks vajalik valenegatiivseid tulemusi minimaliseerida. Kui valepositiivsed ehk artefaktsed
tulemused saavad valistatud valideerimise vdi korduvdiagnostika kéigus, siis valenegatiivsed

tulemused toovad kaasa selle, et oluline seos vdi haiguse p8hjus jaab avastamata.

Kokkuvaottes on oluline teadvustada, kust tulevad véimalikud vead variatsioonide tuvastamisel
ja kallutatus nende annoteerimisel ning leida parima lahenduse valepositiivsete ja —negatiivsete

tulemuste vahendamiseks.

Kéesoleval hetkel puudub tépne avalikult ligipdasetav (Ulevaade ebausaldusvaarselt
madratavatest SNVdest lahtuvalt joondusalgoritmist, millega joondatud lugemitest SNVd
maadrati. Antud t06 on osa suuremast projektist, mille tiks kaugele ulatuvatest eesmérkidest on
luua andmebaas, mille abil oleks vdimalik margistada ebausaldusvaarselt maératavad
genoomsed positsioonid lahtuvalt NGS andmete joondamiseks kasutatud joondusalgoritmidest.
Selline andmebaas aitaks véltida vdimalikke probleeme, mis véivad tekkida valesti tuvastatud

SNVde uurimisel.
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KOKKUVOTE

SNVde dige tuvastamine ja annoteerimine on véljakutse, mille k&igus on oluline minimeerida
vOimalikke tekkivaid vigu. Minimaalne vigade arv variatsioonide analiisil vdimaldab saada
tdpsemaid tulemusi NGS andmete anallisil nii teaduslikes uuringutes kui ka Kliinilises

praktikas..

Variatsioonide annoteerimisel on oluline ldhtuda digetest algandmetest. On ndidatud, et sobiva
andmebaasi valik mdjutab oluliselt saadavaid tulemusi, mille tdttu tuleb annoteerimisel
kasutatavate andmebaaside puhul lahtuda véimalikult palju analliisitavate proovide eripérast.
Vdimaluse korral tuleb annoteerimiseks kasutada transkriptide komplekti, mis ekspresseerub
just uuritavas koes. Samuti peab hindama, kas annotatsiooniandmete saamiseks voib, lahtuvalt
uuringu spetsiifikast, kasutada automaatselt koostatud annotatsioonidega andmebaasi, néiteks
Ensembli andmebaasi, v8i vajab uuring kureeritud andmebaasist, nditeks GENCODE:ist, périt

andmestikku.

Samuti on oluline t&hele panna, et erinevad annoteerimistooriistad kasutavad annoteerimiseks
erinevaid ldhenemisi. Enimkasutatud annoteerimistodriistad, nagu naiteks VEP ja SnpEff,
lahtuvad annoteerimisel juba teadaolevast informatsioonist variatsioonidega seotud geenide,
transkriptide ja geenielementide funktsioonide kohta, millele lisatakse bioloogilistel reeglitel
pbhineva varianti tagajarje ennustamise. Sellistesse annotatsioonitodriistadesse on reeglina
vBimalik integreerida mitmeid lisainformatsiooniallikaid, nditeks informatsiooni variatsioonide
esinemise ja mdju kohta erinevates Kliinilise suunitlusega andmebaasides. See teeb

annoteerimise tdpsemaks ning aitab filtreerida vélja huvipakkuvaid variatsioone.

Alternatiivina on loodud mitmeid masindppel voi arvutuslikel meetoditel p&hinevaid
annoterimistooriistu. Meetodid, mis pbhinevad evolutsioonilise konserveeruvuse hindamisel
vOi masindppe abil algoritmide otsimisel variatsioonidega treeningmudelite abil, annavad
hinnangu, kui tden&doline on, et annoteeritav variatsioon vdib olla kahjulik. Kuigi sellised
meetodid on ennustustes piisavalt tdpsed, peab selliste tooriistade annotatsiooni tlgendamisel
olema ettevaatlik. Esiteks, selliste tooriistade otsustus pdhineb skoori arvutamisel ning
vordlemisel eelseadistatud ldvega. Kuna ldvendid on tavaliselt kompromiss algoritmi
tundlikkuse ja spetsiifilisuse vahel, tuleb skoori tdlgendamisel olla ettevaatlik. Samuti vajavad
arvususlikel meetoditel huvipakkuvateks valitud SNVd kindlasti valideerimist, kuna
arvutuslikud algoritmid vdivad eksida, nditeks kasutades ebapiisaval hulgal voi

evolutsiooniliselt liiga kaugete geenijérjestusi.
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T60 eksperimentaalses osas naidati, et NGS andmete anallilsiprotsessis kasutatavad erinevad
joondusalgoritmid ~ v@ivad  oluliselt mdjutada SNVde tuvastamist.  Kasutades
annoteerimistooriista VEP ndidati, et osa artefaktselt tuvastatud SNVdest vbivad annoteerimise
tulemuste tdlgendamisel omada néiliselt olulisi funktsionaalseid mdjusid. Nailiselt olulise
mdjuga artefaktsed SNVd vdivad osutuda komistuskiviks teaduslikes uuringutes vai Kliinilises

praktikas, mille tdttu on oluline teadvustada taoliste vigade tekkimise vGimalust.

Kokkuvdtteks saab Oelda, et variatsioonide tuvastamine ja annoteerimine on veel uus ning
valjakutseid tais ala, mis peab tegelema nii teadmistepdhiste anotatsioonivahendite tdpsemaks
ja informatiivsemaks muutmiseks kui ka samal ajal arvesse votma juba praegu teadaolevaid

vigu variatsioonide tuvastamisel ning annoteerimisel.
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SUMMARY

Correct SNV calling and annotation is a multi-step procedure, where it is important to minimise
possible errors that can lead to misjudgement in further analysis of variation-phenotype

associations.

In variant annotation process, the applied methods and databases play an essential part. It is
highly recommendable to use datasets, which describe the source of sequenced genomes as
accurately as possible. It is possible to choose transcripts for specific tissue samples. Whole-
exome and whole-genome sequences have separate transcript sets and there are several datasets
designed for disease-related (for example ANNOVAR) or novel variant annotations. It is also
shown that annotation based on high-quality transcripts can lead to different results compared
to annotation based on wider, but computionally annotated transcript set.

It is also important to notice that different annotation tools use different approaches to
annotation. While most commonly used annotation tools, like VEP or SnpEff, encorporate
known variant information, like position in gene and transcripts, with rule-based (impact of
variation on transcription or translation process) annotation, there are several different
approaches to annotation. Supervised machine learning or conservation-based approaches will
try to predict, how tolerated is variation based on comparison to related sequences and give the
prediction as a score value. While analysing information obtained from annotation, it is
important to emphasize the source of annotation. For example the effect predictions from
PolyPhen-2 (supervised computer learning algorithm) needs additional validation because it

only outputs theoretically computed predictions of possible importance of the variants.

The experimental part of the thesis showed that different alignment algorithms could play an
important role in outcomes of SNV calling. Due to misaligned reads, SNV callers can call
artefact SNVs and miss existent SNVs in the aligned sequence. Using Variant Effect Predictor
tool for annotation of artefact SNVs, the experiments showed, that miscalled SNVs could be
seen important physiologically. The research concludes that it is important to acknowledge
possible mistakes coming from alignment procedure and with that avoid analysing possibly
miscalled SNVs.
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LISAD
LISA 1 Reeglite-pdhise annotatsiooni Uldised reeglid ja voimalikud ,,tagajirgede definitsioonid populaarsemate annoteerimistooriistade baasil.

Tabel 8 Reeglite-pdhise annotatsiooni Uldised reeglid ja tagajiargede* definitsioonid. Tabeli tulpades on toodud enimkasutatud
annotatsioonitdoriistade terminite kasutus vastavalt variatsiooni mdju ennustamise reeglile voi mdju tdhendusele. ,,Ei méddra“ nditab, et vastava
definitsiooniga efekti antud t60riist ei madra. Samas on oluline tahele panna, et paljud efektid on sarnaste definitsioonidega ning voivad teatud

variatsioonide efektide puhul olla késitletavad stinonliimsetena.

* SO - VEPI poolt kasutatav Sequence Onthology andmebaas

Reegel/tahendus SnpEff (Cingolani et al. 2012) | VEP/SO* [27] ANNOVAR [13]
Elemendi eemaldus, kui eemaldatud piirkond sisaldab transkripti |ei maara transcript_ablation ei maara
Splaissimisvariant, kus muutuvad 2 nukleotiidi introni 3' otsas SPLICE_SITE_ACCEPTOR |splice_acceptor_variant ei maara
Splaissimisvariant, kus muutuvad 2 nukleotiidi introni 5' otsas SPLICE_SITE_DONOR splice_donor_variant ei maara
Jarjestuse variant, mille puhul muutub tks koodonluues varajase stop qained Stonaain
stopkoodoni ja lihema transkripti STOP_GAINED P_9 Pg
Jarjestuse variant, mis tekitab héireid translatsiooni lugemisraamis, . . frameshift block
. S . . frameshift_variant L
kuna insertsiooni vdi deletsiooni pikkus ei ole kolme kordne FRAME_SHIFT substitution
Jarjestuse variant, kus vahemalt (ks terminaatorikoodon on stop lost Stoploss
muudetud ja tulemiks on pikenenud transkript STOP_LOST P P
Reegel/tahendus SnpEff VEP/SO* ANNOVAR
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Vahemalt Ghe kanoonilise startkoodoni nukleotiidi muutus

START_LOST

start_lost

ei maara

Transkripti sisaldava elemendi aplifikatsioon

ei maara

transcript_amplification

ei maara

Raami-sisene  mitte-siinontiimne  insertsioon  kodeerivasse

jarjestusse

CODON_INSERTION

inframe_insertion

nonframeshift
insertion

Raami-sisene mitte-siinoniimne deletsioon kodeerivas jarjestusse

ei maara

inframe_deletion

nonframeshift

deletion

Jarjestuse variant, kus muutub ks voi mitu nukleotiidi, millega| . .. . . nonsynonymous
. e : - ei maara missense_variant

kaasneb aminohappe muutus, kuid jarjestuse kogupikkus séilib - SNV
Jarjestuse variant, kus muudab jarjestuse poolt kodeeritavat valku |ei maara protein_altering_variant ei maara
Splaissimiskoha variant, kus muutus toimus 1...3 nukleotiidis splice region variant splicin
eksonis voi 3...8 nukleotiidis intronis ei maara plice_region_ plicing
Jarjestuse variant, kus vdhemalt (ks l6pukoodoni nukleotiidest ei médra incomplete_terminal_codon_
osaliselt annoteeritud transkriptis muutub variant ei maara
Jarjestuse variant, kus vahemalt (ks terminaatori koodonitest ston retained variant
muutub, kuid terminaator séilib SYNONYMOUS _STOP P - ei maara
Jarjestuse variant, kus ei toimu muutust kodeeritud aminohapetes | SYNONYMOUS_CODING |synonymous_variant synonymous SNV
Jarjestuse variant, mis muudab kodeeritavad jérjestust CDS coding_sequence_variant ei maara

54




Transkripti vairant, mis asub mature miRNA jarjestuses ei maara mature_miRNA_variant ei maara
Reegel/tahendus SnpEff VEP/SO* ANNOVAR
Mittetransleeritava jarjestuse variant, mis asub 5'-otsas UTR_5 PRIME 5 prime_UTR_variant UTR5
Mittetransleeritava jarjestuse variant, mis asub 3'-otsas UTR_3 PRIME 3 _prime_UTR_variant UTR3
Jé_rjestuse v_ariant, mis rpun_Jdab mittekodeeriva eksoni jérjestuse ei médra non__coding_transcript_exon _
mittekodeerivaks transkriptiks _Vvariant ei maara
Transkripti variant introni sees INTRON intron_variant intronic
Variant transkriptis, mis on nonsense-mediated decay sihtmaérgiks | ei maara NMD _transcript_variant ei maara
Mitte-kodeeriva RNA geeni jarjestuse variant ei maara Esn_coding_transcript_varia ncRNA
Geeni 5'-0sas asuv variant UPSTREAM upstream_gene_variant upstream
Geeni 3'-0sas asuv variant DOWNSTREAM downstream_gene_variant downstream
E;Z]lfr?slsiol;i?z:;:ﬁ’ise ;J(il;‘:konddealleteemud plrkond sisldes el maara TFBS_ablation ei maara
Piirkonna kordus, kus asub transkriptsioonifaktorite sidumisala el maara TFBS_amplification ei maara
Jarjestuse variant, mis asub transktriptsioonifaktori sidumise alas |ei maara TF_binding_site_variant ei maara
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Elemendi kadumine, kus piirkonnas oli regulatoorne ala ei maara regulatory _region_ablation |ei maara
Elemendi piirkonnda kordus, mis sisaldab regulatoorset piirkonda | ei maara irggulatory_region_amplificat ei méira
Reegel/tahendus SnpEff VEP/SO* ANNOVAR
Jarjestuse variant, mis asub regulatoorses alas ei maara feature_elongation ei maara
Jarjestuse variant, mis asub regulatoorses alas ei maara regulatory_region_variant ei maara
Jarjestuse variant, mis toob kaasa genoomse elemendi lihenemise| . . .

vorreldes referentsjarjestusega ¢l maara feature_truncation ei maara
Jarjestuse variant, mis asub geenidevahelises piirkonnas INTERGENIC intergenic_variant intergenic
Variant deleteerib eksoni, mis on transkripti 5'-UTR piirkond UTR 5 DELETED ei maara ei maara
5-UTR piirkonna variant, milles on kolmenukleotiidiline jarjestus,

mis vdib olla startkoodon START_GAINED el maara ei maara
Variatsioon muudab Uhe startkoodoni teiseks startkoodoniks SYNONYMOUS START el maara ei maara
Variatsioon asub geenis GENE ei maara ei maara
Variant asub transkritptis TRANSCRIPT ei maara ei maara
Variatsioon asub eksonis EXON ei maara ei maara
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Deletsioon eemaldab terve eksoni

EXON_DELETED ei maara ei maara
Uhe v&i mitu koodonit muudetakse CODON_CHANGE ei maara ei maara
Variant on korgelt konserveerunud introni piirkonnas INTRON_CONSERVED ei méaara ei maara
Reegel/tahendus SnpEff VEP/SO* ANNOVAR
INTERGENIC_CONSERVE
Variant on kdrgelt konserveerunud geenidevahelises piirkonnas | D ei maara ei maara
Koodoni muutus ja koodoni deletsioon CODON_CHANGE_PLUS_C
J ODON_DELETION ei maara ei maara
Variant asub eksonis ei maara ei maara exonic
Jarjestuse variant, mis tekitab héireid translatsiooni lugemisraamis, R o .
. S . - el maara frameshift insertion
kuna insertsiooni pikkus ei ole kolme-kordne ei maara
- . - o . . R nonframeshift block
Raaminihet mitte pGhjustav jérjestuse variant ei maara ei maara .
substitution
Teadmata funktsiooniga jarjestuse variant ei maara ei maara unknown
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LISA 2 Annoteerimistodriista VEPI kdsureapdhine kasutamine: kasurida ning selle vérdlus veebiversiooniga.

Annoteerimisel kasutatud ké&surida on jargnev:

zcat /SISENDFAIL/ | perl /usr/local/ensembl-tools-release-81/scripts/variant_effect_predictor/variant_effect_predictor.pl --pick --merged --assembly
GRCh37 --vcf --html --sift b --polyphen b --regulatory --total_length --terms ensembl --canonical --biotype --maf 1kg --maf _esp --fork 8 --offline --
force_overwrite --cache --dir_cache /usr/local/ensembl-tools-release-81/scripts/variant_effect_predictor/cache_database/ -0 /VALJUND/ > log.out &

Tabel 9. Annoteerimisel kasutatud k&sud, nende tdhendus ning veebitddriista analoogid

Késurea tahis Veebiversiooni analoog [12] Tahendus [28]

--pick Restrict results: Show one selected | Valib Uhe tagajérje variatsiooni kohta alustades kdige kahjulikumast.
consequence

--merged Transcript database to use: Ensembl and | Kasutatakse iihendatud Ensembl’i ja RefSeqi transkriptide andmebaasi.
RefSeq transcripts

--assembly Vastava referentsgenoomi-pdhine toodriist | Referetnsiks kasutatakse inimese referentsgenoomi versiooni 37.

GRCh37 on saadaval aadressil
http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/
Tools/VEP

--html Puudub Genereeritakse véljundile lisaks html-fail, mis sisaldab koondtulemusi ning huperlinke

Ensembli ja teistesse andmebaasidesse
--siftb SIFT: Prediction and score Lisatakse SIFTi ennustusskoor ning télgendus
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Késurea tahis

Veebiversiooni analoog

Tahendus

--polyphen b PolyPhen: Prediction and score Lisatakse PolyPhen-2 ennustusskoor ning tdlgendus, kasutati HumVar treeningmudelit

--regulatory Get regulatory region consequences: Katvuste otsimine regulatoorsete piirkondadega

--total_length Vaikimisi Antakse variatsiooni  positsiooni cDNAs, CDSis ja valgus formaadis
positsiooni/kogupikkus.

--terms ensembl | Puudub Tagajargede kirjeldamise terminoloogia valimine

--canonical Identify canonical transcripts Lisab téhise, et transkript on uuritava geeni kanooniline transkript.
--biotype Transcript biotype Lisatakse transkripti biotulp
--maf_1kg Vaikimisi aktiivne Lisatakse mandipopulatsioonides (Aafrika, Ameerika, Aasia, Euroopa)
esinevad alleelisagedused lahtuvalt 1000 Genoomi projektist.
--maf_esp Vaikimisi aktiivne Lisatakse NHLBL-ESP populatsiooni
esinevad alleelisagedused l&ahtuvalt 1000 Genoomi projektist.
--fork 8 Puudub Lubab jaotada téoprotsessi mitme tuuma vahel. Kasutati protsessi jaotamist kaheksaks.
--offline Puudub Lubab to6tada vorguiihenduseta kasutades andmebaaside (varu) koopiaid
--cache Puudub Lubab cache kasutamist.
--dir_cache Puudub Téapssutab cache asukohta.
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LISA 3 Annoteerimistddriistade poolt kasutatavad andmebaasid

Tabel 10. Annoteerimistooriistade poolt kasutatavad andmebaasid. Tabelis on toodud annoteerimistédriistade poolt kasutatavate andmeaaside
nimetused, andmebaaside asukohad, haldajad vdi arendajad ning informatsioon, mida té6riistad andmebaasidest votavad.

Andmebaas

Andmebaasi taisnimi

Viide

Haldaja(d), arendajad

Sisaldus

Transkriptid

Ensembl European ~ Bioinformatics Inst!tute Automaatselt annoteeritud
(EBI), Wellcome Trust Sanger Institute .
(Core) ) ) transkriptid
http://www.ensembl.org/info/docs/api/ | (WTSI)
core/index.html
GENCODE Project:
Encyclopaedia of genes National Human Genome Research|Kontrollitud valke kodeerivate
GENCODE |and gene variants http://www.gencodegenes.org/ Institute (NHGRI), WTSI ja tesed lookuste annotatsioon
The Nati_onal Center for Biotechnology | Annoteeritud genoomse  DNA,
NCBI Reference Information (NCBI) transkirptide ja valkude jarjestused,
RefSeq Sequence Database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ sh kasitsi kureeritud jajrestused
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Andmebaas | Andmebaasi taisnimi Viide Haldaja(d), arendajad Sisaldus
International  Nucleotide
Sequence Database DNA Data Bank of Japan (DDBJ), | NGS toorandmed, annotatsioonid,
INSDC Collaboration http://www.insdc.org/ NCBI, EBI proovide ja katsete informatsioon
Human and Vertebrate
Analysis and Annotation
HAVANA | Project WTSI Késitsi kureeritud transkriptid
UCSC University of California
Known Santa Cruz Known Genes University of California Santa Cruz | Tuntud valke kodeerivad geenid,
Genes Dataset http://genome.ucsc.edu (UCSC) automaatne uuendus
Korge kvaliteediga geenimudelid,
Vertebrate and Genome | http://vega.sanger.ac.uk/info/about/ve pbhinevad  genoomide  Kasitsi
VEGA Annotation ga_proj.html WTSI annoteerimisel
Valkude jarjestus, struktuur
Koérge kvaliteediga informatsioon
valkude  funktsiooni,  asukoha,
SIB, Geneva Bioinformatics SA|ekspressiooni ja interaktsioonide
neXtProt http://www.nextprot.org/ (GeneBio) kohta
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Andmebaas | Andmebaasi taisnimi Viide Haldaja(d), arendajad Sisaldus
Uniprot Universal Protein resource
Swiss-Prot | Swiss-Prot Késitsi  annoteeritud  valkude
http://www.uniprot.org/ jarjestused ja funktsioonid
. Uniprot Translated EMBL
Uniprot .
TrempL | Nucleotide Sequence Data Automaatselt annoteeritud valkude
Library jarjestused ja funktsioonid
EBI, Swiss Institute of Bioinformatics
Unirefop | e UniProt Reference| . .o (SIB), the Protein Information Resource | {;..p, o+ Knowledgebase™ ja valitud
Clusters 90 - -uniprot.org (PIR) UniParci jarjestuste klastrid
Non-Redundant  Protein
Sequence Database
SWALL incorporating
SWISSPROT, TREMBL,
TREMBLNEW
Research Collaboratory for Structural | Kristallograafiliselt,
PDB Protein Data Bank http://www.rcsb.org/pdb/home/home.d | Bioinformatics kaks liiget Rutgers | kriioelektronmikroskoopiaga ja

(0]

University ja University of California
San Diego

tuumamagnetresonantsiga
kinnitatud struktuuridega valgud
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Andmebaas

Andmebaasi taisnimi

Viide

Haldaja(d), arendajad

Sisaldus

Define Secondary L . Centre for Molecular and Biomolecular .
DSSP Structure of Proteins http://swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp/ Informatics (CMBI), Radboudi Ulikool Valkude sekundaarstruktuurid
NCBINR | NGB! non-redundant| . e i nih.goviblast/db/ NCBI

proteiin database

Valkude jarjestused

Nomenklatuur

http://www.sequenceontology.org/ind

Gene Ontology Consortium, EBI,

SO Sequence Ontology ex.html WTSI Jarjestuste elementide terminoloogia
HUGO Gene it/ /W, Genenames. ora/ Human Genome Organisation (HUGO),
HGNC Nomenclature Committee - 9 -0rg NHGRI, WTSI Inimese geenide nimetused
Human Genome Variation Society
Sequence Variant (HGVS), Human Variome Project
HGVS Nomenclature http://varnomen.hgvs.org/ (HVP), HUGO Variatsioonide nomenklatuur
Geenide piirkonnad, funktsioonid, variatsioonid, epigenoomika
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/ NCEI Valke kodeerivad piikonnad ja

CCDS

Consensus CDS project

CcdsBrowse.cgi

nende kdrgkvaliteetne annotatsioon
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Andmebaas | Andmebaasi taisnimi Viide Haldaja(d), arendajad Sisaldus
Single Nucleotide SNV(de, indelite  ja  teiste
dbSNP Polymorphism Database | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ NCBI variatsioonide arhiiv
Database of Human Non-
sync')nymous SNVs _and https://sites.google.com/site/jpopgen/d | Xiaoming Liu, Ph.D ja University of
dbNSFP Their Functional bNSFP Texas Healt Science Centre
Predictions and SNVde annotatsioon, sealhulgas
Annotations mdju ennustajate skoorid
Epigenome | NIH Roadmap Informatsioon DNA  histoonide
Roadmap Epigenomics Mapping modifikatsiooni ja teiste
Consortium http://www.roadmapepigenomics.org/ | National Institute of Health (NIH) epigeneetiliste nahtuste kohta
Slidame-veresoonkonna, kopsude ja
NHLBI GO  Exome National Heart, Lung, and Blood |vereloomeelundkonnaga seotud
NHLBI ESP | Sequencing Project http://evs.gs.washington.edu/EVS/ Institute (NHLBI) ja teised geenide eksoomide annotatsioon
1000
Genomes Inimeste geneetilise varieeruvuse
Project http://www.1000genomes.org/ EBI informatsioon
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Andmebaas

Andmebaasi taisnimi

Viide

Haldaja(d), arendajad

Sisaldus

Exome Aggregation _ I
EXAC Consortium http://exac.broadinstitue.org/ Broad Institute Eksoomide sekveneerimise andmed
Prof Jonathan Marchini  (Oxfordi
HRC Ulikool), prof. Goncalo Abecasis
Haplotype Reference | http://www.haplotype-reference- (Michigani  Ulikool), prof. Richard
Consortium consortium.org/ Durbin (WTSI) Inimese haplotiibid
BLUEPRIN Radboudi  Ulikool  ja  arvukalt
T BLUEPRINT Consortium | http://www.blueprint-epigenome.eu/ | vdikeettevotteid Referents-epigenoomid

Haigus-seosel

ised andmebaasid

Catalogue of somatic

Kasvajates leiduvad mutatsioonid,

COSMIC mutations in cancer http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/ WTSI sh kasitsi kureeritud andmed
Genoomsete variatsioonide seos
Clinvar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ | NCBI terviseinformatsiooniga
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LISA 3 - VEPI véljundfaili naidis

@ mamba.ebc.ee - PuTTY -

##fileformat=VCFv4.1

##santoolsVersion=0.1.18 (r982:295)

$$#INFO=<ID=DF, Number=1, Type=Integer, Description="Raw read depth">

$##INFO=<ID=DF4, Number=4, Type=Integer, Description="# high-guality ref-forward bases, ref-reverse, alt-forward and alt-reverse bases">
##INFO=<ID=MQ, Number=1, Type=Integer, Description="Root-mean-square mapping guality of covering reads">
$##INFO=<ID=FQ, Number=1, Type=Float,Description="Phred probability of all samples being the same">

$##INFO=<ID=LF1, Number=1, Type=Float, Description="Max-likelihood estimate of the =site allele freguency of the first ALT allele">
##INFO=<ID=G3, Number=3, Type=Float,Description="ML estimate of genotype fregquencies">
##INFO=<ID=HWE, Number=1, Type=Float, Description="Chi"2 based HWE test P-value based on G3">

$#3INFO=<ID=CIS5, Number=2,Type=Float, Description="Egual-tail Bayesian credible interval of the site allele fregquency at the 95% level">
##INFO=<ID=PV4, Number=4, Type=Float, Description="P-values for strand bias, base( bias, map bias and tail distance bias">
##INFO=<ID=INLDEL, Number=0, Type=Flag, Description="Indicates that the variant is an INDEL.">

$##INFO=<ID=PC2, Number=2, Type=Integer,Description="Phred probability of the nonRef allele fregquency in groupl samples being larger (,smaller) than in group2.">

##INFO=<ID=PCHIZ, Number=1, Type=Float,Description="Posterior weighted chi”2 P-wvalue for testing the association between groupl and group? samples.">
$#$#INFO=<ID=QCHIZ, Number=1, Type=Integer,Description="FPhred scaled PCHIZ.">

##INFO=<ID=PR, Number=1, Type=Integer, Description="4 permutations yielding a smaller PCHIZ.">
##FORMAT=<ID=GT, Number=1, Type=String, Description="Genotype">

##FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Integer, Description="Genotype Quality">

##FORMAT=<ID=GL, Number=3, Type=Float, Description="Likelihoods for RR,RA,AR genotypes (R=ref,lA=alt)">
##FORMAT=<ID=DP, Number=1, Type=Integer, Description="4# high-guality bases">

$##FORMAT=<ID=5F, Humbexr=1, Type=Integer, Description="Phred-scaled =strand bias P-values">

##FORMAT=<ID=FPL, Number=-1, Type=Integer, Description="List of Phred-scaled genotype likelihoods, number of values is (#RLT+1)* (#LLT+2),/2">
##INFO=<ID=RP, Number=.,Type=5tring, Description="Repeats">

##VEP=vEl cache=/usr/local/ensembl-tools-release-81/scripts/variant_effect predictor/cache_database//homo_sapiens_merged/81_GRCh37 db=. polyphen=2.2.2 sift=sift5.2.2 CC

SMIC=T71 ES5P=20141103 gencode=GENCODE 15 HGMD-PUBLIC=20144 genebuild=2011-04 regbuild=13 assembly=GRCh37.pl3 dbSNF=142 ClinVar=201501

$##INFO=<ID=C5Q, Number=., Type=5tring, Description="Consequence annotations from Ensembl VEP. Format: AllelelConsequence|IHPACT|5YM30L|Gene|Feature_type|Feature|310TYPE|EX
ON | INTRON |HGVSc |HGVSp | cDNA_position|CDS_position|Protein position|Amino_acids|Codons|Existing variation|DISTANCE | STRAND|SYMBOL SCURCE |HGNC ID|CANONICAL|REFSEQ MATCH|SIF

T|PolyPhen|AFR_MAF|AMR MAF|ASN MAF|EAS MAF|EUR MARF|S5AS MAF|AR MAF|EA MAF|CLIN_SIG|SOMATIC|PHENC|MOTIF NAME |[MOTIF POS|HIGH INF POS|MOTIF SCORE CHANGE">

#CHROM POS D REF ALT QUAL FILTER INFC FORMAT bowtie? human 37 dbSNP fragment 30x selftoself Nta.sorted.bam

1 12854407 . G T 10.4 - DP=12;VDE=0.0287;AF1=1;CI%5=1, 1;DP4=0,0,11,1;M0=10;FQ=-63;5F=1,2;C50=T S5TOF_GAINED HIGH FRAMEF1

ENSG00000116721 Transcript ENST00000332296 protein coding 3/4 . . . T34 631 211 E/* Gaa/Taa r=369355355&8C0O5M168T702T&COSM1687

oz2s8 . 1 HGNC 28840 YES . . . . . . . . . A:0.0002 B:0 . Oglsl Oslsl

. . . GT:PL:GQ 1/1:43,36,0:43

1 12854603 . T B 66 . DP=11;VDE=0.0014;AF1=1;CI35=1,1;DP4=0,0,5,6;M0=15;F(=-60;5F=1,2,3;C3Q=R S5STOP_GRINED HIGH PRAMEF1

ENSG00000116721 Transcript ENST00000332296 protein coding 3/4 - - - 930 827 276 L/* tTg/thao . - 1 HGHC

28840 YES . . . . . . . . . . . GT:PL:GQ
1/1:99,33,0:63

1 13183413 . G s 13.2 . DP=24;VDBE=0.0010;4F1=0.5;CIS85=0.5,0.5;DP4=0,16,4, 3;M0=20;FQ=16.1;PV4=0.004,1,1,1;5F=2;C50=A S5TOP_GRI

NHED HIGH . 440563 Transcript MM 001136561.2 protein_ coding 2/2 . . . 703 460 154 RS* Cga/Tga rs576724583

. -1 - . YES rseq mrna nonmatchirseq S5p mismatchérseq cds_mismatchérseq ens no_match . . L:0 L:0 . 4:0.001 A:0

n:0 . . . . . . . . GT:PL:GQ 0/1:43,0,88:46

Uks mahitud rida.

Joonis 5. VEPI valjundfaili naidis. Fail algab paisega ning jargneb iga variatsiooni kirjeldusega Uihe rea kohta. Paremaks lugemiseks on antud néidisfaili
tabuleeritud. Esimene variatsioon on PRAMEF1 geenis asuv vdib pdhjustada stopkoodoni teket. Vélja on toodud selle variatsiooni ID dbSNP ja COSMIC

andmebaasides. Variatsioon asub kolmes selle geeni transkriptis neljast ning paikneb valku kodeerivad piirkonnas.
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LISA 4 —Voimalikku olulist mdju omavate artefaktsete variatsioonide kokkuvote geenide
tasandil.

Tabel 11. Vdimalikku olulist m8ju omavate artefaktsete variatsioonide kokkuvote geenide
tasandil. Tabeli mugavamaks lugemiseks on toodud valja geenid, mille kohta oli artefaktsete
SNVde seas kas splaissingut vOi stop- ja startkoodoneid mdjutavad variatsioonid. Vélja on
jaetud ainult mitte-suinonttimseid asendusi pohjustavad variatsioonid sdltumata nende
olulisusest. Taismahus tabel on saadaval elektrooniliselt t60 autorilt. Tabeli koostamisel on
kasutatud VEPI terminiloogiat, kus SYMBOL téhistab geeni simbolit, CHR, START ja STOP
téhistavad geeni asukohta genoomis. ,,Tagajargede* lithendid on jargnevad: ESS (essential slice
site) - splaissimiskoha variatsioon, NSC (non-synonomous coding) — mittestinoniimne
variatsioon, SG (stop-gained) — stopkoodoni lisandumine, SGjaSS (stop-gained&splice site) —
stopkoodonit tekitav ja splaissimiskohas olev variatsioon, SL (stop-lost) — stopkoodoni
kadumine.

BWA align joondamisalgoritmi poolt joondatud lugemitest saadud artefaktsete SNVde ulevaade
olulisuse ja geenide jargi

GEEN CHR START STOP ESS|NSC| SG SGjaSS
ACSM2A 16 20462897 | 20498991 0 12 1 0
ACSM2B 16 20547547 | 20587689 0 12 ) 0
ADAM30 1 120436155 | 120439118 | O 1 1 0
AKR1B15 7 134233887 | 134264627 | O 3 1 0
AKR1C1 10 5005444 5025475 1 12 0 0
AKR1C2 10 5029966 5046215 1 6 2 0

ALGI1L 3 125648117 | 125655882 | 0O 0 1 0
AMY1B 1 104230039 | 104238912 | 1 1 0 0
AMY2B 1 104097321 | 104122151 | O 11 1 0
ANKRD30A 10 37414784 | 37521495 1 0 0 0
ANKRD30B 18 14748238 | 14852479 1 7 2 0
ANTXRL 10 47658233 | 47701443 1 0 0 0
ANXASL1 10 47157988 | 47174040 1 0 0 0
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APOBEC3F 22 39436608 | 39449915 | O 2 1 0
ARHGAP21 10 24872537 | 25012597 | O 5 2 0
ARHGAPS 14 32546494 | 32628934 | O 3 1 0
BCLAF1 6 136578000 | 136610989 | 0 | 13 1 0
BTN3A2 6 26365458 | 26378546 1 0 0 0
C5orf60 5 179068544 | 179072047 | O 1 1 0
C9orf57 9 74666291 | 74675521 | O 0 1 0
CATSPER2 15 43922871 | 43941024 | 2 2 1 0
CBWD?2 2 114195267 | 114253766 | O 6 2 0
CBWD3 9 70856396 | 70914929 | O 0 1 0
CCDC144A 17 16593574 | 16707767 1 6 2 0
CCDC74B 2 130896859 | 130902707 | O 7 2 0
CD8B 2 87042679 | 87089038 1 3 0 0
CD97 19 14492255 | 14519533 | 0 5 1 0
CDRT1 17 15491976 | 15522826 | 0 | 12 1 0
CELA3A 1 22328148 | 22339015 1 6 0 0
CELA3B 1 22303513 | 22315837 | O 8 1 0
CEP170 1 243287729 | 243418352 | 1 8 0 0
CFH 1 196621007 | 196716634 | 2 3 0 0
CFHR1 1 196788886 | 196801319 | O 9 2 0
CFHR4 1 196857143 | 196887843 | 0 2 1 0
CKMT1B 15 43885251 | 43891604 1 4 2 0
CRYBB2 22 25615488 | 25627836 1 1 0 0
CSH2 17 61949371 | 61951126 | O 5 1 0
CST4 20 23666276 | 23669677 | O 3 1 0
CXorf40A X 148622186 | 148628855 | 1 6 0 0
CYP11B1 8 143954669 | 143961262 | O 4 1 0
CYP2D6 22 42522500 | 42526908 1| 10 1 0
CYP4A11 1 47394848 | 47407137 1 8 0 0
CYP4A22 1 47603126 | 47615413 | 0 | 10 1 0
DGCR6 22 18893735 | 18899601 | O 2 1 0
DGCR6L 22 20301798 | 20307603 | O 4 1 0
DHRS4L2 14 24458030 | 24475617 | O 3 1 0
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EEF1AL 6 74225472 | 74230741 | 0 | 1 1 0
EIF3CL 16 28390904 | 28415165 | 1 | O 0 0
FAM153B 5 175490539 | 175541801 | 1 | 7 0 0
FAM185A 7 102389654 | 102448849 | 0 | 1 2 0
FAM230A 22 20692437 | 20716938 | 1 | 5 0 0
FAM35A 10 88854952 | 88951220 | 0 | O 1 0
FAM47B X 34960912 | 34963034 | 0 | 1 1 0
FAM86C1 11 71498559 | 71512282 | 2 | 1 0 0
FCGBP 19 40353962 | 40440533 | 0 | 38 1 0
FCGRIA 1 149754245 | 149764074 | 0 | 3 1 0
FLG2 1 152321210 | 152332482 | 0 | 9 2 0
FOLH1 11 49168186 | 49230222 | 2 | 9 1 0
FOXDAL5 9 70175706 | 70178815 | 0 | 3 1 0
FRG1B 20 29611856 | 29634010 | 2 | 9 0 0
FUT3 19 5842901 | 5851482 | 0 | 6 1 0
FUT5S 19 5866181 | 5903798 | 0 | 4 1 0
GAGE12C X 49296813 | 49304141 | 1 | 0 0 0
GOLGAGB 15 72947078 | 72958735 | 0 | 0 1 0
GOLGA6BD 15 75575175 | 75586816 | 0 | 1 1 0
GOLGA8O 15 32737306 | 32747835 | 0 | 1 1 0
GOLGASR 15 30695942 | 30706365 | 0 | 1 1 0
GRMS 7 126078651 | 126893348 | 0 | O 1 0
GSTM2 1 110210687 | 110217908 | 1 | 0 0 0
GTF2IRD2B 7 74508386 | 74565623 | 0 | 4 1 0
HERC2 15 28356185 | 28567298 | 1 | 16 0 0
IFITM1 11 313852 315272 | 0 | © 1 0
IFNAL0 9 21206179 | 21207142 | 0 | 6 1 0
IFNAL7 9 21227241 | 21228221 | 0 | 6 3 0
IGFN1 1 201159952 | 201198080 | 0 | 7 1 0
IGSF3 1 117117030 | 117210314 | 0 | 8 4 0
KLRC3 12 10568182 | 10573149 | 0 | 1 1 0
KMT2C 7 151832009 | 152133090 | 1 | 8 2 0
KRT6A 12 52880957 | 52887041 | 1 | 9 3 0
KRT6B 12 52840434 | 52845910 | 1 | 12 0 0
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KRTAP4-9 17 39261583 | 39262740 | O 3 2 0
KRTAPS5-10 11 71276608 | 71277666 | O 0 1 0
KRTAP9-2 17 39382899 | 39383904 | O 6 1 0
LCE1E 1 152758752 | 152760902 | O 7 0 0
LCE2B 1 152658598 | 152659877 | 0O 3 1 0
LILRB1 19 55141907 | 55148979 1 1 0 0
LINCO00999 10 38717073 | 38736820 1 1 0 0
LRRC37B 17 30348160 | 30380523 1 4 0 0
METTL2A 17 60501227 | 60527454 | O 3 1 0
MGAM 7 141695637 | 141806547 | 1 5 0 0
MICB 6 31465891 | 31478901 1 2 0 0
MRGPRX1 11 18955359 | 18956556 | O 2 1 0
MST1 3 49721379 | 49726486 1 1 1 0
MT-CO1 MT 5902 7444 0 8 2 0
MT-ND4 MT 10758 12136 0 6 3 0
MT-ND6 MT 14147 14672 0 0 1 0
MTRF1L 6 153308496 | 153323820 | O 1 1 0
MUCS8 12 133049333 | 133050726 | O 5 1 0
NBPF1 1 16888813 | 16939982 0 18 2 0
NBPF24 1 147575936 | 147599549 | 1 1 0 0
NBPF9 144811747 | 144830413 | O 8 1 0
NLRP2 19 55476619 | 55512510 | O 6 1 0
NOTCH2 1 120454175 | 120612240 | O 1 2 0
NPEPPS 17 45608429 | 45700642 0 1 2 0
NPIPA1 16 15031299 | 15045913 | O 0 1 0
NSUN5 7 72717231 | 72722813 | O 7 0 0
NUTM2A 10 88985204 | 88994735 | O 2 1 0
NUTMZ2E 10 81601113 | 81610628 | O 2 1 0
OR10G2 14 22101991 | 2210309 | O 6 1 0
OR10G9 11 123893719 | 123894655 | O 9 1 0
OR10H1 19 15917816 | 15918936 | O 3 1 0
OR1E2 17 3336163 3337135 0 1 1 0
OR1S2 11 57970673 | 57971653 | O 5 0 0
OR2L8 1 248112159 | 248113098 | 0 4 1 0
OR2T12 1 248457917 | 248458880 | O 10 2 0
OR2T29 1 248721783 | 248722797 | 0 0 1 0
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OR2T33 1 248436072 | 248437138 | 0 5 1 0
OR2T34 1 248737021 | 248738080 | 0 | 10 1 0
OR2T7 1 248604507 | 248605434 | 0 7 3 0
OR4A47 11 48510268 | 48511332 | O 8 1 0
OR51A2 11 4976001 4976943 0 0 1 0
OR51A4 11 4967354 4968356 0| 11 1 0
OR5H1 3 97851541 | 97852483 | O 1 1 0
OR5K1 3 98188323 | 98189420 | O 8 1 0
ORS8B3 11 124266277 | 124267264 | O 5 2 0
ORM2 9 117092148 | 117095532 | O 4 1 0
PAGE2 X 55115440 | 55119275 | O 2 1 0
PCDHAS 5 140220906 | 140391929 | O 5 1 0
PCDHB10 5 140571941 | 140575215 | O 9 1 0
PCDHB14 5 140603077 | 140605858 | O 9 1 0
PCDHB4 5 140501580 | 140505201 | O 3 1 0
PCDHB8 5 140557370 | 140560081 | 0 | 21 1 0
PDEA4DIP 1 144851426 | 144995022 | O 8 2 0
PDXDC1 16 15068959 | 15131552 | O 3 1 0
PGM5 9 70971814 | 71145977 | O 1 1 0
PKD1 16 2138710 2185899 0| 24 2 0
PLEKHM1 17 43513265 | 43568110 1|11 0 0
PMS2 7 6012869 6048756 1 2 0 0
POTED 21 14982497 | 15013906 | O 2 1 0
POTEH 22 16256440 | 16287937 | O 6 1 0
POTEM 14 19983558 | 20020272 1 5 2 0
PRAMEF1 1 12851545 | 12856777 | 0 | 17 1 0
PRAMEF11 1 12884467 | 12891264 | 0 | 15 1 0
PRAMEF26 1 13216355 | 13219581 | O 1 1 0
PRAMEF4 1 12939044 | 12946025 | O 7 1 0
PRB2 12 11544475 | 11548499 1 1 0 0
PRH2 12 11081834 | 11084940 | O 2 1 0
PRKRIR 11 76060999 | 76091986 | O 3 1 0
PSG1 19 43371357 | 43383871 2 4 1 0
PSG11 19 43511838 | 43530628 | O 1 1 0
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PSG4 19 43696853 | 43709926 | O 4 1 0
RABL2B 22 51205933 | 51222070 | O 3 1 0
RAC1 7 6414169 6442151 0 2 1 0
RASA4B 7 102123589 | 102158157 | O 5 1 0
RBMX X 135955619 | 135962884 | 0O 2 1 0
RHCE 1 25688739 | 25747336 1 9 2 0
RHD 1 25598883 | 25656936 | 0 | 10 2 0
ROBO2 3 75955845 | 77696661 | O 0 1 0
ROPN1B 3 125687986 | 125702297 | 1 0 0 0
RP11-514P8.7 7 102181947 | 102232891 | 1 2 0 0
RSPH10B2 7 6793739 6838394 1 7 1 0
SERPINB4 18 61304492 | 61311532 1 1 0 0
SFTPAl 10 81370700 | 81373954 | O 5 1 0
SFTPA2 10 81315607 | 81320151 | O 3 2 0
SLC9B1P1 Y 13496240 | 13524717 | O 1 1 0
SLFN13 17 33762114 | 33775856 | O 5 1 0
SMN2 5 69345438 | 69373419 1 1 0 0
SMPD4 2 130908981 | 130940323 | O 8 1 0
SORD 15 45315301 | 45369383 1 1 0 0
STAT5A 17 40439564 | 40463961 1 0 0 0
SULT1A2 16 28603265 | 28607801 1 2 1 0
TBC1D28 17 18538318 | 18545737 | 0 1 1 0
TCP10 6 167785664 | 167797954 | O 2 1 0
TMEM255B 13 114462215 | 114514899 | O 0 1 0
TPTE 21 10906740 | 10990882 1 0 0 0
TRIM74 7 72430015 | 72439997 | O 0 2 0
TRIOBP 22 38093010 | 38172563 | O 5 1 0
TUBA3D 2 132233665 | 132240507 | 1 | 14 1 0
ULBP2 6 150263135 | 150270371 | O 2 1 0
USP18 22 18632665 | 18660164 | 2 3 0 0
USP32 17 58256454 | 58469495 1 4 0 0
USP6 17 5019732 5078286 0 4 1 0
XCL1 1 168545710 | 168551315 | O 5 1 0
ZNF286B 17 18561741 | 18585572 1 3 0 0
ZNF468 19 53341260 | 53360872 1 0 0 0
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ZNF585A 19 37641003 | 37663615 | O 8 1 0
ZNF587 19 58361224 | 58376480 | O 6 3 0
ZNF587B 19 58341662 | 58357606 | O 1 1 0
ZNF705G 8 7213038 7243080 0 2 1 0
ZNF83 19 53115629 | 53140339 | O 2 1 0
ZNF98 19 22573820 | 22605148 1 3 0 0
ZXDB X 57618268 | 57623906 | O 7 1 0

BWA MEM joondamisalgoritmi poolt joondatud lugemitest saadud artefaktsete SNVde (levaade
olulisuse ja geenide jargi

GEEN CHR START STOP ESS|NSC| SG SL NCS&SS
LCE1E 1 152758752 | 152760902 | O 5 0 1 0
ACSM2B 16 20547547 | 20587689 0 3 4 0 0
MT-ND4 MT 10758 12136 0 5 3 0 0
AKR1C2 10 5029966 5046215 1 5 2 0 0
CFHR1 1 196788886 | 196801319 | O 11 2 0 0
DHRS4L2 14 24458030 | 24475617 0 2 2 0 0
FLGZ2 1 152321210 | 152332482 5 2 0 0
IGSF3 1 117117030 | 117210314 | O 4 2 0 0
ARHGAPS 14 32546494 | 32628934 | O 3 1 0 0
ARHGAP21 10 24872537 | 25012597 0 1 1 0 0
ARHGAPS 14 32546494 | 32628934 | O 3 1 0 0
BCLAF1 6 136578000 | 136610989 | O 3 1 0 0
Cb5orf60 5 179068544 | 179072047 | O 0 1 0 0
CCDC144A 17 16593574 | 16707767 0 3 1 0 0
CCDC74B 2 130896859 | 130902707 | O 3 1 0 0
CKMT1B 15 43885251 | 43891604 | O 1 1 0 0
CST4 20 23666276 | 23669677 0 2 1 0 0
DGCR6 22 18893735 | 18899601 0 1 1 0 0
DGCR6L 22 20301798 | 20307603 0 1 1 0 0
FAM185A 7 102389654 | 102448849 | 0O 1 1 0 0
GOLGAGB 15 72947078 | 72958735 | O 0 1 0 0
IFNA17 9 21227241 | 21228221 0 0 1 0 0
KIR2DL1 19 55281262 | 55295774 | O 10 1 0 0
METTL2A 17 60501227 | 60527454 | O 0 1 0 0
MT-CO1 MT 5902 7444 0 5 1 0 0
MT-NDS MT 12335 14147 0 10 1 0 0
ROBO2 3 75955845 | 77696661 0 0 1 0 0
THAP11 16 67876212 | 67878097 0 0 1 0 0
TRIOBP 22 38093010 | 38172563 | O 0 1 0 0
FOLH1 11 49168186 | 49230222 2 1 0 0 0
BTN3A2 6 26365458 | 26378546 1 0 0 0 0
CELA3A 1 22328148 | 22339015 1 2 0 0 0
CEP170 1 243287729 | 243418352 | 1 2 0 0 0

~
w




CYP11B2 8 143991974 | 143999259 | 1 7 0 0 0
FRG1B 20 29611856 | 29634010 1 0 0 0 0
LILRB1 19 55141907 | 55148979 1 0 0 0 0

LINCO00999 10 38717073 | 38736820 1 0 0 0 0

TPTE 21 10906740 | 10990882 1 0 0 0 0

NOTCH2 1 120454175 | 120612240 | O 1 2 0 1

PCDHAS 5 140220906 | 140391929 | O 1 2 0 1
PRH2 12 11081834 | 11084940 | O 1 2 0 1

TBC1D28 17 18538318 | 18545737 0 1 2 0 1

ZNF585A 19 37641003 | 37663615 | O 1 2 0 1
USP18 22 18632665 | 18660164 1 1 1 0 1

ZNF286B 17 18561741 | 18585572 1 1 1 0 1
MUCS5B 11 1244295 1283402 0 4 1 0 1
MYH2 17 10424468 | 10453274 | O 1 1 0 1
MZT2A 2 132241532 | 132249995 | O 1 1 0 1

NCL 2 232318241 | 232329305 | O 1 1 0 1
NEB 2 152341852 | 152591001 | O 1 1 0 1

NOMO1 16 14927537 | 14990017 0 1 1 0 1
NSUN5 7 72717231 | 72722813 | O 1 1 0 1

NUTM2F 9 97080477 | 97090926 | O 1 1 0 1
OBP2A 9 138438000 | 138441792 | O 1 1 0 1
ODF1 8 103563799 | 103573216 | O 1 1 0 1
OR10A5 11 6866882 6867936 0 1 1 0 1
OR10G9 11 123893719 | 123894655 | 0O 1 1 0 1
OR2T27 1 248813231 | 248814185 | O 1 1 0 1
OR51A4 11 4967354 4968356 0 1 1 0 1
OR5H1 3 97851541 | 97852483 | 0 1 1 0 1
ORS5H14 3 97868169 | 97869249 0 1 1 0 1
OR5K1 3 08188323 | 98189420 | O 1 1 0 1
ORM?2 9 117092148 | 117095532 | O 1 1 0 1
PAGE2B X 55101503 | 55105336 | O 1 1 0 1

PCDH11X X 91089658 | 91878226 | O 1 1 0 1

PCDH11Y Y 4924130 4972741 0 1 1 0 1

PDEA4DIP 1 144851426 | 144995022 | O 0 1 0 1
PDXDC1 16 15068959 | 15131552 0 1 1 0 1

PF4 4 74846793 | 74847841 0 1 1 0 1
PIGF 2 46808075 | 46844258 | O 1 1 0 1

POM121 7 72349935 | 72421979 0 1 1 0 1

POM121C 7 75046068 | 75115548 | O 1 1 0 1
POTEC 18 14511896 | 14543145 | O 1 1 0 1
POTED 21 14982497 | 15013906 | O 1 1 0 1
POTEF 2 130831107 | 130878182 | O 1 1 0 1
POTEH 22 16256440 | 16287937 0 1 1 0 1

PRB2 12 11544475 | 11548499 0 1 1 0 1

PRKRIR 11 76060999 | 76091986 | O 1 1 0 1
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PRODH 22 18900294 | 18924066 | O 1 1 0 1
PYROXD1 12 21590610 | 21623300 | O 1 1 0 1
RABL2B 22 51205933 | 51222070 | O 1 1 0 1
RBM4B 11 66432468 | 66445219 0 1 1 0 1
RGPD3 2 107021445 | 107084832 | O 1 1 0 1
RLN1 9 5334968 5339873 0 1 1 0 1
SEC14L6 22 30918785 | 30942669 0 1 1 0 1
SERPINB3 18 61322430 | 61329197 0 1 1 0 1
SIRPB1 20 1544166 1600655 0 1 1 0 1
SLC9B1P1 Y 13496240 | 13524717 0 1 1 0 1
SMN1 5 70220856 | 70248839 0 1 1 0 1
SPAG11A 8 7705545 7721319 0 1 1 0 1
STEAP1 7 89783688 | 89794141 0 1 1 0 1
STEAP1B 7 22478037 | 22540117 0 1 1 0 1
SULT1A1 16 28616917 | 28634874 | O 1 1 0 1
TBX20 7 35242041 | 35293758 | O 1 1 0 1
TRIMA49 11 89530822 | 89541743 | O 1 1 0 1
TRPA1 8 72933485 | 72987852 0 1 1 0 1
TWF1 12 44189295 | 44200052 0 1 1 0 1
TYW1 7 66461801 | 66704501 0 1 1 0 1
UBC 12 125396149 | 125399894 | 0 1 1 0 1
uGT2B28 4 70146216 | 70160768 | O 1 1 0 1
UNC93A 6 167704802 | 167729507 | O 1 1 0 1
VCX X 7810302 7812184 0 1 1 0 1
VN1R4 19 53769928 | 53770972 0 1 1 0 1
YY1AP1 1 155629245 | 155658260 | 0O 1 1 0 1
ZDHHC11 5 795721 851101 0 1 1 0 1
ZNF585B 19 37672480 | 37701451 0 1 1 0 1
ZSCAN5SB 19 56700938 | 56709289 0 1 1 0 1
ZXDA X 57931863 | 57937067 0 1 1 0 1
OR2T12 1 248457917 | 248458880 | 0 2 3 0 2
OR8B3 11 124266277 | 124267264 | O 2 3 0 2
PSG6 19 43407767 | 43421989 0 2 3 0 2
NUDT11 X 51232862 | 51239448 | 0 2 2 0 2
OR2T34 1 248737021 | 248738080 | O 2 2 0 2
ORM1 9 117085335 | 117088755 | O 1 2 0 2
PCDHATY 5 140213968 | 140391929 | O 2 2 0 2
PCDHB10 5 140571941 | 140575215 | O 2 2 0 2
PRAMEF11 1 12884467 | 12891264 | O 2 2 0 2
PRDM9 5 23507723 | 23528706 | O 2 2 0 2
RP11-683L23.1 18 47389 49557 0 2 2 0 2
SIRPA 20 1875941 1920543 0 2 2 0 2
SLC25A52 18 29339524 | 29340843 | O 2 2 0 2
SLFN13 17 33762114 | 33775856 | O 2 2 0 2
SPRR2B 1 153042716 | 153044084 | O 2 2 0 2
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SULT1A2 16 28603265 | 28607801 | O 2 2 0 2
SVIL 10 29746276 | 30024730 | O 2 2 0 2
TGIF2LY Y 3447081 3448082 0 2 2 0 2
TLR6 4 38825335 | 38858437 | 0 2 2 0 2
TRIM16L 17 18601322 | 18639431 | O 2 2 0 2
TUBALC 12 49658689 | 49667109 | O 2 2 0 2
TUBA3C 13 19747909 | 19755992 | 0O 2 2 0 2
uUBB 17 16284112 | 16286054 | O 2 2 0 2
ZNF181 19 35225853 | 35233091 | O 2 2 0 2
ZNF285 19 44886458 | 44905755 | O 2 2 0 2
ZNF676 19 22361892 | 22379753 | O 2 2 0 2
ZNF812 19 9800599 9811452 0 2 2 0 2
OBP2B 9 136080663 | 136084628 | O 1 1 0 2
OR10H1 19 15917816 | 15918936 | O 3 4 0 3
PSG11 19 43511838 | 43530628 | O 3 4 0 3
SFTPAl 10 81370700 | 81373954 | O 3 4 0 3
SFTPA2 10 81315607 | 81320151 | O 3 4 0 3
XCL1 1 168545710 | 168551315 | O 3 4 0 3
ZXDB X 57618268 | 57623906 | O 3 4 0 3
NBPF1 1 16888813 | 16939982 | O 3 3 0 3
OR2T3 1 248636626 | 248637634 | O 3 3 0 3
OR52I11 11 4615268 4616243 0 3 3 0 3
OR5H15 3 97887543 | 97888485 | O 3 3 0 3
OR8B2 11 124252290 | 124253258 | 0O 3 3 0 3
PCDHB12 5 140588290 | 140591696 | O 3 3 0 3
SMPD4 2 130908981 | 130940323 | O 3 3 0 3
SPRR1B 1 153003677 | 153005376 | O 3 3 0 3
UBXN11 1 26608774 | 26644854 | O 3 3 0 3
VCX3A X 6451658 6453159 0 3 3 0 3
ZNF286A 17 15603090 | 15624101 | O 3 3 0 3
RHCE 1 25688739 | 25747336 | O 2 2 0 3
SPANXD X 140785567 | 140786896 | O 2 2 0 3
TRIM16 17 15531273 | 15587614 | O 2 2 0 3
SMN2 5 69345438 | 69373419 1 1 1 0 3
RASA4B 7 102123589 | 102158157 | O 4 5 0 4
NLRP7 19 55434882 | 55477611 | O 4 4 0 4
OR10H5 19 15904760 | 15905892 | O 4 4 0 4
OR1S1 11 57982216 | 57983195 | O 4 4 0 4
OR2T7 1 248604507 | 248605434 | 0 4 4 0 4
PCDHB13 5 140593508 | 140596993 | O 4 4 0 4
PCDHB2 5 140474226 | 140476962 | O 4 4 0 4
PKD1 16 2138710 2185899 0 4 4 0 4
PSG1 19 43371357 | 43383871 | O 4 4 0 4
TUBBS 10 92831 95241 0 4 4 0 4
ZNF746 7 149169886 | 149194898 | O 4 4 0 4
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ZNF799 19 12500829 | 12512085 | O 4 4 0 4
PRAMEF1 1 12851545 | 12856777 | O 5 7 0 5
RHD 1 25598883 | 25656936 | O 5 6 0 5
PCDHA9 5 140227047 | 140391929 | O 5 5 0 5
SLFN11 17 33677323 | 33700639 | O 5 5 0 5
XCL2 1 168510002 | 168513235 | O 4 4 0 5
NLRP2 19 55476619 | 55512510 | O 6 7 0 6
OR4A47 11 48510268 | 48511332 | O 6 7 0 6
PCDHAG 5 140207562 | 140391929 | O 6 6 0 6
PLEKHM1 17 43513265 | 43568110 | O 6 6 0 6
PSG3 19 43225793 | 43244721 | O 6 6 0 6
SPRR2A 1 153028588 | 153030013 | O 6 6 0 6
TUBA3D 2 132233665 | 132240507 | O 6 6 0 6
OR13C9 9 107379528 | 107380485 | 0O 7 7 0 7
TUBASE 2 130949317 | 130956034 | O 7 7 0 7
PCDHB8 5 140557370 | 140560081 | O 8 8 0 8
UGT1A10 2 234545099 | 234681951 | O 8 8 0 8
OR13C5 9 107360649 | 107361788 | O 9 9 0 9
OR13C2 9 107366923 | 107367951 | 0 | 11 11 0 11
MUC6 11 1012820 1036706 0 | 15 15 0 15
PRAMEF2 1 12916940 | 12921764 | 0 | 16 16 0 16

Bowtie2 local joondamisalgoritmi poolt joondatud lugemitest saadud artefaktsete SNV de lilevaade
olulisuse ja geenide jargi

GEEN CHR START END SG | SL | SNC | NSCjaSS
ACSM2A 16 20462897 | 20498991 0 0 7 1
ACSM2B 16 20547547 | 20587689 0 0 3 0
ADAM29 4 175839508 | 175899331 | O 0 6 0
AKR1C2 10 5029966 5046215 1 0 4 0

AMY1B 1 104230039 | 104238912 | 1 0 2 0
ANKRDS0A 10 37414784 | 37521495 1 0 0 0
ANKRD30B 18 14748238 | 14852479 1 0 ) 0

ANKRD36 2 97779232 | 97930258 | O 0 7 0
ANXASL1 10 47157988 | 47174040 1 0 0 0
ARHGAP11B 15 30918878 | 30931013 | O 0 2 1
ARHGAP21 10 24872537 | 25012597 0 0 2 0
ARHGAPS 14 32546494 | 32628934 | O 0 3 0

ARMCA4 10 28101096 | 28287977 0 0 0 1

BEX2 X 102564281 | 102565883 | 0 0 1 0

BTN3A2 6 26365458 | 26378546 1 0 0 0

C5orf60 5 179068544 | 179072047 | O 0 0 0
CACNA1C 12 2162728 2800459 0 0 0 1
CATSPER?2 15 43922871 | 43941024 1 0 1 0
CBWD?2 2 114195267 | 114253766 | O 0 3 1
CBWD6 9 69204537 | 69262593 0 0 0 0
CCDC144A 17 16593574 | 16707767 0 0 3 0
CCDC74B 2 130896859 | 130902707 | O 0 4 0
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CELA3A 1 22328148 | 22339015 | 2 0 6 0
CEP170 1 243287729 | 243418352 | 1 0 5 0
CFH 1 196621007 | 196716634 | 1 0 0 0
CFHR1 1 196788886 | 196801319 | O 0 14 0
CKMT1B 15 43885251 | 43891604 | O 0 4 0
CR1L 1 207818518 | 207897048 | 0 0 5 1
CT47B1 X 120006456 | 120009779 | O 0 1 1
CYP11B1 8 143954669 | 143961262 | O 0 2 1
CYP2AT7 19 41381343 | 41388657 | O 0 7 0
CYP2D6 22 42522500 | 42526908 | O 0 6 0
CYP4A11 1 47394848 | 47407137 1 0 9 0
DDX11 12 31226778 | 31257725 | O 0 4 1
DGCR6 22 18893735 | 18899601 | O 0 1 0
DGCR6L 22 20301798 | 20307603 | O 1 2 0
DHRS4L2 14 24458030 | 24475617 | O 0 2 0
DPY19L2 12 63952692 | 64062357 | O 0 1 1
EIF3CL 16 28390904 | 28415165 1 0 0 0
FAM153B 5 175490539 | 175541801 | 1 0 4 0
FAM185A 7 102389654 | 102448849 | 0O 0 1 0
FAM27E?2 9 45733558 | 45734896 | O 0 1 0
FAM35A 10 88854952 | 88951220 | O 0 0 0
FCGBP 19 40353962 | 40440533 | O 0 10 2
FLG 1 152274650 | 152297679 | O 0 17 0
FOLH1 11 49168186 | 49230222 1 0 6 0
FOXDA4L5 9 70175706 | 70178815 | O 0 2 0
FRG1 4 190861942 | 190884359 | 1 0 1 1
FRG1B 20 29611856 | 29634010 | 2 0 2 0
GAGE2A X 49354131 | 49361430 | O 0 2 1
GOLGAGB 15 72947078 | 72958735 | O 0 1 0
GOLGAS8H 15 30896328 | 30906764 | O 0 0 1
GOLGA8J 15 30375255 | 30385702 | O 0 2 0
GOLGASO 15 32737306 | 32747835 | O 0 1 0
GSTM2 1 110210687 | 110217908 | 1 0 0 0
HLA-DRB1 6 32546545 | 32557625 | O 0 3 1
HLA-DRB5 6 32485119 | 32498064 | O 0 6 0
HRNR 1 152184557 | 152196669 | O 0 0 0
IFNL2 19 39759153 | 39760732 | O 0 4 1
IGHV10R15-1 15 22448381 | 22448819 | O 0 7 0
IGHV4-61 14 107095125 | 107095662 | 1 0 0 0
IGKV2D-24 2 90043606 | 90044439 | O 0 0 0
IGKV2D-29 2 89986321 | 89987079 | O 0 3 1
IGLL5 22 23229959 | 23238005 | O 1 6 0
IGSF3 1 117117030 | 117210314 | O 0 6 0
KIR2DL1 19 55281262 | 55295774 | O 0 9 0
KLRC3 12 10568182 | 10573149 | O 0 1 0
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KMT2C 7 151832009 | 152133090 | 1 0 0 0
KRT6A 12 52880957 | 52887041 | O 0 2 0
KRTAPS5-10 11 71276608 | 71277666 | O 0 0 0
KRTAP9-2 17 39382899 | 39383904 | O 0 2 0
LCE1E 1 152758752 | 152760902 | O 1 3 0
LILRB1 19 55141907 | 55148979 1 0 0 0
LILRB4 19 55173578 | 55181810 1 0 2 1
LINCO00999 10 38717073 | 38736820 1 0 0 0
LRRC37B 17 30348160 | 30380523 1 0 4 0
METTL2A 17 60501227 | 60527454 | O 0 1 0
MGAM 7 141695637 | 141806547 | 1 0 1 2
MICB 6 31465891 | 31478901 1 0 2 0
MT-CO1 MT 5902 7444 0 1 6 0
MT-ND4 MT 10758 12136 0 0 3 0
MT-ND5 MT 12335 14147 0 0 8 0
MTX1 1 155178489 | 155183614 | O 0 0 1
MUC17 7 100663352 | 100702020 | O 0 6 0
NBPF1 1 16888813 | 16939982 | O 0 6 1
NBPF9 1 144811747 | 144830413 | O 0 3 0
NLRP2 19 55476619 | 55512510 | O 0 11 0
NOTCH2 1 120454175 | 120612240 | O 0 1 0
NPEPPS 17 45608429 | 45700642 | O 0 1 0
NPIPA1 16 15031299 | 15045913 | O 0 0 0
NPIPA3 16 14805545 | 14820150 | O 0 4 0
NSUNS 7 72717231 | 72722813 | O 0 0 1
NUTM2A 10 88985204 | 88994735 | O 0 0 0
OR10H1 19 15917816 | 15918936 | O 0 ) 0
OR2T12 1 248457917 | 248458880 | O 0 5 0
OR2T2 1 248616076 | 248617130 | O 0 ) 0
OR2T33 1 248436072 | 248437138 | O 0 2 0
OR2T34 1 248737021 | 248738080 | 0 0 8 0
OR2T7 1 248604507 | 248605434 | O 0 6 0
OR4A47 11 48510268 | 48511332 | O 0 5 0
ORS8B3 11 124266277 | 124267264 | O 0 4 0
ORM1 9 117085335 | 117088755 | O 0 2 1
PCDHAS 5 140220906 | 140391929 | O 0 5 0
PCDHB13 5 140593508 | 140596993 | O 0 8 0
PCDHB7 5 140552242 | 140555957 | O 0 4 0
PDEA4DIP 1 144851426 | 144995022 | O 0 0 1
PKD1 16 2138710 2185899 0 0 4 1
PLEKHM1 17 43513265 | 43568110 | O 0 8 1
POM121C 7 75046068 | 75115548 | O 0 5 0
POTED 21 14982497 | 15013906 | O 0 1 0
POTEM 14 19983558 | 20020272 1 0 1 0
PRAMEF1 1 12851545 | 12856777 | O 0 8 0
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PRAMEF11 1 12884467 | 12891264 | O 0 2 0
PRAMEF26 1 13216355 | 13219581 | O 0 0 1
PRH2 12 11081834 | 11084940 | O 0 1 0
PRODH 22 18900294 | 18924066 | O 0 1 1
PSG1 19 43371357 | 43383871 1 0 8 0
PSG11 19 43511838 | 43530628 | O 0 4 0
PSG6 19 43407767 | 43421989 | O 0 5 0
PSG9 19 43757433 | 43773680 | O 0 2 0
RABL2B 22 51205933 | 51222070 | O 0 3 0
RASA4B 7 102123589 | 102158157 | O 0 5 0
RHCE 1 25688739 | 25747336 | O 0 4 1
RHD 1 25598883 | 25656936 | O 0 9 1
ROBO2 3 75955845 | 77696661 | O 0 0 0
ROPN1B 3 125687986 | 125702297 | 1 0 0 0
RSPH10B 7 5965776 6010314 0 0 0 1
RSPH10B2 7 6793739 6838394 1 0 4 0
SAAlL 11 18287810 | 18291524 1 0 2 0
SFTPAl 10 81370700 | 81373954 | O 0 3 0
SFTPA2 10 81315607 | 81320151 | O 0 3 0
SIGLEC11 19 50452241 | 50464429 | O 0 0 1
SLC9B1P1 Y 13496240 | 13524717 | O 0 1 0
SMN2 5 69345438 | 69373419 1 0 1 2
SPAG11B 8 7308132 7321176 0 0 1 1
SPANXD X 140785567 | 140786896 | O 0 3 1
SULTI1A1 16 28616917 | 28634874 | O 0 4 1
SUZ12 17 30264036 | 30328064 | O 0 0 1
TBC1D28 17 18538318 | 18545737 | 0 0 1 0
THAP11 16 67876212 | 67878097 | O 0 0 0
TPTE 21 10906740 | 10990882 1 0 0 0
TRIM16 17 15531273 | 15587614 | O 0 2 1
TRIMA43 2 96257765 | 96265526 | O 0 0 1
TRIM49C 11 89764273 | 89775193 | O 0 1 0
TRIM74 7 72430015 | 72439997 | O 0 0 1
TRIOBP 22 38093010 | 38172563 | O 0 2 0
TUBA3D 2 132233665 | 132240507 | 1 0 15 1
USP18 22 18632665 | 18660164 1 0 1 0
USP32 17 58256454 | 58469495 1 0 3 0
XCL1 1 168545710 | 168551315 | O 0 3 1
XCL2 168510002 | 168513235 | O 0 4 1
ZNF286B 17 18561741 | 18585572 1 0 3 0
ZNF585A 19 37641003 | 37663615 | O 0 4 0
ZNF587 19 58361224 | 58376480 | O 0 0 0
ZNF626 19 20802866 | 20844399 | O 0 4 0
ZNF773 19 58011308 | 58019529 | O 0 0 1
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Bowtie2 end-to-end joondamisalgoritmi poolt joondatud lugemitest saadud artefaktsete
SNVde ulevaade olulisuse ja geenide jargi

GEEN CHR START STOP ESS | NSC | NS&SS
AC092850.1 12 47394848 | 47407137 | O 2 0
ACSM2B 16 196788886 | 196801319 | O 4 0
ACTR3B 7 25598883 | 25656936 | O 4 0
ADAM29 4 12851545 | 12856777 | O 4 0
AHNAK?2 14 201159952 | 201198080 | 0 4 0
AKR1C1 10 7844762 7905237 0 4 0
AKR1C2 10 243287729 | 243418352 | 0 3 0
AL390778.1 9 207669612 | 207812754 | O 1 0
ANAPC1 2 168510002 | 168513235 | O 1 0
ANKRD30B 18 120926978 | 120935937 | O 6 0
ANKRD36 2 152321210 | 152332482 | 0 6 0
AP003062.1 11 207818518 | 207897048 | 0 6 0
ARHGAPS 14 33439267 | 33439642 | O 6 0
ATN1 12 132285405 | 132291239 | O 6 0
BCLAF1 6 114256660 | 114258728 | O 6 0
BEX2 X 232318241 | 232329305 | O 2 0
C1QTNF9 13 112525216 | 112642267 | O 7 0
CCDC74A 2 131975881 | 132022965 | O 7 0
CDHRS 11 130831107 | 130878182 | O 7 0
CDRT15L2 17 27323465 | 27341971 | O 1 0
CEP170 1 108443392 | 108507297 | O 1 0
CFHR1 1 130908981 | 130940323 | O 2 0
CGREF1 2 97779232 | 97930258 | O 3 0
CKMT1B 15 175839508 | 175899331 | O 3 0
CNTNAP3 9 140552242 | 140555957 | O 3 0
CR1 1 179068544 | 179072047 | O 2 0
CR1L 1 31465891 | 31478901 | O 4 0
CYP11B2 8 27775898 | 27776429 | O 4 0
CYP2A6 19 108882068 | 109005971 | O 1 0
CYP2A7 19 136578000 | 136610989 | O 3 0
CYP4Al1l 1 152456833 | 152552463 | 0 3 0
DHRS4L2 14 128116782 | 128142978 | O 3 0
DPY19L2 12 38388955 | 38389623 | O 2 0
DUOX1 15 38393315 | 38394118 | O 2 0
EVPL 17 75046068 | 75115548 | O 3 0
FAM205A 9 103563799 | 103573216 | O 3 0
FAM209B 20 143991974 | 143999259 | O 3 0
FCGBP 19 5334968 5339873 0 1 0
FCGR1B 1 117085335 | 117088755 | O 2 0
FKSG48 1 39072763 | 39288135 | O 2 0
FLG2 1 34723051 | 34729464 | O 2 0
FOXD4L1 2 5299867 5304969 0 2 0
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FOXO3 6 107366923 | 107367951 | 2 0 0
FRG1B 20 138150511 | 138151275 | O 2 0
HBZ 16 7584 8268 0 2 0
HERC2 15 10758 12136 0 1 0
HIST1H2AI 6 12335 14147 0 0 0
IFNL2 19 14745 15886 0 2 0
IGFN1 1 151867213 | 151870825 | O 5 0
IGHA1 14 140785567 | 140786896 | O 5 0
IGHA2 14 37430904 | 37536647 | 0 | 11 0
IGHV10R15-1 15 6451658 6453159 0| 11 0
IGHV3-66 14 102564281 | 102565883 | 0 | 11 0
IGHV4-61 14 81315607 | 81320151 | O 6 0
KDMA4E 11 29746276 | 30024730 | O 6 0
KIR2DL1 19 5029966 5046215 0 6 0
KLRC2 12 5005444 5025475 0 6 0
KRT6B 12 81370700 | 81373954 | O 1 0
KRT6C 12 76060999 | 76091986 | O 6 0
KRTAP4-1 17 616576 626078 0 6 0
LANCL3 X 48510268 | 48511332 | O 6 0
LILRB3 19 94758421 | 94760760 | O 1 0
LRRC37A 17 66432468 | 66445219 | O 0 0
LRRC37A3 17 1244295 1283402 0 0 1
LRRC37B 17 134855245 | 134856693 | O 2 0
MAGEAG X 52862299 | 52867569 | O 1 0
METTL2B 7 52840434 | 52845910 | O 1 0
MICB 6 49658689 | 49667109 | O 7 0
MT-CO2 MT 63952692 | 64062357 | O 7 0
MT-CYB MT 7033625 7051484 0 7 0
MT-ND4 MT 10583197 | 10588592 | 0 7 0
MT-ND5 MT 131780066 | 131782763 | O 4 0
MUC5B 11 114462215 | 114514899 | O 4 0
NCL 2 24881303 | 24896673 | O 4 0
NLRP2 19 105403653 | 105444694 | O 4 0
NOMO3 16 24458030 | 24475617 | O 4 0
NPEPPS 17 32546494 | 32628934 | O 2 0
ODF1 8 22314718 | 22315403 | O 1 0
OR13C2 9 106053225 | 106054732 | O 2 0
OR4A47 11 106173456 | 106175002 | O 2 0
ORM1 9 107095125 | 107095662 | O 2 0
PCDHB7 5 107131032 | 107131560 | O 4 0
PER3 1 28356185 | 28567298 | O 4 0
PKD1 16 43885251 | 43891604 1 0 0
POM121C 7 45422130 | 45457774 | O 2 0
POTED 21 22448381 | 22448819 | O 1 0
POTEE 2 202685 204502 0 3 0
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POTEF 2 2138710 2185899 0 3 0
PRAMEF1 1 20547547 | 20587689 | O 8 0
RBM4B 11 16326351 | 16388668 | 0 8 0
RGPD4 2 58256454 | 58469495 | 0 8 0
RHD 1 74002925 | 74023533 | O 8 0
RLN1 9 44372496 | 44415160 | O 1 0
RLN2 9 45608429 | 45700642 | O 1 0
SFTPAlL 10 30348160 | 30380523 | O 2 0
SFTPA2 10 39340353 | 39341594 | O 2 0
SLC25A52 18 20483036 | 20484224 | O 2 0
SMPD4 2 62850487 | 62914903 | O 2 0
SPANXD X 29339524 | 29340843 | O 1 0
SVIL 10 14748238 | 14852479 2 0 0
TMEM255B 13 40353962 | 40440533 | O 1 0
TPTE 21 54720796 | 54726850 | O | 19 0
TRAVS-2 14 41349442 | 41356352 | 0 | 19 0
TRGV4 7 41381343 | 41388657 | 0 | 19 0
TRGV5 7 44886458 | 44905755 | 0 | 19 0
TUBALC 12 39759153 | 39760732 | 0 | 19 0
USP32 17 55281262 | 55295774 | 0 | 19 0
VCX3A X 9800599 9811452 0 | 19 0
XCL2 1 55476619 | 55512510 | O | 19 0
ZNF285 19 22940115 | 22966909 | 0 | 19 0
ZNF626 19 20802866 | 20844399 | 0 | 19 0
ZNF812 19 29611856 | 29634010 | 0 | 19 0
ZNF99 19 55108301 | 55111576 | O | 19 0
Cb5orf60 5 14982497 | 15013906 | O 1 0
PRKRIR 11 10906740 | 10990882 | O 1 0
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LIHTLITSENTS

Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja I6putto tldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina, Anna Smertina (stinnikuupdev 12.01.19911)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

,Inimgenoomi Uhenukleotiidiliste variatsioonide annotatsioon — Ulevaade p&himdtetest ning
teise pdlvkonna sekveneerimise v@imalike artefaktsete SNV de annoteerimine®,

mille juhendaja on Ulvi Gerst Talas,

1.1.reprodutseerimiseks séilitamise ja tldsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmérgil kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja
I6ppemiseni;

1.2.uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas

digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alates 01.07.2016 kuni autoriBiguse kehtivuse téhtaja
I6ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud Gigused ja&vad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid 6igusi.

Tartus, 24.05.2016 (kuupé&ev).
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