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Geeniregulatsiooni signaali vahendavate geenide automaatne leid-
mine suuremahulistest eksperimentaalsetest andmetest

Liihikokkuvote

Kaesoleva bakalaureusetoo eesmérgiks on automaatselt leida geenidevahelisi seoseid suu-
remahulistest eksperimentaalsetest andmetest. Olenevalt eksperimendi tiiiibist saame me
tihtipeale teada vaid osa tegelikest regulatoorsetest seostest geenide vahel. Kombineerides
erinevaid eksperimente saame aga tapsemini maaratleda otseseid ja kaudseid seoseid, mis
madravad dra rakkude seisundi mingil kindlal tingimusel.

Geenide héirituse (ingl k. perturbation) eksperimendiga on voimalik leida need geenid,
mida hairitud geen mojutab, kas siis otseselt voi kaudselt. Kui neid andmeid kombineerida
kromatiinisadestamise andmetega, siis saame eraldada otseselt mojutatud geenid kaudselt
mojutatutest. Kdesoleva t00 eesmérk ongi leida kaudselt mojutatud geenidele voimalikke
regulaatoreid, mis vahendaksid signaali hairitud geenilt.

Signaalivahendajate leidmiseks kombineerime ENCODE andmestikus olevaid and-
meid geenide voimalike regulaatorite ja aktiivsete promootorite kohta. Juhul kui gee-
ni regulatoorses alas on néaidatud transkriptsioonifaktori seondumist, siis peame seda
voimalikuks signaalivahendajaks peamiselt regulaatorilt. Edasi tuleb leida need potent-
siaalsed signaalivahendajad, mis on ise peamise regulaatori poolt otseselt mojutatud.
T66 tulemusena tekivad kolmikud geenidest, kus peamine regulaator reguleerib otseselt
signaalivahendajat. See omakorda reguleerib peamise regulaatori sihtmérkgeene teatud
bioloogilistel tingimustel.

T66 l1oppeesmargiks on kasutatav tooriist, mis voimaldab sobivate sisendandmete ja
bioloogiliste tingimuste méaramisel automaatselt sellised regulatoorseid kolmikuid leida.

Mairksonad: geen, transkriptsioonifaktor, geeniregulatsioon, ENCODE, geeniregulat-
siooni signaalivahendajad



Systematic approach for finding gene regulation signal mediators
from large-scale experimental data

Abstract

The goal of the thesis is to automatically find relations between genes from large heteroge-
neous experimental data. Depending on the type of the experiment, we can only find out
very little about the actual regulation between genes. By combining different experiments
we can determine the direct and indirect regulation of genes much more accurately.

With gene perturbation experiments we can identify genes, that the perturbed gene
affects either directly or indirectly. If this data is combined with chromatin immunopreci-
pitation data, then we can separate directly affected genes from indirectly affected ones.
The aim of this thesis is to find the intermediate regulators that carry the signal from
the perturbed gene to the indirectly affected genes.

To find these intermediate regulators we combine ENCODE data with possible regu-
lators and active promoters of genes. In case the gene’s regulatory area is shown to bind
with a transcription factor, then we consider it a possible signal transmitter from the
main regulator. As the end result, we will have regulatory triplets, where main regulator
regulates an intermediate signal transmitter, that in return regulates the target gene.

The primary target of this thesis is to build a tool, which can find these regulatory
triplets automatically given the proper input data.

Keywords: gene, transcription factor, gene regulation, ENCODE, intermediate regu-
lators
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Sissejuhatus

Uheks elu pohiomaduseks on périlikkus, mis avaldub koikides bioloogilistes funktsioonides
ja struktuurides. Koige paremini avaldub périlikkus organismide paljunemise protsessis.
Périlikkuse sisu on geneetiline informatsioon ning see kujutab endast teavet valkude ehi-
tuse ja struktuuri, kuid samuti ka nende kasutamise kohta. Geneetiline info peitub aga
geenides.

Aastal 2003 médras Human Genome Project (eesti k. Inimese Genoomi Projekt) taie-
likult esimese inimese genoomi ning leiti, et inimeses on ligikaudu 20000 geeni. Kuigi
geenide kaardistamine onnestus, ei ole kaugeltki veel teada koikide geenide funktsionaal-
sus ning just see ongi jargmine suur samm inimese genoomi uurimises - koostada geenide
regulatoorsed vorgustikud ning koguda informatsiooni geeni funktsioonide kohta. Selleks
on vaja tapsemalt teada geenide ja valkude seoseid. Meile huvipakkuvateks valkudeks on
transkriptsioonifaktorid, mis seonduvad kindlatele DNA jarjestustele, mida nimetatakse
promootoriks, ning reguleerivad mRNA (ingl. k. Messenger-RNA) transkriptsiooni taset.

Transkriptsioonifaktorite (TF) seondumiste kohta saame informatsiooni kromatiini
immunosadestamise (ChIP-*) katsega. TF-id saavad seonduda ainult siis, kui DNA ei ole
seotud timber histoonide (valgud, mis seovad DNA enda iimber, et seda kompaktsemalt
kromosoomis hoiustada) ehk on avatud - seda on katseliselt voimalik moota DNase I
katsetega.

Transkriptsioonifaktori seondumine DNA-ga on ainult iiks osa geeniregulatsioonist.
Tihtipeale TF-id seonduvad, aga ei algata transkriptsiooni, sest neil on vaja mingit ak-
tivaatorit. Seega uuritakse geenide héirituse katsega, millised on tdpsemalt need geenid
(valgud), millel on oluline roll regulatsioonis teatud tingimustel. Hairituse katses mojuta-
takse lihte geeni kas positiivselt voi negatiivselt ja moodetakse, millised on teised geenid
ja kui suurel méaaral muutub nende ekspressiooni tase.

Kombineerides geenide héirituse eksperimendist saadud andmeid ChIP-* katsest saa-
dud DNA-ga seondumise andmetega, on voimalik eristada kaht gruppi sihtmérkgeene
- neid, mida mojutatakse ldbi DNA-ga seondumise ning neid, mida mojutavad mingid
vahefaktorid ehk signaalivahendajad. Antud t66 eesmérgiks ongi uurida juhtumeid, kus
signaal liigub mojutatud geeni sihtmaérkidelt teistele geenidele ning leida need signaali-
vahendajad.



1 Bioloogiline taust

Inimese kehas on ligikaudu 50 miljardit rakku. Inimene on paristuumse rakutiiiibiga orga-
nism, mis tidhendab, et péarilik informatsioon asub rakutuumas kromosoomidena. Inimesel
on 23 kromosoomipaari ning nendesse on jaotunud iiks koopia DNA-st. Igas kromosoo-
mis on lineaarses jarjestuses kindlalt paiknevad geenid. Geenid on funktsionaalsed 16igud
DNA-s, mis hoiavad endas infot organismi iilesehituse kohta. Seda informatsiooni kasu-
tatakse valkude siinteesiks ning valgud ongi inimese keha nii-nimetatud ehitusmaterjal.
Igal organismil on rohkesti geene, mis vastavad erinevatele bioloogilistele tunnustele na-
gu néiteks juuste voi silmade vérv, aga ka tunnustele mis pole silmaga ndhtavad, nagu
naiteks veregrupp. Kogu see geenides peituv informatsioon realiseeritakse geeniekspres-
sioonil, millest antud peatiikis juttu tuleb. Samuti kirjeldatakse geeni transkriptsiooni
ning kuidas see to6tab ja miks see elusorganismis oluline on.

1.1 Geeniekspressioon
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Joonis 1: Geeni ekspressiooni etapid. Transkriptsioon, splaissing ja translatsioon.
Transkriptsiooni kiigus tehakse DNA ahelale vastav RNA ahel. Splassinguga loigatakse
RNA-st vilja intronid ning saadakse mRNA. mRNA transleeritakse aminohappe ahelaks
mis omakorda voldib end valguks. Valk on geeni 16pp-produkt.



Geeniekspressioon (joonis 1) on elusorganismi geneetilise informatsiooni avaldumine:
protsess, mille kdigus geenides sisalduv parilik materjal avaldub geeni lopp-produktina.
Nendeks produktideks on enamasti valgud ehk proteiinid. Valgud moodustavad inim-
kehast ligi 20%. Valke ei kasutata peamise energiaallikana, vaid nad on naha luude ja
teiste kudede alustalaks. Seega kasutatakse neid pigem organismi ehitamiseks, kudede
taastamiseks ja kahjustunud rakkude uuendamiseks.

Geeniekspressioonil on mitu sammu (joonis 1). Esimene etapp on geeni DNA 16igule
vastava RNA ahela kodeerimine. DNA koosneb nukleotiitsetest aluspaaridest G - C ja A -
T (vastavalt guaniin - tsiitosiin ja adeniin - tiimiin). RNA siinteesimise kiigus transkribee-
ritakse vastav RNA ahel, kus T (tiimiin) on asendunud U-ga (uratsiiliga) [4]. Nii geenid
kui ka kodeeritud RNA ahel sisaldavad eksoneid ja introneid. Ekson on valku kodeeriv
jarjestus genoomis, samas kui intronite jarjestust valkude siinteesimiseks ei kasutata. Int-
ronid loigatakse geeniekspressiooni teises etapis, splaissimisel, vilja. Tanu alternatiivsele
splaissimisele, kus iihe geeni erinevate eksonite komplekt toodab erinevaid valke, on voi-
malik ligikaudu 20 000 geenist toota rohkem kui 100 000 valku. Eksonid iihendatakse ning
tulemuseks on mRNA ehk informatsiooni-RNA, mis jargmisena transleeritakse aminohap-
pe ahelaks. mRNA-s paiknevad nukleotiidid kolmikutena, kus iga kolmik stimboliseerib
tiht kindlat aminohapet [1]. Aminohappe ahel on valgu esmane struktuur. Pérast trans-
latsiooni toimub modifikatsioon, kus aminohappe ahel votab kolmedimensioonilise kuju
ning tulemuseks ongi funktsionaalne valk. Antud t66 juures huvitab meid koige rohkem
geeniekspressiooni esimene etapp ehk transkriptsioon.

1.2 Transkriptsioon

Transkriptsioon on geeni avaldumise esimene etapp, kus teatud osa DNAst transkribee-
ritakse iimber RNA 16iguks, mida kutsutakse ka transkriptsiooniiihikuks.
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Joonis 2: Geeni piirkond eukariioodis ehk péristuumses organismis. Rohelisega on té-
histatud promootori ala, kuhu seonduvad transkriptsioonifaktorid ja mRNA poliimeraas.
Kollasega on téhistatud geen, mida mRNA poliimeraas hakkab transkribeerima ehk loo-
ma DNA-le vastavat RNA ahelat.

Geene transkribeeritakse raku tuumas, kus paikneb ka DNA. Igas rakus on sama
koopia DNAst, kuid selle transkriptoom (ingl. k. Transcriptome) ehk koikvoimalikud
transkribeeritud RNA-d, erineb soltuvalt funktsioonist ja rakutiiiibist. Néiteks insulii-
ni tootvad rakud pankreases (kohunéédrmes) sisaldavad transkripte insuliini jaoks, mida
seevastu luude rakud ei sisalda [3|. Kuigi luude rakud kannavad sama geeni, siis seda ei



transkribeerita, sest et nii-0elda bioloogilised tingimused pole sobilikud. Lihtsamalt Gel-
des, transkriptoom kirjeldab, millised geenid avalduvad antud rakus teatud tingimustel.

Geenide transkriptsioon toimub kolmes etapis ning transkriptsioonifaktori olemasolu
on véga oluline [4]. Transkriptsiooni esimeses etapis kinnitub enstiiim nimega RNA po-
limeraas kindla DNA jérjestuse kiilge, mida nimetatakse promootoriks (joonis 2). Tihti
transkriptsioonifaktorid seonduvad, aga ei alusta teatud tingimusel transkriptsiooni. Sel-
lisel juhul on siisteemis kaudne regulaator, mis aktiveerib antud transkriptsiooni - sellest
tapsemalt kirjas jargmises alapeatiikis.

Teiseks transkriptsiooni etapiks nimetatakse elongatsiooni. DNA kuju on kiill kahe
ahelaga (topelt-heeliks), aga antud etapis ldheb vaja ainult iihte ahelat, mida nimetatakse
RNA siinteesi malliks (kollane piirkond joonisel 2). Transkriptsioon jatkub ning RNA
poliimeraas hakkab kodeerima ehk siinteesima uut RNA ahelat. RNA poliimeraas liigub
modda DNA-d suunaga 5 — 3’ (joonisel 2 on noolega vilja toodud transkriptsiooni
suund). Loodud RNA ahelas on T (tiimiin) asendunud U-ga (uratsiil).

Kolmandaks ehk viimaseks transkriptsiooni etapiks on terminatsioon. Et uue RNA
ahela silintees ei kestaks igavesti, on vajalik terminatsiooni signaal, mis transkriptsiooni
kompleksi lagundaks. Kui vérskelt stinteesitud RNA molekul moodustab G-C rikka struk-
tuuri, millele jargnevad norgad U-A sidemed, siis mehaanilise surve tottu nad Iohutakse
ning RNA poliimeraas tommatakse transkripti aktiivpiirkonnast vélja. See pohjustab
transkriptsiooni terminatsiooni.

1.2.1 Transkriptsioon inimeses

Suurte organismide puhul, nagu niiteks inimesed, ei ole geenide regulatsioon kaugeltki
nii selge ning tegemist on palju keerulisema siisteemiga. Esiteks, inimese DNAs ei paikne
geenid jarjest ning nende vahel on palju "ramps-DNAd"ehk osa DNAst, millel puudub
teadaolev funktsionaalsus. RNA poliimeraas ei saa vabalt seonduda promootori piirkon-
naga, selleks on vaja transkriptsioonifaktorite olemasolu, mis aitavad RNA poliimeraasil
seonduda promootori piirkonnaga.

Lisaks ei ole teada, millist geeni tdpsemalt mingisugune seondumispiirkond reguleerib.
Kui DNA I6igus on palju geene koos, on potentsiaalseid sihtmérke viga palju [8]. Enamik
regulatoorsetest valkudest mojutavad mitme geeni transkriptsiooni. See juhtub ka siis, kui
antud regulatoorsel valgul eksisteerib mitu seondumispiirkonda raku genoomis. Jarelikult
voib reguleeriv valk méngida rolli erinevate geenide ekspressioonis [3].



1.3 Geenide regulatsioon

Kuna osad regulatoorsed valgud seonduvad mitmesse eri piirkonda genoomil, siis jarelikult
voivad nad ka mojutada mitme geeni ekspressiooni. Samuti ithe geeni ekspressioon voib
mojutada voi blokeerida teise geeni avaldumist.

GEEN 1 GEEN 2 GEEN 3 GEEN 4
< y
5I

: kodeeritav DNA
AKTIVEERIB AKTIVEERIB
transkriptsioonifaktor — —
seondumispiirkond

O transkriptsioonifaktor / valk
transkriptsiooni BLOKEERIB
I aktiveeritmine
ﬁ(_> transkriptsiooni
represseerimine
Joonis 3: Geenide regulatsiooni mudel. Rohelisega on téhistatud transkriptsioonifaktori
seondumispiirkond. On néha, kuidas GEEN 1 produktiks on regulatoorne valk, mis blo-

keerib GEEN 2 ekspressiooni, aga aktiveerib GEEN 3, mis omakorda reguleerib GEEN
4. Antud t66 eesmérgiks on leida koik GEEN 3 sarnased signaalivahendajad.

Joonisel 3 on nédidatud geeni regulatsiooni vorgustiku mudel. See mudel ei ole tépne,
kuid annab ettekujutuse, kuidas toimub geenide niinimetatud 'multifaktoriaalne regulat-
sioon’ ehk regulatsioon, kus osaleb rohkem kui iiks geen. Jooniselt on néha, et geen nr. 1
produktiks on valk, mis seob end geen nr. 2 ja geen nr. 3 promootori piirkonda. Jarelikult
iiks geen mangib rolli kahe teise geeni ekspressioonis. Nimelt geen nr. 1 blokeerib geeni nr.
2 transkriptsiooni ja reguleerib 3. geeni, mis omakorda avaldab moju 4. geenile. Olgugi,
et katsete tulemusena saame teada, et geeni nr. 1 mojutamisel on ndha muutust geen nr.
4 ekspressioonis, ei saa me tapselt teada, mis geenid on selle regulatsiooni vaheliilideks.
Erinevate katsetulemuste kombineerimisel on aga voimalik luua hiipoteese, millised gee-
nid voivad olla regulatsioonis signaalivahendajateks ning hiljem seda katseliselt kinnitada
voi kummutada.
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1.4 Rakuliin

Rakuliin on rakkude kogum organismidelt, mis tavaparaselt ei paljuneks, kuid tédnu raku-
mutatsioonile ja tehislikule keskkonnale on nad eemaldanud normaalsest raku vananemise
protsessist ning suudavad jatkata paljunemist in vitro, mis tagab rakkude edasise kasvu.
Sellist sailitamist kasutatakse pohiliselt katselistel eesméarkidel.

Rakuliine saab teoreetiliselt 1opmatuseni kloonida, mis annab eelise teha analiiiise ja
katseid geneetiliselt samadel rakkudel. See on oluline korduvates teaduslikes eksperimen-
tides, et testida naiteks eukartiootide geenide ekspressiooni erinevatel tingimustel.

Kbige esimene ja siiani kasutuses olev rakuliin on HeLa [13], mis saadi emakakacla-
vahist. Embriionaalsete tiivirakkude uurimisel kasutatakse peamiselt rakuliine H1 ja H9.
ENCODE andmestikus on kokku tehtud katseid 91 erineva rakuliiniga [2].

1.5 Transkriptsioonieksperimendid

Téanu genoomi jérjestamisele on teada, kus paiknevad geenid. Samuti on erinevatest eks-
perimentaalsetest allikatest teada milliste promootorpiirkondadega erinevad transkript-
sioonifaktorid seonduvad. Tihtipeale on need andmed aga iildised ning kindla bioloogilise
tingimuse kirjeldamiseks on vaja tdpsemalt vélja selgitada aktiivsete geenide regulatsioo-
nimehhanismid.

1.5.1 DNase I katse

Kromatiin on DNA ja sellega seondunud valkude, histoonide, kogum, millest moodus-
tuvad kromosoomid. Kromosoomis on DNA keerunud timber valkude, mida kutsutakse
histoonideks. Selleks, et transkriptsioonifaktor saaks DNA-ga seonduda, on vaja, et DNA
oleks antud kromatiinis avatud - see tdhendab, et DNA ei oleks histoonide timber tihedalt
seotud, sest muidu ei oleks ruumi transkriptsioonifaktoril seonduda. Sellisel viisil on ka
histoonid ja kromatiini olek seotud geeniregulatsiooniga.

Selliseid piirkondi on voimalik moota ensiiiimi deoksiiribonukleaas I, DNase I, katsete-
ga. DNase I 16ikab DNA ahelat enamasti valkudega mitte seotud piirkondadest. Sellistesse
piirkondadesse on enamasti seondunud transkriptsioonifaktorid. Millised transkriptsioo-
nifaktorid antud avatud piirkondadesse aga seonduvad, on voimalik méa#rata kromatiini
immunosadestamisega.

1.5.2 Kromatiini immunosadestamine

Kromatiini immunosadestamine on iiks tavapérane viis, kuidas leida huvipakkuva transk-
riptsioonifaktori seondumispiirkondi DNA-s. See tehnika annab aimdust, millised on gee-
nide ja valkude omavahelised suhted rakus.

Kromatiini immunosadestamine néeb lithidalt vilja selline, et huvipakkuv valk ja kro-
matiin seostatakse ajutiselt. DNA jagatakse ligikaudu 500 aluspaari suurusteks osadeks
ultrahelitootluse abil. Need osad, kus huvipakkuv proteiin asetseb, sadestatakse kasutades
sellele proteiinile omast antikeha [9]. Sellega seotud DNA I6igud puhastatakse ja selgi-
tatakse vélja nende sekventsid ehk jarjestused ja paigutatakse nad selle abil genoomile.
Leitud sekventsid ehk DNA 16igud loetakse selle valguga seostunuks.
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1.5.3 Geenide hiirituse eksperiment

GEEN |NORMAALNE |KNOCK-DOWN @ @
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Joonis 4: Geenide héirituse nédide geeniregulatsiooni mudeli pohjal (joonis 3). Roheline
varv tahistab geeni avaldumist, punane virv tdhendab, et geeni ekspressiooni ei toimu.
Tulbas "NORMAALNE" on toodud geenide G2, G3 ja G4 normaalsed olekud. Tulbas
"KNOCK-DOWN" on toodud samade geenide olekud, kus huvipakkuvat geeni G1 on
hairitud ehk ekspressiooni taset on vihendatud. Néiteks geen G3 avaldub normaalsetes
tingimustes, aga kui huvipakkuv faktor G1 inhibeerida (ingl. k. inhibit), siis on néha,
et geeni G3 ekspressiooni tase on langenud ja geeniekspressiooni ei toimu. Vastupidi-
selt tavaolekus G2 ei avaldu, sest G1 blokeerib G2 ekspressiooni. Kui aga héirida meile
huvipakkuvat geeni, siis on ndha, et G2 ekspressiooni tase touseb.

Geenide héirituse eksperiment seisneb selles, et huvipakkuval transkriptsioonifaktoril
suurendatakse voi vihendatakse ekspressiooni taset (ingl. k. vastavalt upregulation ja
downregulation) nii, et sihtmérkgeenid néitavad mérkimisvidrset muutust ekspressioonis
[12]. Selle abil saame jalgida, millised geenid ei hakka end iildse ekspresseerima voi just
vastupidi - geeni ekspressiooni tase on mérgatavalt tousnud. Sellist eksperimenti tuntakse
kui transkriptsioonifaktori héirituse eksperiment (TFPE - ingl. k. Transcription Factor
Perturbation Ezxperiment).
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2 Praktiline too

Jargnevas peatiikis tuleb juttu t66 kaigust. Milliseid andmeid on kasutatud ning mis
on nende andmete péaritolu. Samuti kuidas neid omavahel kombineerida, et kaardistada
geenid ja nende lahedusiimbruses asuvad transkriptsioonifaktorite seondumispiirkonnad.

2.1 Bioloogilised katsed

Molekulaarbioloogias tehakse viga palju katseid tranksriptsioonifaktorite ja DNA-ga, tap-
semalt uurida inimese bioloogiliste protsesside regulatsiooni. Kuna katseid on palju, siis
on ka rohkelt andmeid, mis katsetest tulevad. Kuna katsed on tihtipeale eraldiseisvad,
siis lihe katse tulemuste juures ei arvestata teise katsega. Sellised erinevad tulemused ei
anna taielikku arusaama bioloogilistest protsessidest.

Moistmaks paremini erinevaid bioloogilisi protsesse, tuleks katsetulemustest saadud
andmeid omavahel integreerida ja vaadata neid kui iihtse tervikuna, et saada tdpsem
iilevaade peituvast regulatoorsest funktsionaalsustest.

2.2 TUldised andmestikud

Katsetest saadud andmestikku voib igat iiht vaadata kui eraldi kihti, mida liksteise peale
ladudes jouame uute teadmisteni, mis on vanadest tdpsemad ja paremad.

2.2.1 GENCODE

ENCODE! (ingl. k. The Encyclopedia of DNA Elements) on aastal 2003 loodud rahvus-
vaheline projekt, mille eesmérgiks on olnud kaardistada inimese genoomi koik funktsio-
naalsed elemendid. GENCODE? (ingl. k. Encyclopedia of genes and gene variants) on
ENCODE projekti alamprojekt, mille eesmérk on kaardistada koik valke kodeerivad gee-
nid ja tuvastada geenide funktsionaalsust inimestes ja hiirtes. GENCODE andmestikus
sisaldub informatsioon jargneva kohta:

e Kromosoom

e Kirjeldus

e Funktsionaalse elemendi tiiiip

e Alguspunkti koordinaat kromosoomil
e Lopp-punkti koordinaat kromosoomil

e DNA strand, kus "+"tdhistab geeni kodeerimist suunal 5 — 3’ ja "—"t&histab
kodeerimist suunal 3" — 5’

e Geeni Ensembl ID

thttps:/ /www.encodeproject.org/
Zhttp://www.gencodegenes.org/
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2.2.2 (Geeni nimed

g:Profiler® [10] on avalik veebirakendus, mida kasutatakse geenide iseloomustamiseks.
g:Profileril on alam-t6oriist g:Convert, mida kasutatakse geenide erinevate identifikaato-
rite ja nimede tolkimiseks. g:Convert pohineb Emsembl-i andmebaasil ning on voimeline
tolkima palju eri liikide nimetiiiipe.

e Geeni Ensembl ID

e Geeni nimi

2.2.3 DNasel

ENCODE projekti raames on loodud DNase I andmestik*, mis sisaldab informatsiooni
hiiperaktiivsetest seondumispiirkondadest. Sellised on piirkonnad, kus DNA ei ole kro-
mosoomis histoonide iimber keerdunud. Sinna saavad transkriptsioonifaktorid seonduda
ning méngida rolli geenide ekspressioonis. DNase I andmestik sisaldab endas jargmist
infot:

e Kromosoom

e Piirkonna alguskoordinaat kromosoomil

e Piirkonna loppkoordinaat kromosoomil

e DNA ahel, kus "+"téhistab 5 — 3’ suunda ja "—"tahistab 3’ — 5’ suunda
e Kodeerimispiirkonna alguskoordinaat (sama, mis piirkonna alguskoordinaat)
e Kodeerimispiirkonna l6ppkoordinaat (sama, mis piirkonna léppkoordinaat)
e Rakuliinide loend

e Rakuliinide arv

2.2.4 ChIP-seq

ENCODE projektis on saadaval veel ka ChIP-seq andmestik, mis on saadud kromatiini
immunosadestamise ja DNA sekveneerimise tulemusena. Antud andmestikus on &ra kaar-
distatud transkriptsioonifaktorite seondumispiirkonnad ning tdpsustatud, millised fakto-
rid on seal seondunud. ChIP-seq andmestik sisaldab endas jargnevat:

e Kromosoom

Seondumispiirkonna alguskoordinaat kromosoomil

Seondumispiirkonna loppkoordinaat kromosoomil

Transkriptsioonifaktorite nimede loend (pikema loendi puhul mérgitakse multiple)

e Seondunud faktorid ja rakuliin kujul Transkriptsioonifaktor(Rakuliin)

3biit.cs.ut.ee/gprofiler /welcome.cgi
4https:/ /www.encodeproject.org/data/annotations/
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2.2.5 Geenide hiairituse katse andmed

Kuna ChIP-seq katse annab aimdust, millised transkriptsioonifaktorid genoomis seondu-
vad, el madra see éra, kas geen ekspresseerub voi mitte. Geenide héirituse katsest 1.5.3
saame andmestiku, kus on margitud geenid, mis néitavad méarkimisvaarset muutust gee-
niekspressioonis meile huvipakkuva geeni héairimise korral.

Geenide héirituse andmestik sisaldab:

e Geeni Ensembl 1D

e (Geeni nimi

2.3 Huvipakkuva faktori spetsiifilised andmestikud

Regulatoorsete signaalivahendajate leidmiseks tuleb kombineerida huvipakkuva fakto-
ri otseselt ja kaudselt mojutatud geenide andmestikke iildiste andmestikega. Naitena on
toodud OCT4 (tuntud ka kui POUS5F1) poolt otseselt ja kaudselt méjutatud geenide and-
mestikud rakuliinil HI-hESC. OCT4 on iiks kolmest embriionaalsete tiivirakkude peami-
sest transkriptsioonifaktorist, mis vastutavad rakkude pluripotentsuse ja eneseuuenduse
eest. Need andmed on périt Embryonic Stem Cell Database® (ESCDD) [7] andmebaasist.
ESCDb baasis on inimese ja hiire embriionaalsete tiivirakkudega seotud andmestikke,
samuti ka geenide héirituse ja kromatiini immunosadestamise eksperimentide andmeid.

2.3.1 Oct4 ChIP-seq

Oct/ ChIP-seq andmestik sisaldab endas geenide Ensembl’i ID-sid, mille promootori piir-
konnas on OCTY4 seondunud.

o Geeni Ensembl’i ID

e (Geeni nimi

2.3.2 Oct4 knock-down experiment

OCTy expression down andmestikus on nimekiri geenide Ensembl’i ID-dest, mis néitavad
muutust ekspressioonis, kui OCTY regulatsiooni taset on vihendatud. Andmed on saadud
geenide hairituse eksperimendiga 1.5.3.

e Geeni Ensembl’i ID

e Geeni nimi

Sbiit.cs.ut.ee/escd /info.html
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2.4 Signaali vahendavate geenide leidmine

To6 eesmargiks on automaatselt leida geenidevahelisi seoseid eelpool kirjeldatud suure-
mahulistest eksperimentaalsetest andmetest (GENCODE 2.2.1, ChIP-seq 2.2.4 ja DNase
[2.2.3).

Esimese sammuna signaalivahendajate leidmiseks tuleb kombineerida GENCODE and-
mestikus olevaid andmeid geenide voimalike regulaatorite ja aktiivsete promootorite koh-
ta. Juhul kui geeni regulatoorses alas on nédidatud transkriptsioonifaktori seondumist, siis
peame seda voimalikuks signaalivahendajaks peamiselt regulaatorilt.

Teise sammuna tuleb geeniekspressiooni andmetest eraldada huvipakkuva transkript-
sioonifaktori poolt otseselt reguleeritud geenid. Alles jadnud geenidest tuleb eraldada
need, mis on huvipakkuva faktori poolt kaudselt reguleeritud 2.2.5.

Kolmanda sammuna tuleb leida potentsiaalsed signaalivahendajad, mis on ise peamise
regulaatori poolt otseselt mojutatud. Kui selline kolmik leidub, kus huvipakkuv faktor
mojutab otseselt geeni X ja selle seondumine on leitud geeni Y promootori piirkonnas,
siis saame geeni X pidada signaalivahendajaks huvipakkuvalt faktorilt.

2.4.1 Geenid ja nende iimbruses seondunud transkriptsioonifaktorite leidmi-
ne

Leidmaks geenide timbrusesse seondunud transkriptsioonifaktorid, on esmalt vaja tea-
da, kus genoomil paiknevad geenid. Selle saame teada GENCODE andmestikust, kus
on antud, mis kromosoomil geen paikneb, geeni ID ning transkriptsiooni alguspunkti
koordinaadid kromosoomil. Iga geeni jaoks tuleb méaarata kaugus transkriptsiooni algus-
punktist (TSS - ingl. k. Transcription Start Site), mille piirkonnas hakkame seonduvaid
transkriptsioonifaktoreid otsima. Otsitava piirkonna suuruse valik on vaba (néiteks +/—
3000 aluspaari) ning antud regiooni jaoks on vaja dra mérkida koik seonduvad transk-
riptsioonifaktorid, mis leiduvad selles alas. Transkriptsioonifaktorite seondumise kohta
on informatsioon ChIP-seq andmestikus, kust saab kétte seondumispiirkonna koordinaa-
did. Lisaks tuleb iga geeni timbruse kohta kaardistada DNase I andmestikust saadaolevad
regioonid, mis annab teavet selle kohta, kas DNA on iildse avatud ja kas sinna saavad
TF-id seonduda. Kui on mérgata transkriptsioonifaktori seondumist, siis tuleb arvutada
ka TF-i seondumispiirkonna iilekatte % DNase I katsest saadud piirkonnaga.

Esimese etapi jaoks on vaja luua andmestik jargmiste tulpadega, kus on iga transk-
riptsioonifaktori kohta jargmine informatsioon:

e Kromosoom

e Geeni nimi

e Geeni TSS koordinaat
Rakuliin

Transkriptsioonifaktori nimi

Transkriptsioonifaktori keskpunkti kaugus geeni T'SS koordinaadist

e DNase I iilekatte protsent juhul, kui see leidub

Esimese etapi tulemus on realiseeritud algoritmiga 1, parameetriteks on antud va-
hemik 3000 ja rakuliin H1-hESC. Selliste parameetritega loodud andmestikus on kokku
1641802 kirjet.) Jargnevalt on toodud néide andmestikust mingi geeni kohta:
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Veeru nimi Veeru vaartus
Kromosoom chr22
Geeni Ensembl’i ID ENSG00000215568

TSS 17449273

Rakuliin H1-hESC

TF-1 nimi CEBPB

Transkriptsioonifaktori keskpunkti kaugus geeni T'SS koordinaadist +713.0
DNase I piirkonna iilekatte % 100%

Tabel 1: Naiide esimese etapi tulemusest. Geeni ENSG00000215568 transkriptsiooni al-
guspunktist tilesvoolu (5’ poole) paikneb 713 aluspaari kaugusel transkriptsioonifaktor
nimega CEBPB. Samuti asub CEBPB taielikult piirkonnas, mis on saadud DNase I 2.2.3
andmestikust.

TF seondub TSS-st
713 aluspaari kaugusel

CEBPB
O \ TRANSKRIPTSIOONI SUUND
5' i EF\_A_/\ 3'
3 PROMOQTOR GEEN (ENSG00000215568)  °
[ 1
PIIRKOND

DNAse I ANDMESTIKUST

Joonis 5: Tabeli 1 andmed visuaalsel kujul. Rohelisega on téhistatud promootori ala
kuhu transkriptsioonifaktor CEBPB seondub. Kaugus transkriptsiooni alguspunktist on
véljendatud alsupaaride arvuga, mis jadb seondumispiirkonna keskpunkti ja T'SS-i vahele.
Pruuniga on tahistatud piirkond DNase I andmestikust, kuhu koige toenéolisemalt saab
faktor seonduda, sest piirkond genoomil on avatud. Kollasega on téhistatud geen, mida
hakatakse transkribeerima, sulgudes on toodud geeni Ensembl ID.

2.4.2 Geeni nimede tolkimine ja kaudsete sihtméirkgeenide eraldamine

Teise etapi eesmérgiks on esimeses etapis loodud transkriptsioonifaktorite seondumissai-
tide (TFBS - ingl. k. Transcription Factor Binding Sites) failis Ensembl’i ID tolkimine
geeni nimeks 2.2.2. Nimede tolkimine on vajalik, sest Ensembl ID on unikaalne identifi-
kaator Ensembl’i andmebaasist ning geeni nime saab hiljem vajalikuks identifikaatoriks
timber tolkida. Seejarel tulevad kasutusse lisaks iildistele andmetele kaks uut huvipakku-
va transkriptsioonifaktori spetsiifilist andmestikku, mis on voetud ESCDb-st. Antud and-
mestike juures on kasutusel Python’i funktsioon Sniffer()®, millega saab tuvastada, mille
abil on andmed ridadel eraldatud, kuna sisendandmed ei pruugi alati samas formaadis

Shttps://docs.python.org/2/library/csv.html csv.Sniffer
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olla. Esimeses andmestikus on huvipakkuva faktori poolt otseselt reguleeritud sihtmérgid
2.3.1, mis on saadud kromatiini immunosadestamise tulemusel, ning teiseks andmefai-
liks on geenide hairituse eksperimendi andmed 2.3.2, kus on huvipakkuva faktori poolt
kaudselt mojutatud geenid.

Teise etapi esimeses osas tolgime 1. sammus loodud TFBS failis geeni Ensembl ID-d
geeni nimedeks.

Geeni Ensembl’i ID | Geeni nimi
ENSG00000215568 GAB4

Tabel 2: Tolkimine. Ensembl’i ID-le vastav geeni nimi.

Teise etapi teises sammus tuleb TFBS failist vélja sorteerida otseselt mojutatud gee-
nid (andmestikus 2.3.1) ning samuti need geenid, mille timbruses on huvipakkuv faktor
seondunud.

Teise etapi viimases sammus tuleb allesjaéinud geenide nimekirjas hoida alles ainult
need, mis on huvipakkuva faktori poolt kaudselt mojutatud (geenide héirituse eksperi-
mendi andmestikus 2.3.2).

POU5F1 ? GAB4

AKTIVEERIB
AKTIVEERIB

: kodeeritav DNA e,

transkriptsioonifaktor POUSF1 —l:’ ? :3—» GAB4

seondumispiirkond Yenns®
O transkriptsioonifaktor / valk
transkriptsiooni
| aktiveeritmine
Joonis 6: Tundmatu signaalivahendaja. Geenide hairituse eksperimendist saame teada,
et POUSF1 avaldab moju GAB4’le, aga ta ei ole GAB4 otsene regulaator. Seda teame
selle pérast, et t60 teise etapi kidigus eraldasime TFBS andmestikust koik POU5SF1 poolt

otseselt reguleeritud sihtméargid. Jérelikult toimub regulatsioon l&dbi tundmatu signaali-
vahendaja.
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Alles jaab andmestik, kus on huvipakkuva transkriptsioonifaktori kaudsed sihtméark-
geenid koos neid iimbritsevate transkriptsioonifaktoritega. Viimase etapi eesméargiks ongi
leida signaalivahendajad (joonisel 6 mérgitud kiisimérgiga).

2.4.3 Signaalivahendajate leidmine

T66 kolmanda sammuna leiamegi signaalivahendajad huvipakkuvalt transkriptsioonifak-
torilt.

Kahe esimese etapi tulemusena on meil andmestik, kust on eraldatud huvipakkuva fak-
tori teadaolevad otsesed sihtmérgid ESCDb andmebaasist ning samuti need geenid, mille
timbruses antud transkriptsioonifaktor seondunud on. Jarele on jadnud ainult huvipakkuva
faktori poolt kaudselt reguleeritud sihtmérgid ning nende geenide piirkonnas seondunud
transkriptsioonifaktorid. Samuti on ESCDb andmebaasist olemas ka antud faktori poolt
otseselt reguleeritud sihtmérkgeenide andmestik 2.3.1.

Signaalivahendajate leidmiseks tuleb neid kahte andmestikku kombineerida ning leida
need geenid, mille {imbruses on méargatud huvipakkuva faktori poolt otseselt reguleeritud
sihtmérgi seondumist.

Néide mingi geeni kohta péarast t66 esimese kahe etapi labimist:

Veeru nimi Veeru vaartus

Kromosoom chr22
Geeni nimi GAB4

TSS 17449273

Rakuliin H1-hESC

TF-i nimi CEBPB

Transkriptsioonifaktori keskpunkti kaugus geeni T'SS koordinaadist +713.0
DNase I piirkonna iilekatte % 100%

Tabel 3: Geeni nimi on ID kaudu tolgitud ja alles on jadnud ainult huvipakkuva faktori
kaudsed sihtmérgid. See tdhendab, et antud geen ei leidu otseste sihtmérkide seas (and-
mestikus 2.3.1). Antud tabeli néite puhul on vaja leida, kas TF nimega CEBPB leidub
huvipakkuva transkriptsioonifaktori poolt otseselt reguleeritud sihtmérkide seas. Kui lei-
dub, siis saame lugeda transkriptsioonifaktorit CEBPB iiheks voimalikuks signaalivahen-
dajaks peamiselt regulaatorilt geenile GABA4.
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POUS5SF1 CEBPB GAB4

AKTIVEERIB

: kodeeritav DNA
transkriptsioonifaktor POUSF]. _|CEBPB GAB4

seondumispiirkond

O transkriptsioonifaktor / valk
transkriptsiooni
I aktiveeritmine
Joonis 7: Regulatoorse kolmiku nidide. POU5F1 avaldab moju geenile CEBPB, mis

omakorda méngib rolli GAB/ geeni regulatsioonis. Antud juhul ongi {iheks voimalikuks
signaalivahendajaks CEBPB.

AKTIVEERIB

Niéiteks kui leidub, et CEBPB on otseselt reguleeritud peamise regulaatori (antud ju-
hul POU5F1) poolt ja loodud tabeli nr. 3 pohjal saame 6elda, et CEBPB on seondunud
geeni GAB4 timbrusesse. Sellisel juhul loeme CEBPB-d {iheks voimalikuks signaalivahen-
dajaks geenilt POU5SF1. Kirjeldatud olukord on visualiseeritud joonisel 7.
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3 Signaalivahendajate automaatne leidmine

Signaalivahendajate automaatseks leidmiseks on selle t66 raames loodud programm Black
Box Solver.

3.1 Black Box Solver
Programm on kirjutatud keeles Python ning kasutatud on standardteeke:
e sys - Siisteemi spetsiifika
e codecs - Tépitdhtede ja muude siimbolite encoding
e csv - Andmefailide sisselugemine
e 0s - Operatsioonisiisteemi spetsiifika
e time - Algoritmi jookmiseks kulunud aja mootmine
e configparser - Konfiguratsioonifailide t66tlemiseks

e json - JSON kujul andmete t66tlemiseks

3.1.1 Konfiguratsioon

Kasutajal on voimalik konfigureerida Black Box Solver’it oma soovide jirgi, et saada
tahetud tulemusi. Konfiguratsioon on failis black box config.ini ning vastavate para-
meetrite muutmiseks tuleb konfiguratsioonifail avada vabalt valitud tekstiredaktoris ning
vastavaid parameetreid muuta.

[blackbox ]

vahemik = 3000

rakuliin = H1-hESC

gencode = gencode.v19.TSS.notlow. gff
chipseq = chipseq proximal.bed

dnasei = dnase proximal.bed
geeninimed = ensg genename. txt
[ TEBSfile |

loodud _failid = |[]

Kood 1: Niéide programmi konfiguratsioonifailist black box config.ini koos
konfigureeritavate parameetritega.

Programmi kaivitamisel kontrollitakse, kas konfiguratsioonifail eksisteerib. Kui see
puudub, siis tekitatakse esialgne konfiguratsioon vaikeviirtustega (konfiguratsioon - 1).
Kasutaja poolt on méaaratavad jargmised parameetrid:

e blackbox

— vahemik - Otsingupiirkond ehk kui kaugelt T'SS-ist otsida aktiivseid promoo-
toreid ja regulaatoreid (Téisarv)

— rakuliin - rakuliini nimetus (Séne tiilip)

— gencode - GENCODE andmestik (Sone tiiiip)
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— chipseq - ChIP-seq andmestik (Sone tiiiip)
— dnasel - DNase I andmestik (Sone tiitip)

— geeninimed - ENSG geeni nimed tolkimise jaoks (Sone tiiiip)

Programm ise taiendab vastavalt etteantud toole jargmist parameetrit, kus hoitakse
informatsiooni loodud TFBS failide kohta:

o TFBSfile

— loodud_failid - loend loodud TFBS failidest kujul [[vahemik, rakuliin, faili
nimil, ...]

3.1.2 Kasutamine

Programmi kasutamiseks on vajalik Python 3.x ning programmi tuleb kiivitada kisurealt:

python blackbox.py [huvipakkuva faktori nimi| [otsesed sihtmdrgid] [hdirituse eksperi-
mendi andmed| [vahemik] [rakuliin]

Programm votab minimaalselt 3 argumenti:

1. Esimeseks argumendiks on huvipakkuva faktori nimi.

2. Teiseks argumendiks on huvipakkuva faktori voi geeni poolt otseselt reguleeritud
sihtmérgid ehk geenid, mille piirkonnas on méargatud antud faktori seondumist.

3. Kolmandaks argumendiks on huvipakkuva faktori kaudsed sihtmérgid ehk geenide
héirituse eksperimendi tulemusena saadud andmed.

4. Neljas argument ei ole kohustuslik. Kui vahemik on méaaratud, siis programm ka-
sutab seda, kui vahemikku ei ole méadratud, voetakse vastav vaikevdartus konfigu-
ratsioonifailist 1.

5. Viies argument ei ole kohustuslik. Kui rakuliin on méé&ratud, siis programm ka-
sutab etteantud rakuliini. Kui ei ole mééaratud, siis rakuliini vaikevaartus loetakse
konfiguratsioonifailist 1.
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3.2 Programmi t60 kaik
Programmi t60 on jagatud loogiliselt nelja etappi:
1. Kontrollid
2. TFBS andmestiku lugemine /loomine
3. Signaalivahendajate leidmine ja andmestiku loomine

4. Suunatud graafi andmete loomine

3.2.1 Kontrollid

Esmalt kontrollitakse iile koik programmi tooks vajalik.

1. Konfiguratsioonifail
e Kui konfiguratsioonifaili ei leidu, loob programm uue konfiguratsiooni vaike-
seadistustega (Konfiguratsioonifail 1).
e Kui konfiguratsioonifail leidub, loeb programm konfiguratsiooni olemasolevast
failist.

2. Programmi argumentide vaartused

e Kontrollitakse, kas programm on saanud minimaalsed vajalikud argumendid.

e Kontrollitakse, kas esimeseks argumendiks antud otseste sihtmarkide andmes-
tik on olemas.

e Kontrollitakse, kas teiseks argumendiks antud geeni héirituse eksperimendi
andmestik on olemas.

3. Konfiguratsioonifailis kirjeldatud iildiste andmestike kontroll

Kontrollitakse, kas eksisteerib GENCODE andmestik 2.2.1.

Kontrollitakse, kas eksisteerib tolkimiseks vajalik geeni nimede andmestik 2.2.2.
Kontrollitakse, kas eksisteerib DNase I andmestik 2.2.3.
Kontrollitakse, kas eksisteerib ChIP-seq andmestik 2.2.4.

4. Vahemiku ja rakuliini kontroll

Kontrollitakse kas on antud vahemik ja/voi rakuliin.

Kui vahemik on antud, veendutakse, et tegemist on téisarvuga.

Kui vahemik puudub, loetakse vdartus konfiguratsioonifailist.

Kui rakuliin puudub, loetakse vaartus konfiguratsioonifailist.
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3.2.2 TFBS andmestik

Kui programmi t66ks vajalikud kontrollid on ldbitud, jéatkab programm TFBS andmes-
tikuga. Esmalt programm vaatab, kas moni vastavate parameetritega TFBS andmestik
on juba loodud. Tehtud parameetritega andmestikke kontrollitakse konfiguratsioonifailist
loodud failid atribuudist.

1. Rakuliin
e Kontrollitakse, kas on tehtud otsing antud rakuliini pohjal.
2. Vahemik

e Kontrollitakse, kas on tehtud otsing antud vahemikuga. Vahemik voib olla
vaiksem voi vordne eelnevalt tehtud otsingust.

Kui antud parameetritega TFBS andmestik eksisteerib, loeb programm selle sisse.
Andmestiku failinimi saadakse konfiguratsioonifaili loodud _failid parameetrist.

Kui antud parameetritega TFBS andmestikku ei leidu, siis hakkab programm ette-
antud sisend-parameetritega uut TFBS andmestikku looma. Uue andmestiku loomisel
salvestatakse see kujul "TFBS-vahemik-rakuliin.txt". Samuti lisatakse konfiguratsiooni-
faili loodud failid loendisse uus véartus:

[vahemik, rakuliin, "TFBS-vahemik-rakuliin.txzt"]

3.2.3 Signaalivahendajate andmestik

Eelviimase sammuna hakkab programm leidma ja koostama signaalivahendajate andmes-
tikku. Kuna koik kontrollid on teostatud (alapeatiikk 3.2.1), siis saab programm jéitkata
t60d, nagu on kirjeldatud alapeatiikis 2.4.

Programm informeerib kasutajat, mis etapp hetkel késil on:

e Alustan otsimist...
e (Otsesed eemaldatud...
o Ainult kaudsed sihtmdrgid alles, otsin signaalivahendajaid. ..

Kui signaalivahendajad on leitud, salvestatakse tulemus faili black_ bozxes [huvipakkuva
faktori nimi| [vahemik| [rakuliin/.txt. Samuti annab programm kasutajale uue andmes-
tiku loomisest teada.

3.2.4 Suunatud graafi genereerimine

Viimase sammuna koostab programm suunatud graafi andmed, et teha visualiseeringuid
ja edasisi vorgustike analiiiise.

Graafi andmed genereeritakse kujul [huvipakkuva faktori nimi] > [signaalivahenda-
jaf; [signaalivahendajal > [sihtmdrk geen/, kus > tahistab regulatsiooni suunda. Ku-
na regulatsiooni suund on teada, siis on meil tegemist suunatud graafiga. Sellisel kujul
suunatud graafi on voimalik importida GraphWeb” [11] veebirakendusse, mis voimaldab
kasutada erinevaid graafide jaoks moeldud algoritme analiilisimaks signaalivahendajate
vorgustikke. Visuaalsed vorgustikud on néhtavad jargmises, tulemuste peatiikis.

"http://biit.cs.ut.ee/graphweb/
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4 Tulemused

Toodud visualiseeringud on tehtud kirjanduses [5] avalikustatud teadaolevate seoste ja
Black Box Solver’i genereeritud tulemuste kombineerimisel. Nii saame néidata, et Black
Box Solver suudab teadaolevaid seoseid tdiendada uute signaalivahendajatega. Graafi-
de loomiseks on kasutatud GraphWeb veebirakendust. Visualiseerimisel on kasutatud on
tugevalt sidusate tippude (ingl. k. Strongly Connected Components) algoritmi, et leida
tugevalt sidusaid geene antud bioloogilises protsessis. Lisaks on valitud ainult POU5F1
vorgustiku timbrus (ingl. k. Network Neighbourhood) kaugusega 2. See tihendab, et antud
vorgustikus iga tipp ehk geen paikneb huvipakkuvalt faktorilt maksimaalselt 2 sammu
kaugusel.

4.1 Tulemused kirjandusest

Joonis 8: Kirjandusest teadaolev geeni POUSF1 regulatoorne vorgustik. Rohelisega on
mérgistatud meile huvipakkuv faktor, mille signaalivahendajaid ja sihtmérk-geene otsime.

Antud t66 kigus sai praktiline osa tehtud POU5SF1 néitel. Joonisel 8 on toodud artikli
[5] pohjal POU5SF1 regulatoorne vorgustik, kus on nidha antud faktori poolt méjutatud
sihtmérgid nii otseselt kui kaudselt.
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4.2 Tulemused Black Box Solver’i ja kirjandusest saadud seoste
kombineerimisel

“G&T
4 \

\

(cTepP2) A POU5F1) >

O HUVIPAKKUV FAKTOR

SIHTMARK-GEEN / SIGNAALIVAHENDAJA

UUS REGULATOORNE SEOS

QUUS SIHTMARK-GEEN / SIGNAALIVAHENDAJA

Joonis 9: Kirjandusest teadaolevate seoste kombineerimine Black Box Solver’i tulemus-
tega. Rohelisega on mérgitud huvipakkuv faktor. Helesinisega on margitud lisandunud
regulaatorid. Kollaste nooltega on téhistatud lisandunud regulatoorsed seosed geenide
vahel. Jooniselt on n&ha, kuidas Black Box Solver on vélja pakkunud uusi voimalikke
signaalivahendajaid, mis méngivad rolli POU5SF1 regulatoorses vorgustikus.

Kasutades kirjandusest teadaolevaid seoseid ning kombineerides neid Black Box Sol-
ver’i tulemustega (parameetritega: faktori nimi POU5SF1, OCT4 otsesed sihtmérgid 2.3.1,
OCT4 hairituse eksperimendi andmed 2.3.2, vahemik suurusega 3000, rakuliin H1-hESC),
saame taiendatud POUSF1 bioloogilise vorgustiku, mis lisab joonisel 8 kujutatud vor-
gustikule uusi signaalivahendajaid sihtméark-geenidele. Bioloogiliste siisteemide keerukuse
tottu ei ole antud vorgustik taielik, kuid siiski on leitud uued hiipoteetilised seosed, mida
saab edasi uurida.



5 Arutelu

Kromatiinisadestamine koos sekveneerimisega ja DN A mikrokiibiga on senini olnud transk-
riptsioonifaktorite secondumispiirkondade kaardistamisel viga edukas [6]. Sihtmérk-geenid

kas aktiveeruvad antud transkriptsioonifaktori peale voi ei reageeri iildse. Mikrokiibi teh-

noloogiat kasutades on suudetud moota tegelikku geeni ekspressiooni huvipakkuva transk-

riptsioonifaktori héirituse korral, aga ei saa téapselt 6elda, kas antud geen on otsene voi

kaudne sihtmark.

Esmane samm moistmaks geenide regulatsiooni, on leida tranksriptsioonifaktorite
poolt otseselt mojutatud geenid. Hiljutiste arengutega kromatiinisadestamise tehnoloo-
gias saame kaardistada transkriptsioonifaktorite seondumispiirkondi tervel genoomil, aga
tapset funktsionaalsust puhtalt selle jargi kirjeldada ei saa. Geenide hairituse eksperimen-
diga saame teada, kuidas reageerib geenide regulatoorne vorgustik, kui huvipakkuva geeni
ekspressiooni taset méargatavalt tosta voi langetada. DNase I katsega saame teada piir-
konnad, kus DNA on avatud ehk kuhu saab koige tGenéolisemalt transkriptsioonifaktor
seonduda.

Kombineerides neid tehnoloogiaid, saame palju tdpsemini vélja tuua otsesed ja kaud-
sed sihtmérgid ning nendega seondunud regulaatorid. Selle jaoks on loodud algoritmid,
mis kasutavad koiki tehnoloogiaid, et tdpselt dra méaédrata otsesed ja kaudsed transkript-
sioonifaktorite sihtmérgid [6] [8].

Olemasolevad veebitooriistad, nagu néaiteks ChIP-Array (6], kasutavad kahekihilist
andmete integreerimist (ChIP-* ja DNA mikrokiibi katsed). Antud t66 raames loodud
tooriist Black Box Solver kasutab samuti ChIP-*, DNA mikrokiibi tehnoloogiat, aga li-
saks veel kombineerib ka DNase I andmestikust périt avatud piirkondi, et lisada veelgi
enam tépsust tulemustesse. Uldised andmestikud nagu GENCODE, ChIP-Seq ja DNase I
saab dra defineerida konfiguratsioonifailis ning koheselt kasutama hakata. Huvipakkuva
geeni kromatiini immunosadestamise ja hairituse eksperimendi andmed on péarit ESCDb
andmebaasist, kus hoiatakse inimese ja hiire tiivirakkude andmeid ja nendega teostatud
eksperimentide andmeid. Geeni nimede tolkimiseks on kasutusel g:Convert tooriist, mis
siinkroniseeritakse Ensembl’i baasiga iga paari kuu tagant, et hoida andmeid virsketena ja
pakkuda koige uuemaid tolkeid. Samuti genereerib Black Box Solver bioloogilise vorgusti-
ku jaoks suunatud graafi andmed, mida saab kasutada GraphWeb [11] veebirakendusega,
et visuaalselt kuvada ja analiilisida geenide regulatoorseid vorgustikke 4.
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6 Kokkuvote

Selliseid kolmikuid ( [héiritud geen| — [signaalivahendaja| — [sihtmérkgeen| ) ja geeni
funktsionaalset vorgustikku on vaja uurida, sest enamus haigused kujunevad inimesel
mitme geeni koostoimel. Samuti on ka sellised haigused périlikud, aga neil puudub kindel
parandusmuster. Kui vorrelda puhtalt lapsevanema ja lapse genoomi, siis ainult selle
pohjal ei saa Gelda, kas lapsele on haigus parandunud ja kas on voimalik, et antud haigus
lapses iildse avaldub. Kiill aga kui me teame haiguse pohjustajaid ja koiki vaheliilisid, mis
méngivad rolli geenides, mis on haigusega seotud, saame tdpsemalt hinnata, kas haigus
voib avalduda.

Esialgsed tulemused 4.2 on ndidanud, et Black Box Solver on suutnud olemasolevatele
tuntud seostele omalt poolt lisada hiipoteese, millised vahepealsed regulaatorid voiksid
veel kuuluda huvipakkuva faktori regulaatorsesse vorgustikku. Selleks, et téielikult veen-
duda, kas esitatud hiipoteesid ka toeks osutuvad, saab toestada vaid katseliselt. Kuna
katsete tegemine on nii aja kui ka ressursside kulukas, siis loodud tooriista eesmérgiks
ongi piistitada hiipoteese ehk leida suurest geenide vorgustikust voimalikud signaaliva-
hendajad ning edastada see info bioloogidele, kes saavad seda katseliselt toestada. Sellega
saame viahendada tehtavate katsete arvu ning hoida kokku aega.

Antud bakalaureuset66 juures oli huvitav kogu temaatika. Esiteks kokkupuude suure-
mahuliste andmetega, nende t66tlmisega, kus algoritmide kestvus ei ole paar minutit, vaid
hoopis paarkiimmend minutit, ning saadud tulemuste hulk, mis kiiiindis teatud tingimus-
tel iile miljoni kirjeni. Teiseks t66 bioloogiline pool ning tdhtsus. Giimnaasiumi jooksul
saadud teadmised andsid koigest pealiskaudse iilevaate sellest, mis on geenid ja mis taht-
sus on geeniregulatsioonil. Kui esmalt seisnes t06 puhtalt andmete t66tlemisel, puudus
teadmine, miks selline andmete integreerimine on kasulik ning kuidas see kajastub reaal-
ses maailmas. Tutvudes ldhemalt bioloogilise taustaga, hakkasid andmed omama palju
suuremat tahtsust ning see oli kogu t66 juures koige suurem motivatsioon. Teades, kuidas
andmed on saadud ja mis on nende roll geeniregulatsioonis, tekkis kohe ka korgendatud
huvi t66 raames saadud tulemuste vastu. Samuti loodud algoritmide ja tarkvara suhtes,
et programmi t60s ei tekiks arusaamatusi.
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Lisa I - Algoritmid

Geenide ja nende iimbruses seondunud transkriptsioonifaktorite
leidmise algoritm

Algorithm 1: Step 1 - TFBS algoritm
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Input: ENCODE 2.2.1, chipseq 2.2.4, DNase 1 2.2.3
Result: Geeni transkriptsioonifaktorite seondumispiirkondade tabel koos DNase I

piirkonna iilekattuvusega
kaugusTSSist = 3000

foreach kromosoom IN gencode.v19 do

Vota nimekiri geenidest, mis asetsevad antud kromosoomil.

Vota nimekiri transkriptsioonifaktoritest koos nende seondumispiirkondadega
antud kromosoomil andmestikust chipseq-proximal

foreach geen IN praeguses kromosoomis do

Vota praeguse geeni T'SS koordinaat.

Leia DNase I regioonid, mis asetsevad + /- aluspaari kaugusel TSS-st
andmestikust dnase-proximal

foreach DNase I regioon IN dnase-proximal do

if DNase I regiooni algus >= TSS koordinaat - kaugusTSSist VOI
DNase I regiooni lopp <= TSS koordinaat + kaugusTSSist then

L Jatame piirkonna meelde ja salvestame nimekirja;

foreach transkriptsioonifaktor IN antud kromosoom do

Arvuta transkriptsioonifaktori seondumispiirkonna keskpunkti
koordinaat (Algoritm 2)

if T'SS koordinaat - kaugusTSSist <= Transkriptsioonifaktor:
seondumispiirkonna keskpunkti koordinaat <= TSS koordinaat +
kaugusTSSist then

foreach DNase [ piirkond geeni + /- aluspaari raadiuses do
Leia transkriptsioonifaktori seondumispiirkonna ja DNase |
regiooni kattumise % (Algoritm 3)

Kromosoom | Geen | TSS | Rakuliin | TFname | Kaugus | DNase I

Ulekatte %
else

L Vota ette jargmine transkriptsioonifaktor.

return Nimekiri geenidest ja nende piirkonnas olevatest transkriptsioonifaktoritest
koos DNase I piirkonna iilekatte %-ga
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Seondumispiirkonna keskpunkti koordinaadi arvutamine

Algorithm 2: Transkriptsioonifaktori seondumispiirkonna keskpunkti koordinaadi
arvutamine

Input: Seondumispiirkonna alguspunkti koordinaat X, Seondumispiirkonna
lopp-punkti koordinaat Y

Result: Koordinaatide keskpunkt

X + (Y — X)/2

DNase I andmestiku piirkonna iilekatte arvutamine

Algorithm 3: Transkriptsioonifaktori seondumispiirkonna ja DNase I katsest saa-
dud piirkonna iilekattumise %

Input: DNase I katse piirkonna algus (X7;); DNase I katse piirkonna 16pp (X3),
TF-i seondumispiirkonna algus (Y7), TF-i seondumispiirkonna 16pp (Y3)
Result: Mitu % katab TF-i seondumispiirkond DNase I katsest saadud piirkonda

if Xy <Y, <Xy, AND X, «Y; <« X5 then

‘ return 100%

else

if Y1 < X5 AND Xo <Y, then

| return 100 — (((Y2 — Y1 % 100)/X> — X;) — 100)

else

if Y7< X, AND X, <Y, < X, then

‘ return (Y, — X; % 100) — Y, — V)

else
le1<:}/i<:X2 ANDX2<Y2then
‘ return (X, — Y7 % 100)/ X, — X
else
L return 0

© 00 N o Uk~ W N =

[
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Lisa II - Lahtekood

Lahtekood on kaasas black box_solver.zip failis. Fail sisaldab endas:

e blackbox.py

— Konfiguratsioonifaili lugemine/loomine

— Uldiste andmete kontroll

— Otseselt mojutatud geenide andmete kontroll
— Geeni hairituse eksperimendi andmete kontroll

— Vahemiku ja rakuliini kontroll
e blackboxutil.py
— TFBS faili kontroll

— Signaalivahendajate leidmise algoritm
o TFBSUtil.py

— GENCODE andmestiku lugemine

— ChIP-Seq andmestiku lugemine

— DNase I katse andmestiku lugemine

— Geeni nimede tolgete lugemine

— TFBS andmestiku loomise algoritm (Algoritm 1)

— TF-i seondumispiirkonna keskpunkti arvutamine (Algoritm 2)

— Ulekatte kalkulaator (Algoritm 3)
e property file.py

— Vaikevaartustega konfiguratsioonifaili loomine
e kolmikud.py

— Signaalivahendajate andmestiku lugemine
— Unikaalsete kolmikute loomine (korduste véltimine)

— GraphWeb’ile sobilike sisendandmete genereerimine
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