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Samaaegselt kromatiini avatust ja splaissimist mojutavate geneetiliste variantide leidmine
Kokkuvote. Enamuses inimese geenides leiab aset splaissimine, millega suurendatakse
voimalike valkude mitmekesisust. Splaissimise geneetiline kontroll toimub labi keerulise RNA
ja regulatoorsete valkude vorgustiku. Eelnevates analiiiisides on kindlaks tehtud avatud
kromatiini ja splaissimise seos, mis mdnel juhul on vahendatud faktorite CTCF ja HP1
seondumisest kromatiinile. Uurisin kas CTCF v6i HP1 seondumine on pdhiline mehhanism,
mille kaudu kromatiini avatus maarab splaissimise. Analiilsis kasutasin ATAC, RNA ja ChIP
sekveneerimise andmeid. Leidsin geneetilisi variante, mis mdjutavad nii kromatiini avatust,
splaissimist kui ka CTCF seondumist. Siiski ei tundu CTCF ega HP1 seondumine olevat
pohiline mehhanism kromatiini avatuse vahendatud splaissimise kontrolliks. Splaissimisega
seotud regulatoorsete alade jatkuv uurimine on oluline, sest splaissimisvigu on seostatud

paljude geneetiliste haigustega.
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CERCS teaduseriala: B110 Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika,
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Discovering genetic variants that affect both chromatin accessibility and RNA splicing

Abstract. Splicing occurs in the majority of human genes. It is a process that increases the
variability of possible protein products. Splicing is genetically regulated by an intricate
network of proteins and RNA molecules. Previous studies have shown that accessible
chromatin and RNA splicing might be linked through binding of CTCF and HP1. | used ATAC,
RNA and ChIP sequencing data to find out if binding of CTCF or HP1 to accessible chromatin
has an important role in splicing regulation. | found genetic variants that affect chromatin
accessibility, splicing and CTCF binding. However, CTCF and HP1 do not seem to have a
central role in mediating splicing regulation through binding to DNA. Continued research on
splicing associated regulatory regions is important because mutations affecting splicing have

been implicated in many genetic diseases.
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Kasutatud luhendid

ATAC-seq - transposaas ligipdasetava kromatiini analiils ja sekveneerimine (ingl assay for
transposase-accessible chromatin using sequencing)

bp - aluspaar (ingl basepair)

caQTL - kromatiini ligipadsetavuse kvantitatiivse tunnuse lookus (ingl chromatin accessibility
QTL)

CTCF - CCCTC-seonduyv faktor (ingl CCCTC binding factor)

ChlP-seq - valk-DNA interaktsioonide sekveneerimine (ingl chromatin immunoprecipitation
sequencing)

CQN - kvantiilnormaliseerimine (ingl conditional quantile normalization)

DNAse-seq - DNase | Gilitundlike piirkondade sekveneerimine (ingl DNase | hypersensitive
sites sequencing)

FDR - valeavastuste maar (ingl false discovery rate)

FPM - fragmenti miljoni kohta (ingl fragments per million)

GWAS - lilegenoomne assotsiatsiooniuuring (ingl genome-wide association study)

HP1 - heterokromatiin valk 1 (ingl heterochromatin protein 1)

kb - kiloaluspaar, 1000 aluspaari (ingl kilobase)

LCL - Epstein-Barri viirusega nakatatud B-rakk (ingl lymphoblastoid cell line)

LD - lookuste seotud parandumine ja selle maar (ingl linkage disequilibrium)

QTL - kvantitatiivse tunnuse lookus (ingl quantitative trait locus)

sQTL - splaissimise kvantitatiivse tunnuse lookus (ingl splicing QTL)



VCF - failiformaat, mis salvestab genotiilibid ja genoomsed positsioonid (ingl variant call

format)

Sissejuhatus

Sekveneerimistehnoloogiate  arenguga on hippeliselt kasvanud kattesaadavate
sekveneerimisandmete hulk. Genoomi uurimise keskne kiisimus on, kuidas erinevused
genotlilibis valjenduvad organismi fenotlibiliste tunnustena. Geenide avaldumise
seadusparasuste mdistmine on vajalik, et valja selgitada komplekstunnuste, seal hulgas
haiguste tekkemehhanisme.

Geeniekspressiooni kontroll on vahendatud DNA regulatoorsete alade poolt ldbi sinna
seonduvate transriptsioonifaktorite. Transkriptsioonifaktorite seondumiskohad jaavad
nukleosoomidest vabaks. Kasutades kromatiini avatuse ja RNA sekveneerimisandmeid on
vOimalik leida geneetilisi variante, mis mojutavad nii kromatiini avatust kui
geeniekspressiooni. Need geneetilised variandid vdivad mdjutada geeniekspressiooni voi
splaissimist [3bi transkriptsioonifaktorite seondumisvéime muutmise. Vorreldes leitud
geneetilisi variante teadaolevate transkriptsioonifaktorite seondumissaitidega on vdimalik
leida tdendeid konkreetsetest ekspressiooni vdi splaissimise regulatsioonimehhanismidest.
Kaesolevas t66s on kirjanduse pdhjal antud llevaade kromatiini avatuse, geeniekspressiooni
ja splaissimise seoste uurimiseks eelnevalt tehtud analiisidest. Kirjeldatud on
transkriptsioonifaktorite CCCTC-seonduva faktori (CTCF) ja heterokromatiini valk 1 (HP1) seni
leitud rolli splaissimise regulatsioonil. Samuti kirjeldatakse sekveneerimismeetodeid, mis
vBimaldavad kindlaks teha kromatiini avatuse, geeniekspressiooni ja
transkriptsioonifaktorite seondumise.

Kadesoleva t06 eksperimentaalosas on anallilisitud 91 indiviidi kromatiini avatuse ja 358
indiviidi geeniekspressiooni andmeid. T66 eesmargiks on leida geneetilisi variante, mis
mdojutavad nii kromatiini avatust kui ka splaissimist. Lisaks on vaadeldud CTCF ja HP1
seondumist. T66s on testitud, kas faktorite CTCF ja HP1 seondumine on oluline mehhanism,
mille kaudu reguleeritakse alternatiivset splaissimist. T66 on teostatud Tartu Ulikooli

arvutiteaduse instituudi bioinformaatika ja andmekaeve t66riihmas.



1. Kirjanduse llevaade

1.1. Lookuste mdju

1.1.1. Kvantitatiivse tunnuse lookus

Kvantitatiivse tunnuse lookus (QTL: quantitative trait locus) on geneetiline variant, mille
varieeruvusel on statistiline seos uuritava tunnusega. Molekulaarse kvantitatiivse tunnusena
on voimalik vaadelda naiteks kromatiini avatust, geeniekspressiooni taset ja valkude
seondumist kromatiinile. Selliseid molekulaarseid tunnuseid on nimetatud raku fenotudbiks
(Kumasaka et al., 2016). QTL analiiisile on aluseks populatsioon, milles esineb genotiitibiline
varieeruvus. Erinevate sekveneerimisandmete pdhjal on vdimalik mdota raku fenotlilibi
tunnuseid ja anallilsida nende seost genotiibiga.

Organismi fenotlilibi kujunemine lahtub genotilitibist (Johannsen, 1911). Seni on kindlaks
tehtud hulgaliselt lookusi, mille varieeruvus korreleerub varieeruvusega fenotlibilistes
tunnustes (Martin ja Orgogozo, 2013). Siiski on fenotliilibi kujunemine genotliilibi pdhjal
jatkuvalt uurimise all. Komplekstunnused, nagu risk haigestuda diabeeti voi
sidamehaigustesse ei ole pohjustatud lihe geeni parandumisest (Lander ja Schork, 1994).
Selliste haiguste kujunemise mehhanismide mdistmine véib olla aluseks ravi valja té6tamisel.
Ulegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes (GWAS genome wide association study) leitakse
korrelatsioon genotiibi ja tunnuse vahel, mitte Ghe geeni p&hiselt vaid (le kogu genoomi

(Welter et al., 2014).

1.1.2. Lookuste distaalne ja lokaalne mdju

Olenevalt genoomse lookuse ja mojutatava tunnuse kaugusest jagatakse QTLd distaalseteks
ja lokaalseteks. Vahekaugust vGib md&6ta aluspaarides (Albert ja Kruglyak, 2015). Tapsed
jaotuse piirid olenevad konkreetsest uurimusest. QTLde tuvastamiseks peab ldbi viima
statistilise testi iga tunnuse ja lookuse paari vahel. Distaalseid lookuseid otsides suureneb
labiviidavate testide arv. Sellega suureneb ka mitmese testimise korrektuur ja vaheneb
vBimekus seoseid tuvastada.

Statistilise voimekuse piirangute tottu viiakse suures osas inimgenoomi uuringutes labi ainult
tunnuse lahedal asuvate geneetiliste variantide testimine. RNA sekveneerimisandmete

anallisil kasutati 100kb laiust ala iga kvantifitseeritud transkripti tunnuse imber (Alasoo et
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al., 2018). Kromatiini avatuse uuringus kasutati 40kb laiust ala avatud kromatiini I6ikude
Umbruses (Degner et al., 2012). Uldiselt on suurema valimi puhul v&imalik tuvastada

tunnusest kaugemal asuvaid QTLe.

1.1.3. Lookuste cis ja trans moju

Kvantitatiivse tunnuse lookused vdivad tunnuse avaldumist modjutada ldbi erinevate
mehhanismide. Cis QTLd on lookused, mis mdjutavad tunnust ainult samal kromosoomil,
millel need paiknevad. Cis QTL mdju saab tuvastada uurides heterostigoote. Sel juhul esineb
homoloogilistes kromosoomides erinevus tunnuse avaldumise madras. Trans QTLd
mdojutavad tunnuse avaldumist mdlemal homoloogilisel kromosoomil. Trans QTLd toimivad
labi difuussete faktorite, mis on vdimelised modjutama alleele mdlemal homoloogilisel
kromosoomil (Albert ja Kruglyak, 2015). Trans mdju puhul esinevad indiviidide vahelised
erinevused, kuid mitte indiviidi sisene erinevus alleelide vahel.

Distaalsed lookused mdjutavad geeniekspressiooni enamasti labi difuussete faktorite mdoju
(Albert ja Kruglyak, 2015). Geeniekspressiooni QTLde puhul on naidatud, et lookustel vdib

lahedalasuvatele tunnustele olla nii cis kui trans moju (Rockman ja Kruglyak, 2006).

1.1.4. Juhtvariant ja pohjuslik variant

QTL uuringutes testitakse seost tunnuse ja lookuse vahel. Leitakse vahima p-vaartusega
lookus ehk juhtvariant. Varieeruvus selles lookuses on kdige tugevamini seotud tunnuse
varieeruvusega. Geneetiline variant voib mdjutada kromatiini avatust, geeniekspressiooni ja
transleeritud valkude hulka naiteks labi tranksriptsioonifaktori seondumisvéime muutmise
(Albert ja Kruglyak, 2015). Raku fenotidlbiliste tunnuste kujunemise mehhanismide
moistmiseks on alustuseks vaja valja selgitada tunnust mdjutav pdhjuslik variant.

PS6hjusliku variandi leidmine on raskendatud, sest ldhestiku paiknevad geneetilised variandid
ei parandu soOltumatult. Pohjuslikku moju avaldav variant vdib olla statistilisel testil leitud
juhtvariant véi moni sellega aheldatud variant. POhjuslike variantide kindlaks tegemisel voib
kasutada eeldust, et igal geneetilisel variandil on vdike tdendosus olla pdhjuslik variant.
Seetdttu on fenotllbi tunnused, mille juhtvariandid on tugevalt aheldatud, suure
tdendosusega mojutatud (hest pohjuslikust variandist. Geneetiliste variantide aheldatuse
maaramiseks vdib kasutada suurust r2. Vaartus r? naitab kui suure osa tihe lookuse genotitibi

varieeruvusest seletab teise lookuse pdhjal sobitatud lineaarne mudel.


https://www.zotero.org/google-docs/?WdfOgT
https://www.zotero.org/google-docs/?WdfOgT
https://www.zotero.org/google-docs/?NekJVP
https://www.zotero.org/google-docs/?NekJVP
https://www.zotero.org/google-docs/?NekJVP
https://www.zotero.org/google-docs/?WycQSy
https://www.zotero.org/google-docs/?HKQkYc
https://www.zotero.org/google-docs/?Z4Y8i2
https://www.zotero.org/google-docs/?OUIl3t

1.2. Kromatiini avatus

1.2.1. Regulatoorsed alad ja avatud kromatiin

Nukleosoomidesse pakkimine on esimene tase kromosoomide efektiivsel ja korraparasel
tuuma paigutamisel (Kornberg, 1974). Kromatiini pakkimisel jaavad avatuks aktiivsed
regulatoorsed alad (Gross ja Garrard, 1988). Samas on regulatoorsete alade tapsed
biokeemilised  funktsioonid jatkuvalt uurimise all. Biokeemiliste funktsioonide
vdljaselgitamiseks on suur praktiline huvi, kuna enamus GWAS uuringutes haigustega
seostatud geneetilised variandid kattuvad regulatoorsete aladega voi paiknevad nende
lahedal ning ainult vaike osa (kuni 10%) asuvad kodeerivates piirkondades (The ENCODE
Project Consortium, 2012).

Katseliselt on kindlaks tehtud, et transkriptsioonifaktorite seondumise tottu jaab
seondumissait nukleosoomidest vabaks (Felsenfeld et al., 1996). Sellised seondumissaidid
tahistavad ligipddsetavaid kromatiini piirkondi. Kromatiini ligipadsetavust on anallitsitud
kokku 125 eri raku- ja koeliigis (sh Epstein-Barri viirusega nakatatud B-rakud) (Thurman et al.,
2012). Leiti, et valdav enamus (97,4%) eelnevalt annoteeritud cis mdjuga regulatoorsetest
elementidest (sh enhanserid ja insulaatorid) paikneb avatud kromatiini piirkonnas. Samas
uuringus leiti ka 42 erineva transkriptsioonifaktori seondumissaitide summeeritud signaal.
Kromatiini avatus Ghes rakutiilibis (K562) ja transkriptsioonifaktorite seondumissaidid on (ile
genoomi jagunenud vaga sarnase mustri jargi (Joonis 1). Kromatiini avatus K562 rakkudes ja
transkriptsioonifaktorite seondumissaidid on lle genoomi tugevalt korreleeritud (Pearson
r=0,79). See viitab, et kromatiini avatust on v&imalik kasutada transkriptsioonifaktorite
seondumise hindamiseks, kuigi selle abil ei ole véimalik kindlaks teha, millise konkreetse
faktoriga on parasjagu tegu.

Kromatiini avatuse kvantitatiivne lookus (caQTL: chromatin accessibility quantitative trait
locus) on geneetiline variant, mis mojutab kromatiini avatuse maara ja seega voib anda infot
regulaatorvalkude seondumise kohta. Sellised geneetilised variandid véivad olla aluseks raku

fenotilbi kujunemise mehhanismide valja selgitamisele.
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Joonis 1. DNase | sekveneerimisel maaratud kromatiini avatuse ja valk-DNA interaktsioonide
sekveneerimisel (ingl ChIP-seq: Chromatin immunoprecipitation sequencing) maaratud
transkriptsioonifaktorite seondumissaitide paiknemine 19. kromosoomi |8igul (Thurman et

al., 2012).

1.2.2. Kromatiini avatuse ja geeniekspressiooni seos

DNase | sekveneerimine on meetod DNA ligipdasetavuse médtmiseks (Song ja Crawford,
2010). DNase | tundlike kromatiini piirkondade ja geeniekspressiooni seost uuriti
Epstein-Barri viirusega nakatatud B-rakkudes (LCL: lymphoblastoid cell line, n=70) (Degner et
al., 2012). Ka selles anallilsis leiti, et avatud piirkonnad kattuvad suures ulatuses eelnevalt
annoteeritud regulatoorsete aladega. Regulatoorne ala vdib sisaldada transkriptsioonifaktori
seondumissaiti. Samas uuringus tuvastati kromatiini avatuse QTLde alleelispetsiifiline mdju
transkriptsioonifaktorite seondumisele. Erinevus transkriptsioonifaktorite seondumises voib
omada madju geeniekspressioonile.

Sellega kooskdlas leiti, et geneetilised variandid, mis mdjutavad DNase | tundlikkust
mojutavad 16% juhtudest ka vahemalt Uhe l3hedal asuva geeni ekspressiooni. Samas
analliisis leiti olenevalt analliisi metoodikast, et 23-55% ekspressiooniga seotud
geneetilistest variantidest modjutavad ka DNase | tundlikkust. See naitab, et kromatiini

avatuse varieeruvusel on geeniekspressiooni regulatsioonil markimisvaarne roll.
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DNase | sekveneerimine on ATAC sekveneerimise (Buenrostro et al., 2015) alternatiiv. Seega
oleks moistlik hiipotees, et ka ATAC sekveneerimisel leitud avatud piirkondadega
(“kihmudega”) seotud variantide kohta vdib leida sarnaseid tulemusi. LCL rakkudes (n=24)
uuriti ka ATAC sekveneerimisel kvantifitseeritud kromatiini avatuse QTLe (Kumasaka et al.,
2016). Leiti, et suur osa kromatiini avatust mojutavaid geneetilisi variante paikneb selles
samas avatud kihmus. Nendest kilhmusisestest geneetilistest variantidest suur osa (69%)
paiknes modne transkriptsioonifaktori seondumissaidis. See leid on kooskdlas DNase |

anallusil leituga ja viitab kromatiini avatuse ja geeniekspressiooni markimisvaarsele seosele.

1.3. Splaissimine

1.3.1. Geeniekspressiooni ja splaissimist mdjutavad erinevad geneetilised
variandid

LCL rakkudes uuriti erinevate kvantitatiivsete tunnustega seotud cis mdjuga geneetilisi
variante (Li et al., 2016). Muuhulgas vaadeldi transkriptsioonifaktor CTCF seondumist, DNase
| tundlikkust, geeniekspressiooni ja splaissimist. Uuringus leiti, et enamus splaissimisega
seotud geneetilised variandid ei mdjuta Uldist geeniekspressiooni taset. Teisisdnu need ei
mojuta toodetud RNA hulka, kuid vdivad mdjutada Idplikku mRNA jarjestust ja seelabi
valkude funktsiooni.

Samal ajal leiti, et nii ekspressiooni kui splaissimisega seotud variandid on ulekattes GWAS
(ingl genome wide association study) uuringutes haiguste vdi komplekstunnustega seostatud
variantidega. See nditab, et splaissimisel on organismi fenotililibi kujunemisel

geeniekspressioonist eraldiseisev maoju.

1.3.2. Alternatiivne splaissimine ja selle seos haigustega

Organismi elutegevuseks vajalike valkude arv on tunduvalt suurem kui erinevate valke
kodeerivate geenide arv (Matlin et al.,, 2005). Toodetud valkude mitmekesisust
suurendatakse pre-mRNA alternatiivsel splaissimisel. Pre-mRNA t66tlemise mehhanismid
saab jagada nelja pohilisse klassi: alternatiivne 5’ ots, alternatiivne 3’ ots, keskmise eksoni
kaasamine v@i kdrvale jatmine ja intronite kaasamine (Nilsen ja Graveley, 2010).

Alternatiivne splaissimine on vaga levinud, see toimub vdahemalt 70% inimese geenides (Pan
et al., 2008). Vead splaissimisel voivad kaasa tuua ebanormaalse mRNA ja valgu tootmise.

Alternatiivse splaissimise olulise rolli tdttu on splaissimisvigu voimalik seostada mitmete
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geneetiliste haiguste tekkega (Wang ja Cooper, 2007). LCL rakkudes leiti, et kuni 50% inimese

haigustega seotud mutatsioonidest méjutavad splaiss-saidi valikut (Li et al., 2016).

1.3.3. Kromatiini avatuse ja splaissimise seos

Alternatiivse splaissimise geneetiline kontroll toimib l|3abi keerulise RNA molekulide ja
valkude vaheliste mojude vorgustiku (Wang ja Burge, 2008). Neid kontrollmehhanisme on
nimetatud splaissimise koodiks (Barash et al., 2010). Splaissimise koodi osaks on nii
transkripti sees paiknevad cis m&juga geneetilised variandid kui ka trans mdjuga faktorid, mis
transkriptile seonduvad (Wang ja Burge, 2008).

Mitmes uuringus on tuvastatud kromatiini struktuuri seos alternatiivse splaissimisega.
Erinevate kudede anallilsis leiti, et DNase | tundlikud piirkonnad ja CTCF seondumissaidid
sisaldavad proportsionaalset rohkem alternatiivse splaissimisega seotud geneetilisi variante
(Gutierrez-Arcelus et al., 2015). Splaissimisega seotud geneetiliste variantide kattumine
kromatiini avatusega seotud geneetiliste variantidega leiti ka LCL rakkude analidsil (Li et al.,

2016).

1.3.4. Splaissimise regulatsioonimehhanismid

Spaissimisel eksonite kaasamist katallilisib valguline kompleks splaissosoom (Sharp, 1988).
Iga introni otstes leiduvad splaiss-saidis, mille valikust séltub [&pliku transkripti jarjestus
(Breathnach ja Chambon, 1981). Leidub nérgemaid ja tugevamaid splaiss-saite. Tugevamad
splaiss-saidid on splaissosoomi poolt kergemini &ratuntavad (Matlin et al., 2005).
Splaiss-saitide valikut kontrollib splaissimise kood. Splaissimisfaktorite seondumine
vOimendavatele vOi vaigistavatele jarjestustele (Matlin et al., 2005) ja RNA poliimeraas Il
aeglustumine (Schor et al., 2013) voib kaasa tuua ndrgema splaiss-saidi valiku. Splaissimise
regulatsioonis on varem naidatud olulist rolli epigeneetilistel markeritel ja valkudel HP1 ning
CTCF (Yearim et al., 2015) (Agirre et al., 2015) (Shukla et al., 2011) (Ruiz-Velasco et al., 2017).
Kromatiini regulatoorset rolli alternatiivsel splaissimisel (rinna koe rakkudes) uuriti
masindpet kasutades (Agirre et al., 2015). Toos kasutati andmeid HP1, CTCF, AGO1
(Argonaut), RNA-poliimeraas Il seondumisest (ChlPseq) ja histoonide modifikatsioone. Leiti,
et |6plikku transkripti kaasatavad eksonid on HP1 ja CTCFga rikastatud. Koigi nende
kromatiini tunnuste arvesse votmisel dnnestus ennustada kuni 70% alternatiivse splaissimise

sindmustest. Kusjuures HP1 ja CTCF olid tGhed parimad tunnused, mille pdhjal eksonite
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kaasamist ennustada. Samas t60s leiti RNA polimeraas Il ChlPseq signaali seos nii eksonite
kaasamise kui kérvale jatmisega.

Katseliselt leiti metilatsiooni regulatoorne roll alternatiivsel splaissimisel (Yearim et al.,
2015). HP1 voib olla vaheliliks, mis Ghendab metilatsiooni ja splaissimise vahendades
transkriptsioonifaktorite seondumist. Leiti, et metilatsioon ja HP1 seondumine voib kaasa
tuua nii eksonite kaasamise kui korvale jatmise. Samas anallisis leiti tdendeid, et HP1 mdju
splaissimisele soltub sellest, kas see on seondunud metileeritud voi metileerimata eksonile.
HP1 metileeritud eksonil on splaissimise véimendaja (ingl enhancer) ja metiileerimata
eksonil vaigistaja.

Ka CTCF mdju splaissimisele voib olla seotud DNA metileeritusega. CTCF seondumiskohtade
metliilatsioon blokeerib faktori seondumist (Hashimoto et al., 2017). Leiti, et CTCF voib
kontrollida alternatiivset splaissimist l1abi RNA polimeraas |l aeglustamise (Shukla et al.,
2011), mis toob kaasa nGrgema splaiss-saidi kasutuse. llma CTCF seondumiseta ei toimu RNA
poliimeraas Il aeglustumist ja seeldbi voib metilatsioon vahendada alternatiivsete eksonite
kaasamist (Linker et al., 2019).

Ruiz-Velasco et al. kirjeldasid alternatiivset CTCF toimemehhanismi, kus kaks kromatiiniga
seondunud CTCF molekuli Gihinevad ja moodustuda kromatiinist aasa, mis lahendab muidu
kaugel paiknevaid piirkondi. Anallisis leiti, et eksoni ja promootori vahel esinevad CTCF
aasad korreleeruvad eksonite erineva kasutusega (Ruiz-Velasco et al., 2017). Véimalik on
erinevate kontrollmehhanismide koosmaju. Linker et al. leidsid, et CTCF seondumiskohtade

leidumine eksonis on sobiv tunnus eksonite kaasamise ennustamiseks (Linker et al., 2019).

1.4. M6otmistehnoloogiad

1.4.1. Kromatiini avatus

DNase-seq ja ATAC-seq on meetodid, millega on vdimalik tuvastada avatud kromatiini
piirkonnad terve genoomi ulatuses. Mdlemad tehnoloogiad p&hinevad sellel, et avatud
kromatiin |0igatakse fragmentideks ja fragmendid sekveneeritakse. DNase-seq (ingl Mapping
DNase | hypersensitive sites with high-throughput sequencing) pdhineb endonukleaas DNase
| kasutamisel. Nukleosoomidest vabad kromatiini piirkonnad on DNase | Idikavale
aktiivsusele tundlikud (Song ja Crawford, 2010).

ATAC-seq (ingl Assay for Transposase Accessible Chromatin with high-throughput

sequencing) pohineb transposaas Tn5 kasutamisel. Tn5 teeb avatud kromatiini IGike ja
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ligeerib sekveneerimiseks spetsiifilise adapteri (Buenrostro et al., 2015). Mdlema analidisi
puhul jargneb kromatiini I6ikamisele amplifikatsioon poliimeraasi ahelreaktsioonil ja
lugemite sekveneerimine. Kusjuures DNase-seq korral tuleb sekveneerimiseks vajalikud
adapterid eraldi sammuna fragmentide kilge ligeerida (Song ja Crawford, 2010)(Buenrostro
et al., 2015). ATAC sekveneerimisel on mitmeid eelised. DNase | sekveneerimiseks vajalik
laboriprotokoll on tunduvalt aegandudvam. ATAC-seq on vialja tootatud kiirust silmas
pidades. Samuti on vajalik rakkude hulk tunduvalt vadiksem. DNase sekveneerimisel
kasutatakse standardselt 50 miljonit rakku, ATAC-seq vajab 50 000 rakku (Tsompana ja Buck,
2014).

A TnS

transposaas

Avatud
kromatiin

Joonis 2. Tn5 (rohelised) ja adapterite (punased ja sinised) abil avatud kromatiini

tuvastamine ATAC sekveneerimisel (Buenrostro et al., 2015).

Sekveneerimisele jargneb lugemite joondamine viitegenoomile (ingl reference genome).
Moblema meetodi korral on tulemuseks (ihe aluspaari tapsuse resolutsiooniga pilt kromatiini
avatuse maarast (ile genoomi. Selle pdhjal on arvutusliku analiilsi abil voimalik tuvastada

avatud kromatiini kihmud.

13


https://www.zotero.org/google-docs/?Z56UES
https://www.zotero.org/google-docs/?Z56UES
https://www.zotero.org/google-docs/?Z56UES
https://www.zotero.org/google-docs/?TxCjH0
https://www.zotero.org/google-docs/?J4lvvh
https://www.zotero.org/google-docs/?J4lvvh
https://www.zotero.org/google-docs/?J4lvvh
https://www.zotero.org/google-docs/?d7zPww
https://www.zotero.org/google-docs/?d7zPww
https://www.zotero.org/google-docs/?2Myl0B
https://www.zotero.org/google-docs/?2Myl0B
https://www.zotero.org/google-docs/?2Myl0B

c Chr19 (q13.12)

Joonis 3. Ndide ATAC sekveneerimise signaalist 19. kromosoomi 1digul (Buenrostro et al.,

2015).

1.4.2. Transkriptsioonifaktorite seondumine

Transkriptsioonifaktorite seondumiskohtade tuvastamiseks sobiv meetod on valk-DNA
interaktsioonide sekveneerimine (ingl ChIP-seq: Chromatin immunoprecipitation sequencing)
(Raha et al., 2010). Anallusis viiakse esmalt labi DNA ja seostunud valkude ristseostamine
(ingl cross-linking) formaldehiidi abil. Sellele jargneb rakkude llisimine ja kromatiini
I6ikamine 200-600 aluspaari pikkusteks fragmentideks. Nende jarjestuste peal kasutatakse
valgu-spetsiifilist antikeha. Antikehaga margistatud fragmendid eraldatakse ja neilt
eemaldatakse ristseosed (Park, 2009). Sarnaselt kromatiini avatuse analiilsile teostatakse ka
ChIP-seq puhul PCR amplifitseerimine ja seejarel sekveneerimine. Kuna on toimunud
kromatiini 16ikamine juhuslikeks fragmentideks ei véimalda ChlP-seq erinevalt kromatiini

avatuse sekveneerimisest Uhe aluspaari tapsust resolutsiooni.

& DNA loikamine ja
antikehaga margistamine

J DMNA puhastamine

PCR ,I, Sekveneerimine

Joonis 4. Valk-DNA interaktsioonid ChlIP sekveneerimisel (Park, 2009).

14


https://www.zotero.org/google-docs/?1MXDqd
https://www.zotero.org/google-docs/?1MXDqd
https://www.zotero.org/google-docs/?1MXDqd
https://www.zotero.org/google-docs/?1MXDqd
https://www.zotero.org/google-docs/?B5dCXk
https://www.zotero.org/google-docs/?B5dCXk
https://www.zotero.org/google-docs/?B5dCXk
https://www.zotero.org/google-docs/?urm7OE
https://www.zotero.org/google-docs/?642BH7

Sekveneerimise jargselt joondatakse lugemid viitegenoomile. ChlIP-seq lugemid ei kattu
tapselt uuritava valgu seondumiskohaga. Lugemid parinevad loodud fragmentide otstest.
Seetdttu moodustuvad mdlemale poole arvatavat seondumissaiti piirkonnad, mida katab
rohkem lugemeid. Sellistest algsetest joondatud lugemitest on vaja arvutuslikul analidsil

leida transkriptsioonifaktori seondumisega rikastatud kiihmud (Zhang et al., 2008).

1.4.3. Transkriptsioon

Geeniekspressiooni taseme kvantifitseerimiseks viiakse 1abi RNA sekveneerimine (ingl RNA
sequencing). RNA transkriptid poordtranskribeeritakse esmalt komplementaarseks DNAks
(cDNA) ja seejarel sekveneeritakse need lugemid. RNA sekveneerimise tulemuseks on

koikide rakus leiduvate transkriptide jarjestused ja nende hulk (Wang et al., 2009).
2. Eksperimentaalosa

2.1. To6O eesmargid

Antud t66 eesmargiks on ATAC ja RNA sekveneerimise andmete pdhjal leida geneetilisi
variante, mis mdojutavad samaaegselt kromatiini avatust ja alternatiivset splaissimist.
Faktorite CTCF ja HP1 seondumiskohtade pdhjal on eesmargiks valja selgitada, kas faktoritel

on labi kromatiinile kinnitumise splaissimise regulatsioonis markimisvaarne roll.

Fisheri tapsete testide abil on eesmargiks kinnitada voi Gmber likata jargnevad vaited:
1. Kromatiini avatusega seotud lookused on vdiksema tdendosusega seotud splaissimise
kui Gldise geeniekpressiooni voi promootori valikuga.
2. CTCF vo6i HP1 seondumiskohta sisaldavate avatud kromatiini piirkondade hulgas on
suurem osakaal splaissimisega seotud piirkondi kui kdigi avatud piirkondade hulgas.
3. Lookused, mis on caQTlLd ja CTCF QTLd on suurema tdendosusega seotud

splaissimisega kui kdik caQTLd.

T6ds olen keskendunud splaissimise regulatsiooni uurimisele. Uldise geeniekspressiooni,
promootori kasutuse ja 3’ otsa valiku andmeid olen uurinud, et vorrelda neid splaissimise

anallusi leidudega.
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2.2. Materjal

Koik t60s kasutatavad andmed parinevad Epstein-Barri viirusega nakatatud B-rakkudest (ingl

LCL: lymphoblastoid cell line).

2.2.1. Kumasaka et al.

Kromatiini avatuse anallisiks kasutatud rakuliinid on saadud 1000 genoomi projektist (The
1000 Genomes Project Consortium, 2015) ja ATAC-seq viidi Iabi Kumasaka ja kaasautorite
poolt (Kumasaka et al., 2016). Toos kasutan 91 Suurbritannia paritolu indiviidi rakuliini
andmeid. DNA eraldati Epstein-Barri viirusega nakatatud limfoblastidest.

ATAC-seq anallils viidi |abi sarnaselt varem kirjeldatud metoodikale (Buenrostro et al., 2013)
Mira vahendamiseks tehtud muudatused metoodikas on kirjeldatud algse artikli lisades
(Kumasaka et al., 2016). Materjal parineb 100 000 LCL raku tuumast. Loodud ATAC
genoomsetest raamatukogudest filtreeriti valja 120-1000 aluspaari pikkused fragmendid. 75
aluspaari pikkuste lugemite paaris-otsaline (paired-end) sekveneerimine viidi labi HiSeq 2500
(lumina) masinal. Tulemuseks saadi 892 millionit autosoomsetele kromosoomidele
joonduvat lugemit (Kumasaka et al., 2016). Enda analliUsi alustasin Kumasaka et al. t60
tulemusel saadud joondamata ATAC-seq fragmentide fastq failidest (European Nucleotide
Archive identifikaator ERP011141).

VCF (ingl variant call format) on failiformaat genotlitibi andmete salvestamiseks. VCF failis on
iga lookuse jaoks viitealus (ingl reference base) ning iga indiviidi jaoks viitealuste arv igas
lookuses. Samade indiviidide genotutbi VCF failid laadisin alla 1000 genoomi projekti

veebilehelt (http://www.internationalgenome.org/data, 2018). Iga proovi jaoks on

genotlilibitud peaaegu 6 miljonit lookust, sealhulgas tihenukleotiidsed polimorfismid (ingl

single nucleotide polymorphism) ja indelid (ingl insertion or deletion).

2.2.2. GEUVADIS

RNA-seq andmed on parit GEUVADISe projektist (Lappalainen et al., 2013). RNA eraldati 465
indiviidi LCL rakuliinidest. Rakuliinid péarinesid viiest erinevast populatsioonist: CEPH (Utah
Residents with Northern and Western European Ancestry), Soome, Suurbritannia, Toskaana,
Yoruba. Nendest 445 proovi jaoks on genotlilibi andmed kattesaadavad 1000 genoomi
projekti kolmandast faasist (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Kaesolevas t06s

on kasutatud nendest 358 Euroopa paritolu indiviidi andmeid.
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2.2.3. HP1 ja CTCF ChIP-seq

Moélema tranksriptsioonifaktori puhul on anallitis sooritatud GM12878 LCL rakuliini peal, mis
parineb CEPH populatsioonist. Transkriptsioonifaktorite CTCF ja HP1 seondumissaidid leiti
ENCODE konsortsiumi poolt ChIP sekveneerimisel. Seondumissaitide failid laadisin alla

ENCODE portaalist (Davis et al., 2018) (https://www.encodeproject.org/, 2018). CTCF ja HP1

andmetele vastavad identifikaatorid ENCFF960ZGP ja ENCFF417SVR. Jatsin korvale

seondumiskohad X kromosoomil (Tabel 1).

Tabel 1. ENCODE andmestiku transkriptsioonifaktorite seondumiskohad

seondumiskohti kokku seondumiskohti
somaatilistel
kromosoomidel

HP1 10 855 10610

CTCF 43 865 42 397

2.2.4. CTCF QTLid

CTCF QTLid on geneetilised variandid, millel on statistiline seos CTCF seondumisega. ChIP-seq
on sooritatud 51 CEPH populatsioonist parit indiviidi LCL rakkudes (Ding et al., 2014). CTCF
ChIP-seq andmete po&hjal tuvastati MACS tdoriista abil CTCF seondumissaidid (Zhang et al.,
2008). QTLtools on molekulaarsete kvantitatiivsete tunnuste analliisimiseks loodud kdsurea
tooriist (Delaneau et al., 2017). Kasutades CTCF seondumissaite ja genotiilibi andmeid
sooritati QTLtools abil juhuslikud genotiilipide permutatsioonid. Nii leiti geneetilised
variandid, millel on statistiliselt oluline seos CTCF seondumisega. Need on kvantitatiivse
tunnuse lookused (QTLd). Enda analiisi alustasin QTLtools valjundfailist, mis olid loodud
Yurii Toma magistritddé raames (Toma, 2018). Kasutasin nii CTCF seondumissaite kui leitud

QTLe.
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2.3. Meetodid

2.3.1. DNA ligipaasetavuse analuis

SAMtools
T sort;
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view
samm

Picard
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BedTools SAMtools sort
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Joonis 5. DNA ligipadsetavuse sekveneerimisandmete anallilsi toovoog.

Kromatiini ligipddsetavuse analllsi teostasin 91 indiviidi sekveneerimisandmetel.
Tootlemata kromatiini avatuse andmed olid fastq formaadis ning Uhele indiviidile vastas

mitu eri faili. Koondasin iga indiviidi andmed eraldi faili kasutades UNIX kasklusi. Eemaldasin
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sekveneerimisega kaasnevad vootkoodid ja adapterid skewer tooriista abil (Jiang et al.,
2014). Joondasin viitegenoomile GRCh38 kasutades BWA (versioon 0.7.12) tooriista (Li ja
Durbin, 2009). Lugemid sorteerisin genoomse koordinaadi jargi ja indekseerisin kasutades
kdsurea tooriista SAMtools (versioon 1.3) (Li et al., 2009). SAMtoolsi kasutasin ka
mitokondriaalse DNA lugemite eemaldamiseks ning failide paise asendamiseks. Loodud BAM
formaadis failidest eemaldasin korduvad lugemid kasutades MarkDuplicates tOoriista Picard

paketist (http://broadinstitute.github.io/picard/, 2018). Korduvad lugemid on PCR

amplifitseerimisel tekkinud artefaktid.
Jargmisena sorteerisin failid SAMtools abil lugeminime jargi. Jarjestatud BAM formaadis faili
konverteerisin BEDTools (versioon 2.24) (Quinlan ja Hall, 2010) tooriista abil BED formaati

ning bedGraphToBigWig (https://www.encodeproject.org/software/bedgraphtobigwig/,

2018) tooriista abil BigWig formaati. ATAC sekveneerimisel on DNA |8igatud transposaas
Tn5 poolt (Buenrostro et al., 2015). Edasi leidsin lugemite pd&hjal transposaas Tn5
Idikekohad. Ldoikekohtade BAM failide pd&hjal leidsin kromatiini avatusele vastavad
narrowPeak failid, kasutades tooriista MACS (versioon 2.1.0 parameetritega --shift 25
--extsize 50 -q 0.01 --t size: 75) (Zhang et al., 2008). Transposaasi |Gikekohtade pdhjal
soovisin leida laiemad piirkonnad, kus kromatiin on avatud ehk avatuse “kiihmud”. Kiihmude
leidmiseks on shift ja extsize parameetrite pdhjal genereeritud pseudolugemid, mis ulatuvad
I6ikekohast mdlemas suunas 25 aluspaari kaugusele. Lugemitega kattuvate alade pd&hjal
tagastas tooriist piirkonnad, mille p-vaartus on mitmese testimise vastu korrigeeritud FDR
(false discovery rate) meetodil. Edaspidi vaatlen ainult statistiliselt olulisi (FDR < 0.01)
kiihme.

MACS (ingl Model-based analysis of ChIP-Seq) kasurea tooriist on loodud ChIP
sekveneerimisel valkude seondumiskohtade leidmiseks. Sisendiks on ette nahtud
fragmendid, mis katavad huvipakkuva fenotliiibiga kromatiini ala. ATAC sekveneerimisel
tuvastatakse Uksikud Tn5 Idikekohad, mitte avatud I6igud. Seetottu tuleb MACS
parameetreid kohandada ja pseudolugemid kunstlikult genereerida.

Kvaliteedikontrolli eesmargil leidsin fragmentide arvu kromosoomi kohta ning fragmentide
pikkuse jaotuse kasutades SAMtools ja UNIX kasklusi. Igale indiviidile vastavate kiihmude
pohjal leidsin kiihmude Uhisosa Ule kdigi proovide. Need on kdik kromatiini piirkonnad, kus
ATAC kiihm esineb vdhemalt kolmes eri indiviidis. Leidsin 20 kuni 1000 aluspaari pikkuste

fragmentide arvu iga indiviidi jaoks igas GUhendatud kromatiini avatuse piirkonnas kasutades
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SubRead (versioon 1.6.2) paketi tooriista featureCounts (Liao et al., 2014). Eemaldasin
analtusist kihmud, millest 50 000 aluspaari kaugusel ei ole genotlitbitud Ghtegi lookust.
BEDTools abil leidsin kiihmude piirkonnale vastava guaniini ja tsttosiini sisalduse protsendi
viitegenoomis. Guaniini ja tsitosiini sisaldust kasutasin hiljem normaliseerimisel. Uhendasin
koikide indiviidide fragmentide loendusandmed (ihte maatriksisse. Loendusandmed
normaliseerisin kasutades Bioconductor (versioon 3.8) CQN (Hansen et al., 2012) paketti.
Selle t66 tulemuseks on CQN (ingl conditional quantile normalization) normaliseeritud DNA
ligipdasetavuse loendusmaatriks, kus ridadeks huvipakkuvad kiihmud ja veergudeks 91
indiviidi.

Koondamaks algsed eraldi loendusandmete failid Ghisesse normaliseeritud maatriksisse tuli
labida iga proovi jaoks rohkem kui 10 sammu, kus kasutasin R vdi Python skripte vdi kdsurea
tooriistu. Kuna selliste tehtavate sammude arv on suurusjargus 1000, tuli leida viis selle t66
automatiseerimiseks. Anallilsi t66voo juhtimiseks kasutasin Snakemake tooriista (Koster ja
Rahmann, 2012). Snakemake v@imaldas vajalikud sammud jarjestada ning iga faili jaoks
Uldistada. Kasutatud Snakemake skript pohineb Kaur Alasoo tool

(https://github.com/kauralasoo/Blood_ATAC/blob/master/Snakefile, 2018).

2.3.2. Geeniekspressiooni ja splaissimise anallils

Lappalainen et al. loodud RNA-seq andmete edasise anallilisi teostas Kaur Alasoo. RNA-seq
andmete pohjal on transkriptide varieeruvus kvantifitseeritud neljal eri viisil. Eraldi
tunnusena on kasitletud promootori kasutust, splaissimist, transkripti 3’ otsa valikut ja
geeniga kattuvate lugemite arvu. Varieeruvus promootorite, transkripti 3’ otsa valikus ja
splaissimises moodeti txrevise meetodi abil (Alasoo et al., 2018). Geenidega kattuvate
lugemite loendamiseks on kasutatud featureCounts programmi (Liao et al., 2014).
Ensemblist on vdetud eelnevalt annoteeritud transkriptid. Iga geeni jaoks on ildine
geeniekspressioon kvantifitseeritud nende transkriptidega kattuvate lugemite arvu pohijal.
Txrevise meetodi korral on Ensembl annotatsiooni pdhjal leitud iga geeni jaoks eksonid, mis
leiduvad igas transkriptis (constitutive exon). Unikaalsetele eksonitele (need, mis ei leidu igas
transkriptis) on maaratud vastavalt paiknemisele tiitibiks alternatiivne promootor, keskmine

ekson voi alternatiivhe 3’ ots.
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Transkriptsiooniga seotud siindmused (txrevise)

Promootor 1 | } -
Promootor 2 .

Kaasatud keskmine ekson - L

Puuduv keskmine ekson -

Pikk3'ots [N
Lithike 3' ots |

Joonis 6. Transkriptsiooniga seotud sindmuste kvantifitseerimine (Alasoo et al., 2018).

IH il 1l

Keskmise eksoni kaasamine v6i puudumine téhistab kdesolevas t60s uuritud splaissimist.

2.3.3. Geneetiliste seoste leidmine

Leidmaks seoseid molekulaarse fenotlilibi tunnuste ja genotlibi vahel on kasutatud
QTLtools tooriista (Delaneau et al., 2017) (versioon 1.1) (parameetrid: cis --permute 10 000
--window 100 000). Siin on nullhiipoteesiks, et fenotllip ei ole lineaarselt sdltuv genotilbist.
Testin alternatiivset hiipoteesi, et fenotlilip on lineaarselt séltuv Ghe imbritseva lookuse
genotlilibist. Kromatiini ligipaasetavuse jaoks viisin QTL analldsi lIabi ise. RNA ja CTCF
andmete anallilisi alustasin QTLtools valjundfailidest. Iga molekulaarse fenotlilibi tunnuse
(so kromatiini ligipdasetavus, transkripti kasutus, CTCF seondumine) jaoks on labi viidud
samalaadne analids.

QTLtools jooksutamisel sobitatakse koigi fenotlilipi mbritsevate genotiilibitud lookuste
jaoks lineaarse regressiooni mudel. Muldel sobitatakse iga piirkonnas asuva geneetilise
variandi jaoks eraldi, so hinnatakse iga geneetilise variandi mdju tunnusele séltumata
teistest samas piirkonnas asuvatest variantidest. Selle regressioonisirge tdus on teststatistik,
mille pohjal arvutatakse mudeli p-vaartus. P-vdartus naditab, kui tdendoline oleks ndha sama
tugevat voi tugevamat seost genotiilibi ja fenotttbi vahel, kui kehtiks nullhlipotees (seost ei
ole). Kui p-vaartus on piisavalt vaike, siis saame liikata imber nullhiipoteesi ning jareldada,
et genotlitbi ja tunnuse vahel on seos.

Iga fenotllbi tunnuse jaoks testitakse seost kdigi imbritsevate geneetiliste variantidega ja

valitakse valja variant, millel on kdige tugevam seos fenotiitibiga (kdige vaiksem p-vaartus).
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QTLtools kasutab permutatsioone, et hinnata testitud soltumatute genotlipide arvu.
QTLtools valjundis on p-vaartused korrigeeritud iga fenotlilibi jaoks testitud séltumatute
genotlilipide arvu suhtes. Lisaks sellele tuleb arvestada, et lle genoomi on testitud palju
fenotlilipe. P-vaartuse lle genoomi vaadeldud fenotilpide arvu vastu korrigeerimiseks
kasutasin R stats paketi meetodit p.adjust parameetriga FDR (ingl false discovery rate). Edasi
anallusisin ainult statistiliselt olulisi seoseid (FDR < 0,1). Edasise analliUsi jaoks oli vaja QTL

failid kromosoomide jargi indekseerida, selleks kasutasin SAMtools tabix funktsionaalsust.

2.3.4. Kromatiini ligipaasetavuse QTLid

Kromatiini ligipadsetavuse anallilisis vaatlesin fenotlilibina kromatiini avatuse kihme,
nendega seotud lookused on caQTLd (ingl chromatin accessibility quantitative trait locus).
QTLde leidmiseks kasutasin genotililibi andmeid ja kromatiini avatuse loendusmaatriksit.
Kontrollimaks, et ATAC sekveneerimise proovide identifikaatorite markimisel pole tehtud
viga kasutasin QTLtools tddriista mbv funktsionaalsust (Fort et al., 2017). Leidsin iga ATAC
sekveneerimise proovi lugemite jaoks, kui hasti need on kooskdlas genotilpidega (Joonis 7).
Genotilbi ja ATAC sekveneerimise identifikaatorid sobitasin juhul kui esines suur
kokkulangevus (heterosiigootides ja homosiigootides > 0,95). Uhtegi valesti identifitseeritud

proovi ei tuvastanud.
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Joonis 7. ATAC sekveneerimise proovi ERS798625 kokkulangevus genotlilipidega.
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Edasises QTL analldsis Uritan leida juhtumeid, kus Uks geneetiline variant mdjutab kromatiini
ligipdasetavust. Uhe geneetilise variandi mdju kdigile kiihmudele iile genoomi on
toendoliselt vaga vaike. Kromatiini ligipdasetavust Ule kogu genoomi ja kdigi proovide
mojutavad ka suuremad sistemaatilised mojud (naiteks sekveneerimise kuupdev ja katsele
kulunud aeg). Soovin tuvastada varieeruvust erinevate indiviidide vahel iga konkreetse
kiihmu puhul. Seetottu tuleks suurt hulka indiviide ja kiihme korraga mojutavad tegurid vélja
filtreerida. Selleks on QTLtools analtitsis voimalik kasutada kovariaate.

QTLtools tooriista (versioon 1.1) (parameetriga pca) (Delaneau et al., 2017) abil sooritasin
kromatiini avatuse loendusmaatriksi ja genotliibi andmete jaoks peakomponentanalisi
(ingl PCA: principal component analysis). Sellele jargnes QTLtools cis parameetriga
genotlitipide juhuslik permuteerimine ja juhtvariantide p-vaartuste korrigeerimine. Tabel 2
annab Ulevaate, kuidas QTL anallisi parameetrid mdjutasid leitud statistiliselt oluliste

caQTLde arvu.

Tabel 2. Statistiliselt oluliste kromatiini avatuse QTLde arv sdéltuvalt kasutatud
parameetritest. Kovariaatidena kasutasin vordse arvu kromatiini avatuse loendusmaatriksi ja

genotilubi maatriksi komponente.

caQTL arv (FDR < | normaliseerimis- | akna laius | kovariaatide arv | permutatsioonide
0,1) meetod (bp) arv

32 827 CQN 10 000 10 10 000
32819 FPKM 10 000 10 10 000
25872 CQN 100 000 10 10 000
25890 FPKM 100 000 10 10 000
33718 CQN 10 000 10 100
32713 CQN 10 000 20 100
25711 CQN 10 000 40 100
26719 CQN 100 000 10 100
25704 CQN 100 000 20 100

19 007 CQN 100 000 40 100
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CQN ja FPKM (ingl fragments per kilobase million) normaliseerimismeetodite vahel
markimivairset erinevust ei esinenud. Uldiselt toob viiksem permutatsioonide ja
kovariaatide arv kaasa suurema hulga valepositiivseid leide. Edasises anallilisis kasutasin
kromatiini avatuse QTLe, mille leidmiseks oli sooritatud 10 000 permutatsiooni,
kovariaatidena kasutatud 5 kromatiini avatuse ja 5 genotlitibi maatriksi PCA komponenti,

100 000 aluspaari laiust akent kiihmu Gmbruses ja CQN normaliseerimist (Tabel 2 rida 3).

2.3.5. RNA QTL

RNA QTL analtusis vaadeldi fenotilbi tunnusena geeniekspressiooni ja splaissimise
analllsis moddetud nelja tunnust. Fenotlilibi varieeruvusega seotud lookuste (QTLde)
leidmiseks kasutati QTLtools tooriista (parameetriga cis) (Delaneau et al., 2017). Enda
analllsi alustasin QTLtools valjundfailidest, mille leidmiseks oli sooritatud 10 000 juhuslikku
genotlilipide permutatsiooni. QTLtools valjundfailis on iga geeni iga alternatiivse transkripti
kohta kokku 19 tunnust. Iga alternatiivse transkripti jaoks on olemas fenotiilibi ID ja
paiknemine genoomil. Edasises anallilisis kasutasin ainult statistiliselt olulisi QTLe (FDR <
0,1). Vaatlen eraldi promootori kasutusega, alternatiivse splaissimise ehk keskmise eksoni

valiku (sQTL), ekspressiooni ja 3’ otsa valikuga seotud lookuseid.

2.3.6. CTCF QTL

CTCF QTL on geneetiline variant, mille varieeruvusel esineb statistiline seos
transkriptsioonifaktor CTCF seondumisega. Yurii Toma leidis somaatilistel kromosoomidel
kokku 49 698 CTCF seondumissaiti, millest 1112 puhul leidus statistiliselt oluline (FDR < 10%)
QTL. Enda analldsis leidsin, et 73% siin leitud CTCF seondumiskohtade jaoks leidub ENCODE
andmestikus kattuv CTCF seondumiskoht (kattumine vdhemalt 50% seondumiskoha

laiusest).

2.3.7. Geneetiliste seoste Ulekate

Geenide aheldatuse tottu on samal kromosoomil esinevate ldhestiku paiknevate geneetiliste
variantide parandumine korreleeritud. LD (ingl linkage disequilibrium) on kahes (v6i mitmes)
lookuses esinevate alleelide seotud parandumine. LD maara mdjutavad nii demograafilised
faktorid kui ka rekombinatsioonisagedus (Pritchard and Przeworski, 2001).

Kdesoleva t66 eesmargiks on leida geneetilisi variante, mis mojutavad Gheaegselt kromatiini

ligipddsetavust ja alternatiivset splaissimist voi CTCF seondumist. QTLtools valjundis on iga
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fenotlilibi tunnuse jaoks leitud vahima p-vaartusega variant (so juhtvariant). Fenotilpi
tegelikult mojutav geneetiline variant (so p6hjuslik variant) voib olla QTL analiilsis leitud
juhtvariant v6i moni sellega LDs olev variant. Ka fenotttbid, mille juhtvariandid on LDs
omavad suure tdendosusega sama pohjuslikku varianti. Kahe geneetilise variandi aheldatuse
madramiseks kasutasin kriteeriumina vaartust r?. Vaartuse r? leidmiseks vdtsin kahe
geneetilise variandi genotilbid Ule kdigi indiviidide ja leidsin nende Pearsoni korrelatsiooni

ruudu (Joonis 8).

Ind. 1 — G — Ind. 1 — G —
Ind. 2 — G — Ind. 2 — G —
Ind. 3 — G — ind. 3 — G —
Ind. 4 — G — Ind. 4 — 8 —
Ind.5 — T € — @#=10 e S — 2=0.333
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Joonis 8. Kahe lookuse aheldatuse maaramine 8 indiviidi (Ind. 1-8) genotilpide pohjal (Gaut

ja Long, 2003).

Lihtsaim Idhenemine leidmaks geneetilisi variante, mis mdéjutavad nii kromatiini avatust kui
ka splaissimist oleks leida kdik kromatiini kiihmude ja splaissimissiindmuste paarid, mille
juhtvariandid kattuvad. Aheldatuse mddt r* vdimaldab tuvastada rohkem fenotiitibi tunnuste
paare, mille varieeruvust mojutab suure tdendosusega sama geneetiline variant. Aheldatuse
analuusis kasutasin kahte eri ldvendit (r* > 0,8 ja r* > 0,9). Aheldatud juhtvariantide paarid
leidsin esmalt kromatiini avatuse ja koigi transkriptsiooniga seotud siindmuste jaoks
(geeniekspressioon, promootori kasutus, splaissimine, 3’ otsa valik).

Edasi kasutasin transkriptsioonifaktorite CTCF ja HP1 seondumiskohti. Leidsin avatud
kromatiini piirkonnad, mis sisaldavad transkriptsioonifaktori seondumiskohta. Aheldatuse ja
seondumiskohtadega kattumise alusel jagasin kromatiini kiilhmud (iga transkriptsiooniga
seotud sindmuse jaoks) nelja klassi. Edasi uurisin, kas transkriptsioonifaktori
seondumiskohta sisaldavate kiihmude juhtvariandid on suurema tdendosusega aheldatud

splaissimisega seotud variantidega. Selle anallilisi eesmargiks oli valja selgitada, kas CTCF voi
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HP1 seondumine on oluline splaissimise kontrollmehhanism. Aheldatud juhtvariantide

anallusi viisin 1abi ka Yurii Toma magistritoost parit CTCF seondumiskohtade jaoks.

2.4. Tulemused

2.4.1. Seosed kromatiini ligipaasetavuse ja transkriptsiooni vahel

Konstrueerisin ATAC sekveneerimise andmetest 307 517 kromatiini avatuse kithmu, mis
esinesid vahemalt kolmes eri indiviidis. Nendest 18 103 jaid edasisest anallilisist kérvale, sest
100 000 aluspaari kaugusel ei olnud Uhtegi genotllbitud lookust. Alles jaanud 289 414
kiihmust 8,9% (25 872 kilhmu) juhtvariant oli statistiliselt oluline (FDR < 0,1). Statistiliselt
olulise juhtvariandiga avatud kromatiini piirkonnad kattusid valdavas enamuses (98%)
eelnevalt annoteeritud regulatoorsete aladega (annotatsioonid Ernst et al., 2011). DNase
sekveneerimise anallilsil leiti sarnane tulemus (Degner et al., 2012). See annab alust vaita,
et ATAC sekveneerimine on DNase sekveneerimise sobiv alternatiiv.

Varem on leitud, et enamus kromatiini avatust mojutavaid variante paiknevad avatud
piirkonna sees vOi vahetult selle Gmbruses (Degner et al., 2012). 100 000 aluspaari ulatuses
leidsin 25 872 statistiliselt olulist caQTLi. Leidsin, et kolmandik (32,6% so 8443 kiihmu)
variantidest, mis mojutavad kromatiini avatust paiknevad avatud piirkonnast vahem kui 1000
aluspaari kaugusel.

QTLtools analilsis sobitatakse lineaarse regressiooni mudelid, seega peaks kromatiini avatus
leitud caQTLdes olema genotlilibist lineaarses séltuvuses. Vahimate p-vaartustega QTLde
jaoks koostasin selle kontrollimiseks graafikud. Iga lisanduv tsitosiin rs2332287 positsioonil
vahendab kromatiini avatust 3. kromosoomil asuva kromatiini avatuse kiihmu juures (Joonis

9).
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Joonis 9. Juhtvariandi genotlitibist s6ltuv normaliseeritud kromatiini avatus (ihe ATAC kithmu

juures. lga lisanduv tsitosiin juhtvariandi positsioonil vahendab kromatiini avatust.

Tabel 3 annab Ulevaate transkriptsiooniga seotud statistiliselt olulistest QTLidest. LCL
rakkude DNase sekveneerimise anallilsis leiti olenevalt metoodikast, et 23-55%
geeniekspressiooni mojutavatest lookustest on seotud ka kromatiini avatusega (Degner et
al., 2012). Kaesolevas t66s arvestasin, et geen ja kromatiini avatuse kithm on seotud kui neil
on Uhine juhtvariant vOi nende juhtvariandid on aheldatud. Leidsin, et 20%
geeniekspressioon, 17% promootori, 13% splaissimisega ja 3’ otsa valikuga seotud lookustest

mdjutavad suure tdeniosusega ka kromatiini avatust (r* > 0,8) (Tabel 3).

Tabel 3. Erinevat tlilipi RNA sekveneerimsandmete tootlusel leitud QTLde jaotus

QTL tuup Geenide arv kokku Kromatiini avatusega | Kromatiini avatusega
seotud geenide arv | seotud geenide arv
(r*>0.8) (r’>0.9)

Ekspressioon 5957 1164 (19,5%) 914 (15,3%)

Promootori kasutus | 1200 198 (16,5%) 136 (11,3%)

Splaissimine 2716 344 (12,7%) 245 (9,0%)

3’ otsa kasutus 2065 269 (13,0%) 178 (8,6%)
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Vorreldes DNase-seq analilsiga leidsin, et geeniekspressiooniga seotud lookuste hulgas on
vaiksem osakaal lookuseid, mis on seotud ka kromatiini avatusega. DNase sekveneerimise
artiklis ei ole Ulekatte arvestamiseks kasutatud r* meetodit. Metodoloogiline erinevus v&ib
selgitada kromatiini avatusega seotud ekspressiooni QTLde vaiksemat osakaalu.
Geeniekpressiooni ja promootori kasutuse QTLde hulgas on suurem osakaal lookuseid, mis
on seotud ka kromatiini avatusega kui splaissimise vGi 3’ otsa QTLde hulgas (Fisheri tapse
testi p-vaartus < 0,05). See tulemus on ootusparane. Ekspressioon ja promootori valik
toimuvad ajaliselt enne splaissimist. Seega on splaissimise varieeruvuse vdiksem seos
kromatiini avatusega kooskdlas splaissimise regulatsioonimehhanismidega. Splaiss-saidid
paiknevad RNAs, kuid [8plik promootori valik toimub DNA jarjestuse tasemel. Ka
makrofaagide RNA ja ATAC-seq analliUsis leiti, et promootori valiku QTLde hulgas on suurem
osakaal lookuseid, mis on seotud kromatiini avatusega kui splaissimise voi 3’ otsa QTLde
hulgas (Alasoo et al., 2018). See tulemus on kooskdlas ka LCL rakkude DNase-seq analliUsiga.
Anallsis leiti, et geeniekspressiooni ja splaissimist mdjutavad erinevad geneetilised
variandid (Li et al., 2016).

Anallilsi tulemusel dnnestus leida kihmude ja geenide paare, mille puhul kromatiini avatust
ja splaissimist mdjutab suure tdendosusega sama pohjuslik variant. Seose kontrollimiseks
koostasin selliste kiihmude ja geenide paaride jaoks joonised, mis kujutavad kattuvust ATAC
ja RNA sekveneerimise fragmentidega. Selleks kasutasin BigWig faile, milles on genoomi
kattuvus sekveneerimisfragmentidega Gihenukleotiidse tapsusega. Joonistel 10 ja 11 kujutan
sekveneerimisfragmentide arvu, mis on normaliseeritud sekveneerimiskorduste (ingl
sequencing depth) jargi kasutades FPM (ingl fragments per million) normaliseerimist.
Joonistel on kujutatud sekveerimisfragmentide arv séltuvalt kithmu juhtvariandi (so caQTL)
genotlibist (Joonised 10 ja 11). Jooniste tegemiseks kasutasin R paketti wiggleplotr

(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/wiggleplotr.html, 2019).

Vaikse p-vaartuse ja suure efektisuurusega caQTL kithmude puhul véib ndha selget erinevust
kromatiini avatuses erinevate juhtvariandi genotuipide puhul (Joonis 10). Joonis 10 kinnitab
joonisel 9 esitatud tulemust. Iga lisanduv tsltosiin (rs2332287 positsioonil) vahendab

kromatiini avatust 3. kromosoomil paikneva kromatiini kiihmu ulatuses.
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Joonis 10. ATAC sekveneerimise fragmentide arv soltuvalt kiihmu juhtvariandi (rs2332287)

genotlitbist. Iga lisanduv tsiitosiin juhtvariandi positsioonil vahendab kromatiini avatust.
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Joonis 11. Kromatiini avatusega seotud geeni PARP15 RNA sekveneerimise fragmentide
kattuvus séltuvalt kiihmu juhtvariandi (rs2332287) genotilbist. Joonisel intronite ulatused

vahendatud. Iga lisanduv tsutosiin juhtvariandi positsioonil suurendab (ihe keskmise eksoni

kaasamist.
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Kromatiini avatuse piirkonna juhtvariant mdjutab r? analiiisil leitud seotud geeni PARP15
splaissimist (Joonis 11). Jooniselt on ndha, et Ghe keskmise eksoni kaasamine splaissimisel
s6ltub caQTL genotlitbist. Iga lisanduv tsltosiin seotud kromatiini kiihmu juhtvariandi
positsioonil (rs2332287) suurendab Uhe eksoni kaasamist |Gplikku transkripti. Selline leid
voib olla margiks, et lisanduv tsiitosiin caQTL positsioonil toob kaasa ndrgema splaiss-saidi

valiku ja alternatiivse eksoni kaasamise.
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Joonis 12. Uhe kromatiini avatuse kiihmu (mbruses paiknevate lookuste nominaalsed
p-vadrtused, mis on leitud kromatiini avatuse ja splaissimise QTL analtusil (caQTL juhtvariant

rs232287, sQTL juhtvariant rs17208928).

Kromatiini avatuse QTL analiisis olen leidnud 3. kromosoomil paikneva ligipdasetava
kromatiini piirkonna jaoks vdahima p-vaartusega variandi rs232287 (nominaalne p-vaartus = 6
* 10™"). Splaissimise QTL analiitsis leiti geeni PARP15 (ihe eksoni kaasamist mdjutav
juhtvariant rs17208928 (nominaalne p-vaartus = 10°). Lisaks leitud juhtvariantidele paikneb

Umbruses mitmeid aheldatud variante (Joonis 12). Aheldatuse tdttu on variantidel ka
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sarnane lineaarse mudeli p-vadartus ja see raskendab pd&hjusliku variandi kindlaks tegemist.
Kromatiini avatuse ja splaissimise juhtvariantide aheldatuse maar on r’=0,84. Eeldades, et
igal geneetilisel variandil on vdike tdendosus olla pohjuslik variant, vdib Usna suure
tdendosusega kujutatud naites kromatiini ja splaissimist méjutada sama pdhjuslik variant.
Siiski pole véimalik selles I6plikult kindel olla. DNA avatust ja splaissimist voivad m&jutada
erinevad pohjuslikud variandid, mis on lihtsalt tugevalt aheldatud. See on Uldiselt geneetilise

lahenemise piirang.

2.4.2. CTCFi ja HP1 mdju splaissimisele

Olen leidnud lookused, mis avaldavad moju nii kromatiini avatusele kui varieeruvusele
transkripti tasemel. Leidmaks tdendeid statistilise seose taga olevatest bioloogilistest
regulatsioonimehhanismidest, uurin lahemalt transkriptsioonifaktorite CCCTC-seonduva
faktori (CTCF) ja heterokromatiini valk 1 (HP1) seondumist. CTCF ja HP1 seost alternatiivse
splaissimisega on varem néidatud erinevates rakuliinides (Yearim et al., 2015) (Agirre et al.,
2015) (Shukla et al., 2011) (Ruiz-Velasco et al., 2017).

Statistiliselt olulise juhtvariandiga avatud kromatiini piirkonnad kattusid valdavas enamuses
(98%) eelnevalt annoteeritud regulatoorsete aladega (annotatsioonid Ernst et al., 2011) ning
6,9% sisaldas CTCF seondumiskohta (ENCODE andmestiku jargi 10%). 3,3% huvipakkuvatest
avatud kromatiini piirkondadest sisaldas HP1 seondumiskohta. Geneetiline variant, mis
mdojutab kromatiini avatust ja splaissimist vOib toimida ldbi transkriptsioonifaktorite CTCF ja
HP1 seondumisvdoime muutmise. Selle uurimiseks teen kindlaks, kas avatud kromatiin, mis
on seotud RNA taseme tunnusega, sisaldab suurema tGendosusega transkriptsioonifaktori
seondumiskohta. Esmalt jaotan avatud kromatiini piirkonnad kaheks selle pdhjal, kas
kromatiini piirkonna juhtvariant on seotud RNA taseme tunnusega voi mitte. Seose avatud
kromatiini kihmu ja RNA taseme tunnuse vahel olen kindlaks teinud r? analtusil, mis
vOimaldab OGelda, et tdendoliselt mdjutab mdlema tunnuse varieeruvust sama pd&hjuslik
variant.

Ootuspadraselt on kodigi huvipakkuvate avatud piirkondade hulgas transkriptsiooni voi
splaissimisega seotud piirkondade osakaal vaiksem kui transkriptsioonifaktori
seondumiskohta sisaldavate avatud piirkondade hulgas (Tabel 4). Kasutan Fisheri testi, et
teha kindlaks, kas erinevus on statistiliselt oluline. Transkriptsiooni vdi splaissimisega seotud
avatud kromatiini kiihmude osakaal on suurem CTCF seondumiskohtade hulgas (r* > 0,8,

Fisher p=0,001762939) (r* > 0,9, Fisher p=0,007996331) (Yurii Toma andmestik). ENCODE

31


https://www.zotero.org/google-docs/?qIhts6
https://www.zotero.org/google-docs/?qIhts6
https://www.zotero.org/google-docs/?qIhts6
https://www.zotero.org/google-docs/?ZE2r9f
https://www.zotero.org/google-docs/?ZE2r9f
https://www.zotero.org/google-docs/?ZE2r9f
https://www.zotero.org/google-docs/?ZE2r9f
https://www.zotero.org/google-docs/?UhKItP
https://www.zotero.org/google-docs/?UhKItP
https://www.zotero.org/google-docs/?UhKItP
https://www.zotero.org/google-docs/?QiIifD
https://www.zotero.org/google-docs/?QiIifD
https://www.zotero.org/google-docs/?QiIifD
https://www.zotero.org/google-docs/?PBTGa6
https://www.zotero.org/google-docs/?PBTGa6
https://www.zotero.org/google-docs/?PBTGa6

CTCF ja HP1 seondumiskohtade puhul pole erinevus statistiliselt oluline. Kuigi Toma
andmestikus on erinevus statistiliselt oluline on vahe tegelikult tsna vaike (8,7% vs 7,3%).
Protsentuaalselt on ENCODE ja Toma andmed Usna sarnased ja voib 6elda, et need kaks
CTCF seondumiskohtade andmestikku on kooskdlas. Seega ei saa vdita, et transkripti

kasutusega seotud avatud kromatiinis oleks CTCF v6i HP1 seondumiskohad lileesindatus.

Tabel 4. Selliste kromatiini kiihmude arv, millel leidub statistiliselt oluline QTL. Aheldatuse
analtsil on leitud kromatiini kihmud, mille juhtvariant mdjutab suure tGendosusega ka
viahemalt Ghte RNA tunnust. Tabelis on CTCF voi HP1 seondumiskohtade kattumine nende

kiihmudega.

Seotud RNA QTLga (r* > 0,8) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0,8)

Sisaldab TF Ei sisalda TF Sisaldab TF Ei sisalda TF
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta
CTCF (Toma) 325 (8,7%) 1610 (7,3%) 3423 20514
seondumine
CTCF (ENCODE) | 208 (8,1%) 1727 (7,4%) 2366 21571
seondumine
HP1 (ENCODE) |73 (8,5%) 1862 (7,4%) 781 23156
seondumine

Seotud RNA QTLga(r* > 0,9)

Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0,9)

seondumine

Sisaldab TF Ei sisalda TF Sisaldab TF Ei sisalda TF
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta
CTCF (Toma) 216 (5,8%) 1064 (4,8%) 3532 21060
seondumine
CTCF (ENCODE) | 139 (5,4%) 1141 (4,9%) 2435 22157
seondumine
HP1 (ENCODE) 50 (5,9%) 1230 (4,9%) 804 23788

Jargmisena vaatlen avatud kromatiinis paiknevaid CTCF ja HP1 seondumiskohti ja nende
maoju iga RNA tunnuse jaoks eraldi. Uurin, kas transkriptsioonifaktori seondumiskoht avatud
molekulaarses fenotliibis. CTCF vdi HP1

kromatiinis valjendub RNA tasemel

seondumiskohaga kattumine ei mdjutanud splaissimisega seotud kiihmude osakaalu (Joonis

32



13). ENCODE andmestiku CTCF seondumiskohtade puhul ei esinenud Uhtegi statistiliselt

olulist erinevust (Lisa 1).

289 414
25 872
Koik kromatiini kihmud
3672 ' Kiihmud, millel on QTL (FDR < 0,1)
76 [ ] Kihmud, mis sisaldavad CTCF seondumiskohta
a7 / Kithmud, mis on seotud splaissimisega (r? > 0,8)

Joonis 13. Avatud kromatiini seos CTCF seondumise (Toma andmed) ja splaissimisega. Siin
kujutatud jaotus on aluseks Fisheri tapsele testile. Testin, kas CTCF seondumisel on oluline

roll splaissimise regulatsioonis.

Kromatiini avatuse kilhmud, mis sisaldavad HP1 seondumiskohta on suurema tdendosusega
seotud geeniekpressiooniga (r* > 0.8, Fisher p=0,04559931) (r* > 0.9, Fisher p=0,03751518)
(Lisa 2). Statistiliselt olulise erinevuse leidsin ka CTCF seondumise ja puQTLde puhul (r*> 0.8,
Fisher p=0,027936823) (r* > 0.9, Fisher p=0,025947460) (Tabel 5). Kuid ka siin on
protsentuaalne erinevus Usna vaike (1,5% vs 1,1%).

Need tulemused vdivad kinnitada, et avatud kromatiin maarab pigem geeniekspressiooni
taseme ja promootori valiku kui splaissimise. Siiski ei ole avatud kromatiinis paikneval CTCF

voi HP1 seondumiskohal markimisvaarset méju RNA tunnustele.
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Tabel 5. Selliste kromatiini kiihmude arv, millel leidub statistiliselt oluline QTL. Aheldatuse
analtusil on leitud kromatiini kihmud, mille juhtvariant mojutab suure téendosusega ka RNA
tunnuseid. Tabelis on Toma andmestiku CTCF seondumiskohtade kattumine nende ATAC
kiihmudega. Lahtrite varvid vastavad joonisele 13, kuid tabelis on esitatud tulemused

mdlema r? taseme jaoks.

RNA QTL ttiip Seotud RNA QTLga (r* > 0,8) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0,8)
Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta

Ekspressioon 228 (6,1%) 1201 (5,4%) 3520 20923

Promootor 56 (1,5%) 245 (1,1%) 3692 21879

Splaissimine 76 (2,0%) 377 (1,7%) 3672 21747

3’ otsa kasutus | 58 (1,5%) 283 (1,3%) 3690 21841

RNA QTL ttip Seotud RNA QTLga (r* > 0,9) Ei ole seotud RNA QTLga (r*>0,9)
Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta

Ekspressioon 154 (4,1%) 802 (3,6%) 3594 21322

Promootor 35 (0,9%) 139 (0,6%) 3713 21985

Splaissimine 49 (1,3%) 223 (1,0%) 3699 21901

3’ otsa kasutus | 33 (0,9%) 166 (0,8%) 3715 21958

Edasi vaatlen lookuseid, millel on statistiline seos CTCF seondumisega (Yurii Toma andmed)
(Tabel 6). Kokku 49 698 CTCF seondumiskoha hulgas leidub 1112 seondumiskohta, millel on
statistiline seos (FDR < 0,1) mone ldhedal asuva lookusega. Need CTCF seondumisele mdju
avaldavad lookused on CTCF QTLd.

Uritan vélja selgitada, kas geneetilised variandid, mis mdjutavad CTCF seondumist on
olulised ka splaissimise regulatsioonis. Selleks kasutan r? anallsi, et leida kromatiini
kiihmud, splaissimissiindmused ja CTCF seondumiskohad, mille varieeruvust mdéjutab suure
tdendosusega Uhine pdhjuslik variant. Leidsin 474 kromatiini avatuse kithmu, millel on seos

mone CTCF seondumiskohaga ja 453 kiihmu, millel on seos m&ne geeni splaissimisega (r* ~
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0,8). Sama r? taseme juures leidsin 40 kromatiini avatuse kithmu, mis on seotud nii
splaissimise kui ka CTCF seondumisega.

Lookused, mis on seotud kromatiini avatuse ja CTCF seondumisega mojutavad suurema
tdendosusega splaissimist (r* > 0.8, Fisher p=9,8*10®) kui kdik kromatiini avatusega seotud
lookused. Sarnase tulemuse leidsin ka geeniekspressiooni, promootori kasutuse ja 3’ otsa
valikuga seotud lookuste jaoks mdlema r*> taseme jaoks. Siiski ei tuvastanud, et CTCF QTL
mdojutaks suurema tdendosusega splaissimist kui monda teist RNA taseme tunnust. Igat tilpi
RNA taseme tunnusega seotud kromatiini kihmude hulgas leidus sarnane (erinevus polnud

statistiliselt oluline) osakaal tlekatet CTCF lookustega.

Tabel 6. Selliste kromatiini kiihmude arv, millel leidub statistiliselt oluline QTL. Aheldatuse
analtisil on leitud kromatiini kihmud, mille juhtvariant mojutab suure tdéendosusega ka

CTCF seondumist (CTCF QTLde pd&hjal) ja RNA tunnuseid.

RNA QTL tudp Seotud RNA QTLga (r* > 0.8) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0.8)
Seotud CTCF Ei ole seotud Seotud CTCF Ei ole seotud
QTlLga CTCF QTLga QTlga CTCF QTLga

Ekspressioon 108 (22,8%) 1321 (5,2%) 366 24077

Promootor 21 (4,4%) 280 (1,1%) 453 25118

Splaissimine 27 (5,7%) 426 (1,7%) 447 24972

3’ otsa kasutus | 31 (6,5%) 310 (1,2%) 443 25088

ule koigi 127 (26,8%) 1808 (7,1%) 347 23590

tudpide

RNA QTL ttip Seotud RNA QTLga (r* > 0.9) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0.9)

Seotud CTCF

Ei ole seotud

Seotud CTCF

Ei ole seotud

QTlLga CTCF QTlLga QTLga CTCF QTLga
Ekspressioon 49 (16,0%) 907 (3,6%) 257 24659
Promootor 7 (2,3%) 167 (0,7%) 299 25399
Splaissimine 14 (4,6%) 258 (1,0%) 292 25308
3’ otsa kasutus | 7 (2,3%) 192 (0,8%) 299 25374
ule koigi 62 (20,2%) 1218 (4,8%) 244 243438
tudpide
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Olen joudnud moneti vastuoluliste tulemusteni. Avatud kromatiinis paiknev CTCF
seondumiskoht ei ole maarav splaissimise regulatsioonis. Samas on CTCF QTLd suurema
téendosusega seotud splaissimise regulatsiooniga. CTCF QTLd leiti vdikese valimi p&hjal (n =
49) (Toma, 2018). Vaikese valimi suuruse tottu on parast mitmese testimise korrektuure
statistiliselt olulised ainult suure mojuga lookused. Lookuse efektisuurust fenotiulbi
tunnusele hindab regressioonimudeli sirge tous. Suurema téusu absoluutvaartuse korral on
lookusel tunnuse varieeruvusele suurem efekt. Kromatiini avatuse kiihmude juhtvariandid,

mis on aheldatud CTCF QTLga on keskmisest suurema efektisuurusega (Joonis 14).

Koik lookused

2.0
1.51
1.01
0.5 1
0.0 -

Lookused, mis mojutavad CTCF seondumiskohas paiknevat kiihmu

2.0
1.51
1.0
0.5
0.0

suhteline sagedus

CTCF QTLga seotud lookused

2.01
1.51
1.0 1
0.51
0.0

0 1 2 3 4
tdusu absoluutvaartus

Joonis 14. QTL anallilisi regressioonisirge tous hindab lookuse efektisuurust fenotiibi

tunnusele. Iga jaotuse graafiku alune pindala 1. Keskvaartus margitud halli joonega.

Vaikese valimi suuruse juures leitud CTCF QTLd véivad tadhistada lookuseid, millel on Gldiselt
suur efekt molekulaarsele fenotiilbile. Suurema efektisuurusega kaasneb suurem statistiline
voimsus, et tuvastada ka nende efekt geeniekpressiooni vdi splaissimise regulatsioonis.
Leidsin 3748 CTCF seondumiskohta sisaldavat avatud kromatiini piirkonda, millel leidub
statistiliselt oluline caQTL. Samas ainult 474 juhtumit, kus CTCF seondumist ja kromatiini
avatust mdojutab suure tdendosusega sama geneetiline variant. Kuna

transkriptsioonifaktorite kinnituskohaks on ainult avatud kromatiin siis peaks kdik CTCF
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seondumiskohta sisaldavate avatud piirkondade juhtvariandid md&jutama mingil maaral ka
CTCF seondumist.

Kbigi seoste tuvastamiseks puudub piisav statistiline vdimsus. Seetéttu on fenotllibi
tunnuseid mdjutavate geneetiliste variantide otsimisel palju valenegatiivseid tulemusi. See
vOib olla pohjuseks, miks CTCF seondumiskohta sisaldav avatud kromatiin ei ole
markimisvaarselt suurema téendosusega seotud splaissimise kontrolliga (2% vs 1,7%). Samal
ajal kui caQTLd, mis on ka CTCF QTLd on suurema tdendosusega seotud splaissimisega kui
koik caQTLd (4,6% vs 1%).

Faktorite seondumisest splaissimiseni on palju samme. Splaissimise regulatsiooni mdjutavad
veel muud tegurid, mida kdesolevas t66s pole kasitletud. ChIP-seq anallilsis leiti, et CTCF
mdoju splaissimisele valjendub juhul kui CTCF seondumiskoht paikneb promootori ja eksoni
vahel (Ruiz-Velasco et al., 2017). Mitmes analliUsis leiti, et HP1 ja CTCF mdju splaissimisele
vOib s6ltuda DNA metileeritusest (Yearim et al., 2015) (Hashimoto et al., 2017). Kaesolevas
t66s pole kasutatud metiileerituse andmeid. Seega pole v@imalik kinnitada metiileerituse
rolli eksonite kaasamisel voi kGrvale jatmisel. RNA poliimeraas Il ChIP-seq signaali pohjal leiti,
millise mehhanismi labi faktorid splaiss-saitide valikut mdjutavad (Agirre et al., 2015).
Kaesolevas t66s on transkriptsioonifaktorite seondumiskohtade p&hjal voimalik uurida vaid
statistilisi seoseid.

Splaissimise regulatsioon toimub I3bi keerulise RNA ja valkude vdrgustiku. Selles
regulatsioonis osalevad DNAle seonduvad valgud CTCF ja HP1. Regulatsioonimehhanismid on
keerulised ning kdesolevas t60s tehtud anallisi pdhjal ei olnud vdimalik kindlaks teha
pohilisi mehhanisme, mille |dbi avatud kromatiin mojutab splaissimist. Selgemaid tulemusi
voiks saavutada suurema valimi korral, sest see tooks kaasa suurema statistilise voimsuse
seoste avastamiseks. Edasistes anallilsides tuleks arvestada ka tegureid nagu metileeritus ja
RNA polimeraasi kinnitumine voi faktori seondumiskoha tapne paiknemine reguleeritava

geeni suhtes.

Kokkuvote

ATAC sekveneerimisel moddetud kromatiini ligipddsetavuse andmed olid kooskdlas
varasemate DNase | sekveneerimise tulemustega. Kuna DNase | sekveneerimiseks vajalik
laboriprotokoll on tunduvalt aegandudvam siis on edasistes analtilsides sobilik kasutada just

ATAC sekveneerimist. Kdesolevas tods Onnestus leida geneetilisi variante, mis suure
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tdendosusega mojutavad samaaegselt kromatiini avatust ja alternatiivset splaissimist
Epstein-Barri viirusega nakatatud B-rakkudes.  Statistilist seost  kinnitavad
sekveneerimislugemite kattuvuse joonised, millel vdib vaadelda kromatiini avatuse
varieeruvuse ja alternatiivse splaissimise lineaarset seost Uihe lookuse genottitibiga. Siiski ei
tundu avatud kromatiin olevat pohiline splaissimisega seotud lookuste maaraja. Kromatiini
avatusega seotud lookused on maaravad pigem geeniekspressiooni ja promootori valiku kui
splaissimise regulatsioonis.

T66s ei Onnestunud valja selgitada, milline on pd&hiline mehhanism, kuidas (ks geneetiline
variant mdjutab nii kromatiini avatust kui ka splaissimist. CTCF vdi HP1 seondumine avatud
kromatiinile ei tundu olevat pohiliseks mehhanismiks. CTCF v6i HP1 seondumiskohta
sisaldavate avatud kromatiini piirkondade hulgas pole markimisvaarselt suurem osakaal
splaissimisega seotud piirkondi kui koigi avatud piirkondade hulgas. Lookused, mis on
caQTLd ja CTCF QTLd on suurema tdendosusega seotud splaissimisega kui kdik caQTLd.

Selle statistilise seose taga vOib olla CTCF roll splaissimise regulaatorina voi leitud CTCF
QTLde suurem efektisuurus kogu molekulaarsele fenotlilibile, mis tuleneb analiiisi
meetodist. Lookused, mis on caQTLd ja CTCF QTLd on suurema tdendosusega seotud ka
geeniekspressiooni, promootori valiku ja 3’ otsa valikuga. Seega ei dnnestunud tuvastada
CTCF erilist rolli just splaissimise regulatsioonis. Edasistes kromatiini avatuse ja splaissimise
anallitsides tuleks arvestada taiendavaid tegureid, millel on varem naidatud rolli splaissimise

regulatsioonis.

Summary

Discovering genetic variants that affect both chromatin accessibility and RNA splicing
Evelin Aasna
Summary
Splicing has an important role in contributing to phenotypic variation. The number of
different proteins needed to sustain an organism greatly exceeds the number of protein
coding genes. Variability of protein products is increased through alternative splicing of RNA
transcripts. RNA splicing occurs in the majority of human genes and mutations affecting
splicing have been implicated in many genetic diseases. How genetic differences contribute

to phenotypic traits is a central question of genome research.
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It has been shown that gene expression and splicing are controlled by mostly independent
sets of genetic variants. Previous analyses of lymphoblastoid cell lines (LCLs) has identified
an overlap between genetic variants that affect chromatin accessibility and RNA splicing.
Using ATAC and RNA sequencing data, | detected genetic variants that likely affect both
chromatin accessibility and RNA splicing in LCL cells. However, genetic variants that affect
chromatin accessibility were not the main drivers of splicing regulation. They were more
likely to have an effect on promoter selection and gene expression levels.

Splicing is genetically regulated by an intricate network of proteins and RNA molecules. A
genetic variant can affect both chromatin accessibility and RNA splicing through affecting the
binding of factors that regulate splicing. Previous studies have shown that accessible
chromatin and RNA splicing might be linked through CCCTC binding factor (CTCF) and
heterochromatin protein 1 (HP1). | used CTCF and HP1 binding sites to see if these factors
have a central role in mediating splicing regulation through binding to DNA.

Finding a CTCF or HP1 binding site in accessible chromatin was not a good indicator that the
lead variant affecting chromatin accessibility would also be linked to splicing of nearby
genes. Genetic variants that affected both chromatin accessibility and CTCF binding were
more likely to also affect gene expression or splicing of nearby genes. This statistically
significant result might be due to the CTCF associated genetic variants having an overall
stronger effect on molecular phenotypes. | did not detect a splicing specific effect of CTCF
associated variants.

Given previous work, it is likely that binding of CTCF and HP1 to accessible chromatin does
have a role in splicing regulation. However, | did not detect a substantial role of CTCF and
HP1 binding in regulating splicing. This analysis could not take into account the full
complexity of splicing regulation. Further analyses considering additional factors such as
methylation and RNA polymerase binding might be more successful in uncovering the
mechanisms by which a genetic variant can affect both chromatin accessibility and RNA

splicing.
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Lisad

Lisa 1. Selliste kromatiini kiihmude arv, millel leidub statistiliselt oluline QTL. Aheldatuse
anallusil on leitud kromatiini kihmud, mille juhtvariant mdjutab suure téendosusega ka RNA

tunnuseid. Tabelis on ENCODE andmestiku CTCF seondumiskohtade kattumine nende ATAC

kiihmudega.

RNA QTL tudp Seotud RNA QTlLga (r* > 0,8) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0,8)
Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF | Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta

Ekspressioon 227 (6,1%) 1170 (5,3%) 3521 20954

Promootor 56 (1,5%) 245 (1,1%) 3692 21879

Splaissimine 76 (2,0%) 377 (1,7%) 3672 21747

3’ otsa kasutus | 58 (1,5%) 283 (1,3%) 3690 21841

RNA QTL tuip Seotud RNA QTLga (r* > 0,9) Ei ole seotud RNA QTLga (r*>0,9)
Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF Sisaldab CTCF Ei sisalda CTCF
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta

Ekspressioon 100 (3,9%) 856 (3,7%) 2474 22442

Promootor 23 (0,9%) 151 (0,6%) 2551 23147

Splaissimine 29 (1,1%) 243 (1,0%) 2545 23055

3’ otsa kasutus | 21 (0,8%) 178 (0,8%) 2553 23120
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http://www.internationalgenome.org/data
https://www.encodeproject.org/
http://broadinstitute.github.io/picard/
https://www.encodeproject.org/software/bedgraphtobigwig/
https://github.com/kauralasoo/Blood_ATAC/blob/master/Snakefile
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/wiggleplotr.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly?term=GRCh38&cmd=DetailsSearch

Lisa 2. Selliste kromatiini kihmude arv, millel leidub statistiliselt oluline QTL. Aheldatuse
analldsil on leitud kromatiini kihmud, mille juhtvariant mdjutab suure tdendosusega ka RNA

tunnuseid. Tabelis on ENCODE andmestiku HP1 seondumiskohtade kattumine nende ATAC

kiihmudega.

RNA QTL ttiip Seotud RNA QTLga (r* > 0.8) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0.8)
Sisaldab HP1 Ei sisalda HP1 Sisaldab HP1 Ei sisalda HP1
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta

Ekspressioon 59 (6,9%) 1370 (5,5%) 795 23648

Promootor 11 (1,3%) 290 (1,2%) 843 24728

Splaissimine 13 (1,5%) 440 (1,8%) 841 24578

3’ otsa kasutus | 6 (0,7%) 335 (1,3%) 848 24683

RNA QTL ttip Seotud RNA QTLga (r* > 0.9) Ei ole seotud RNA QTLga (r* > 0.9)
Sisaldab HP1 Ei sisalda HP1 Sisaldab HP1 Ei sisalda HP1
seondumis- seondumis- seondumis- seondumis-
kohta kohta kohta kohta

Ekspressioon 42 (4,9%) 914 (3,7%) 812 24104

Promootor 5(0,6%) 169 (0,7%) 849 24849

Splaissimine 9 (1,1%) 263 (1,1%) 845 24755

3’ otsa kasutus | 3 (0,4%) 196 (0,8%) 851 24822
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