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Infoleht

Telomeeride keskmise pikkuse hindamine teise generatsiooni sekveneerimisandmetest

Telomeerid on korduvad jarjestused kromosoomide otstes, mis kaitsevad kromosoome.
Telomeeride pikkusega on seostatud mitmesuguseid haigusi ning inimese Uldist tervislikku
seisundit. Teise pdlvkonna sekveneerimise tehnoloogiate hinna alanemine on viinud
tekitatavate andmemahtude hiippelise suurenemiseni. Seetéttu on oluline nende andmete

tootlemiseks kiirete ja tldiste meetodite olemasolu.

Uurimisto6 eesmdrk on leida meetod ja arendada vahendid teise pdlvkonna
sekveneerimisandmetest telomeeride pikkuse madramiseks. Eesmargi saavutamiseks
kastutatakse k-mer pdhist metoodikat. T66 kaigus arendati valja tooriist suure hulga
sekveneerimisandmete  té6tlemiseks ning  esitleti k-mer pohist meetodit

sekveneerimiskatvuse ja telomeeride keskmise pikkuse madramiseks.

Marksonad: telomeeride pikkus, Alu-elemendid, k-mer metoodika

CERCS kood: B110

Estimation of telomere length from next generation sequencing data

Telomeres are nucleoprotein structures that protect the ends of chromosome from fusion and
degradation. Telomere length has been associated with several diseases and has been
considered a marker for general health and aging. The explosion in quantities of next
generation sequencing data introduces the need for fast and generic methods for data

analysis.

A script which handled retrieval of data from Sequnece Read Archive and reducing it into lists
of ~3000 k-mers was developed. The program can be used for similar future studies. The
efficacy of the presented k-mer based methods of estimating sequencing coverage and

telomere length was inconclusive.

Keywords: telomere length, Alu-elements, k-mer counting

CERCS code: B110
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Kasutatud lihendid

bp — Uhik, aluspaari (base pairs)
FASTA — Failiformaat nukleotiidjarjestuse salvestamiseks
FASTQ — Failiformaat nukleotiidjarjestuse salvestamiseks koos sekveneerimise

kvaliteediskooridega

HPA — Hibridisatsiooni-kaitse meetod (hybridization protection assay)

LINE — Pikad insertsioonilised hajuskorduselemendid (long interspersed nuclear
elements)

NGS — Jargmise/teise pdlvkonna sekveneerimine

gPCR — Kvantitatiivne polimeraasi ahelreaktsioon

SRA — Sequence Read Archive

STELA — Uksiku telomeeri pikkuse analiiis (single telomere length analysis)

TERT — Telomeraasi poordtranskriptaas

TRF  — Terminaalsete restriktsioonifragmentide anallls (terminal restriction
fragment)



Sissejuhatus

Telomeerid on korduvad nukleotiidjarjestused kromosoomide otstes, mis kaitsevad
kromosoome. Telomeerid jadvad paljudes kudedes iga raku jagunemisega lihemaks.
Telomeeride pikkusega on seostatud mitmesuguseid haigusi ning inimese Uldist tervislikku

seisundit.

Teise polvkonna sekveneerimise tehnoloogiad on viinud genoomi sekveneerimise hinna vaga
madalaks. See omakorda on viinud tekitatavate andmemahtude hiippelise suurenemiseni.

Seet6ttu on oluline nende andmete to6tlemiseks kiirete ja tldiste meetodite olemasolu.

Uurimistoo eesmark on leida meetod ja arendada vahendid madala katvusega teise pélvkonna
sekveneerimisandmetest telomeeride pikkuse maddaramiseks. Eesmargi saavutamiseks
kastutatakse  k-mer  p&hist  metoodikat. Kuna  tods  kasutatakse  madala
sekveneerimiskatvusega andmeid, maadratakse sekveneerimiskatvus Alu-elementide abil,

millel on suur koopiaarv ning koopiaarv varieerub inimeste vahel vihe.



1 Kirjanduse Ulevaade

Kdesoleva uurimistod praktiline osa toetub mitmete eri valdkondade teadmistele —
bioloogiale, biotehnoloogiale ning bioinformaatikale. See peatiikk tutvustab telomeeride
bioloogilist funktsiooni; telomeeride pikkuse mddtmise olulisust ja meetodeid; teise
polvkonna sekveneerimist ja sekveneerimisandmeid; ning k-mer metoodikat NGS andmete

anallusis.

1.1 Telomeerid
Telomeerid on spetsiaalsete valkudega seotud tandemkordused kromosoomide otstes, mis
kaitsevad neid lagundamise ja kokku kleepumise eest. Telomeerid esinevad vaid lineaarsetes

kromosoomides. (Witzany, 2008)

1.1.1  Struktuur
Imetajate telomeerid koosnevad TTAGGG kordustest ja valgukompleksist nimega shelterin.

(Martinez ja Blasco, 2010)

Telomeeride pikkus on erinevatel liikidel erinev — inimesel 10-15 Kb, hiirtel 25-50 kb.
Telomeeri otsale on iseloomulik 150-200 nukleotiidi pikkune Gleulatuv G-rikas 3’ ahel, mis
keerab I8puosa T-linguks. Uleulatuv osa tungib kaheahelalise osa vahele ja moodustub D-ling.
(Martinez ja Blasco, 2010) Telomeeri ja telomeeri otsa struktuur on vélja toodud joonisel

(Joonis 1).
Shelterin koosneb kuuest tGhikust:

e telomeeri kordusseonduvad faktorid (telomeric repeat binding factors) TRF1 ja TRF2
e TRF-1interakteeruv valk 2 TIN2

e kaitsev valk POT1

e POT1-TIN2-ograniseeriv valk TPP1

e repressor/aktivaator valk RAP1.

TRF1, TRF2 ja POT1 seonduvad otse telomeersele DNAle. kusjuures viimane ainult
Uleulatuvale ahelale. TIN2 seondub iihe TRF valguga ja on vajalik TPP1-POT1 kompleksi

seondumiseks.
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Joonis 1 Telomeeri struktuuri skeem. Telomeerid asuvad kromosoomide otstes. Telomeeride
3’ ots on Uheahelaline Uleulatuv osa, mis tungib telomeeri topeltheeliksi vahele ja annab DNA-
le lingu kuju. Telomeeri valkude kompleksi (TRF1, TRF2, TPP1, POT1, TIN2 ja Rapl) nimetatakse
shelteriniks. Shelterin takistab DNA-kahjustuste parandamise mehhanismide kaivitumist.
(Calado ja Young, 2008)

1.1.2 Otsa replikatsioon probleem

DNA polimeraasid paljundavad DNA-d vaid 5’ — 3’ suunal ja seega ei saa viivisahelat pidevalt
paljundada. DNA paljundamisel toimub replikatsioonikahvlist tagasisuunalisel DNA ahelal DNA
slintees lUhikeste juppide, Okazaki fragmentide, kaupa. Selleks, et DNA polimeraas saaks
Okazaki fragmendi slinteesi alustada, seondub matriitsahelaga RNA-praimer. Nende
praimerite asemele siinteesitakse hiljem 5’ — 3’ suunal DNA. Kuna péarast RNA eemaldamist
DNA juppide slinteesiks laheb vaja 3’ OH otsa, aga kromosoomi otsas, viimase RNA praimeri
jarel rohkem DNA-d ei ole, jadb kromosoomi I16pust matriitsahelaga komplementaarne DNA
slinteesimata. See pOhjustab telomeeri jark-jargulise liihenemise, mida nimetatakse otsa

replikatsiooni probleemiks. (Witzany, 2008)

1.1.3 Telomeraas

Telomeraas on ribonukleoproteiin, mis koosneb telomeraasi RNA-st (TER) ja telomeraasi
poordtranskriptaasist (TERT). Telomeraas katalllsib Uleulatuva G-otsa uute telomeeri-
korduste slinteesi. Telomeraasi aktiivsus on enamuses somaatilistes rakkudes madal voi
tuvastamatu, kuid umbes 85%-s vahirakkudes Ulesreguleeritud. See telomeraasne aktiivsus

panustab vahirakkude surematusse. (Tian et al., 2009)

Telomeraasi TER komponenti ekspresseeritakse kdikides rakkudes Ghesugusel maaral, kuid
kataltittilist TERT subuhikut ekspresseeritakse vaid vahirakkudes. TTAGGG korduste lisamine

kromosoomi otsa toimub kahes etapis — esmalt sinteesitakse TER komponendiga
8



komplementaarne DNA jupp ning pausi jarel liigub enstiim edasi. hTERT (human TERT) geen
asub viienda kromosoomi liihema Gla otsas. (Tian et al., 2009) Arvatakse, et TERT peamine
regulatsioonimehhanism on transkriptsiooniline kontroll. Mitmete onkogeenide (nt c-Myc) ja
kasvajate supressiooni geenide (WT1, p53) produktid avaldavad lleekspresseerimise korral

madju hTERT transkriptsioonile. (Horikawa ja Barrett, 2003)

1.1.4 Telomeeride pikkus

Vananemise biomarkerite olulisus seisneb pigem inimese vanusest sOltuva tervise ja
funktsionaalse oleku hindamises kui kronoloogilise vanuse madramises. Samuti vanusest
tulenevate haiguste, suremisriski ning vananemisvastaste sekkumiste efektiivsuse

hindamiseks. (Mather et al., 2011)

Telomeeride puhul on leitud, et telomeeride pikkus ja inimese vanus on negatiivselt
korrelatsioonis (Joonis 2). Ka on leitud seoseid telomeeride pikkuse ja muude vanusest

sbltuvate naitajate, haiguste ning suremuse vahel, kuid tulemuste tdlgendused on ebaselged.

Naiteks lle 60 aastaste inimeste seas oli kdige lihemate telomeeridega grupil suurem
suremus — kolm korda suurem suremus siidamehaigustest ning kaheksa korda suurem
nakkushaigustest. Kui sama uuringu andmeid analtsiti aga vanusevahemike kaupa, ei olnud
tulemus enam (le 74 aastaste seas statistiliselt oluline. Seda vdib seletada ellujadja-efektiga
— kui [lihemate telomeeridega inimesed sureks varem, ei ole neid vanemates vahemikes.

(Mather et al., 2011)

Longituuduuringute puhul on saadud vaga varieeruvaid tulemusi — telomeeride pikkus véib

aja jooksul nii suureneda kui vdheneda. (Mather et al., 2011)
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Joonis 2 Telomeeride pikkuse sGltuvus vanusest. Perifeersete leukotsiiiitide telomeeride
pikkus vanuse funktsioonina. Graafik pohineb 64637 inimese vereproovi anallitsil. Lineaarne
regressioon naha musta joonena. Regressioonivalem y=-17.4x+5481 nditab, et keskmiselt
vaheneb telomeeri pikkus 17.4 bp vorra aastas. (Rode et al., 2015)

1.1.5 Telomeeride pikkust mdjutavad faktorid

Telomeeride pikkust vdib modjutada isa vanus jarglase sinni ajal, poletikreaktsioonid,
suitsetamine, flusiline aktiivsus, sugu, sotsiaalne klass, kehamassiindeks, multivitamiinide
tarbimine, antioksiidantide tarbimine, alkoholi tarbimine, hormooniasendusteraapia ning

rass. (Mather et al., 2011)

1.1.6 Telomeeride pikkuse hindamine
Tabel 1 loetleb nii arvutuslikke kui keemilisi meetodeid telomeeride pikkuse maaramiseks.
Uurimistoo praktilises osas pakutakse valja keemilise HPA meetodiga analoogne arvutuslik

meetod telomeeride keskmise pikkuse maaramiseks.

Tabel 1 Telomeeride pikkuste hindamise meetodite iilevaade

Nimi Sisend ja pohimote Resolutsioon Allikas
(kb)
TRF DNA molekulide I16ikamine ja 1 (Kimura et al.,
visualiseerimine southern blotiga 2010)
gPCR PCR reaktsioonil fluorestsentsi | - (Cawthon, 2009)
mddtmine

10



STELA gPCR kromosoomi-spetsiifiliste 0,1 (Baird et al., 2003)

praimeritega

HPA Telomeerile ja Alu-jarjestusele - (Nakamura et al.,
seonduvate fluorestseeruvate 1999)

margiste intensiivsuste vordlus

TelSeq NGS-andmetest TTAGGG kordust 2,5-4 (Ding et al., 2014)

sisaldavate readide lugemine

Computel NGS-andmetest TTAGGG 2-3 (Nersisyan ja
sisaldavate readide lugemine koos Arakelyan, 2015)
sekveneerimisvigadega

arvestamisega

1.1.6.1 Terminaalsete restriktsioonifragmentide anallilis - TRF

Selle meetodi kasutamise jaoks on vaja vahemalt 3 pg puhastatud DNA-d. Jargmisena on
oluline hinnata, kas eraldatud DNA on anallusiks sobiv, kuna proovide kogumisel,
hoiustamisel ning transpordil vdib esineda mitmeid proove degradeerivaid asjaolusid. Selle
jaoks analtisitakse eraldatud DNA-d geelektroforeesil ning kinnitatakse, et proov
visualiseerub tiheda ja mitte laialivalgunud vo6dina. Katkiste DNA proovide analiiis selle

meetodiga annab tulemuseks tegelikust lihema telomeeri pikkuse. (Kimura et al., 2010)

DNA lIdigatakse restriktsiooniensiiimidega (Hinfl ja Rsal), millel pole dratundmiskohti ei
telomeeri sees ega telomeeri-eelses alas. See protsess rikastab proovid pikkade telomeersete
fraktsioonidega — (lejadnud genoom |Gigatakse kuni 800bp pikkusteks tlikkideks ning
eraldatakse agaroosgeelil ning visualiseeritakse southern blot meetodiga. Visualiseerimiseks
kasutatakse TTAGGG komplementaarseid margistatud oligonukleotiide. Telomeeride
pikkused saadakse ladder-DNA-ga vordlemisel vdi eelnevalt valmistatud ruudustiku abil.

(Kimura et al., 2010)

1.1.6.2 Kvantitatiivhe PCR - gPCR

Vahem DNA materjali kui TRF anallitisi jaoks, kulub gPCR-p&histe meetoditega telomeeride
pikkuse mootmiseks. qPCR meetodid pdhinevad fluorofooride kasutamisel. Fluorofoorid
annavad fluorestsents-signaali, kui huvipakkuv jarjestus paljundatakse ning vdimaldavad

paljundatavat DNA-d kvantifitseerida. gPCR pohiste meetodite peamine keerukus seisneb

11



selles, et telomeeri-spetsiifilised praimerid on (ksteisega komplementaarsed ning

moodustavad omavahel dimeere. (Montpetit et al., 2014)

Praimerite dimeeride tekkimise vastu aitas spetsiaalsete praimerite disain, mille puhul DNA
poliimeraas paljundas kaivitus vaid siis, kui praimer oli seondunud telomeeriga, mitte teise
praimeriga. Lisaks mod&detakse selle meetodi puhul lisaks telomeeri amplifikatsiooni
produktile (T) ka Uhe single-copy geeni hulk (S). Nende pdhjal saadakse T/S suhe, mis
korreleerub keskmise telomeeri pikkusega. (Cawthon, 2002) Esimese qPCR pdhise
telomeeride pikkuse mddtmise meetodi puuduseks oli m&dtmise ebatdpsus mis tekib T ja S
voimenduste eraldi reaktsioonidest mosGtmisest. Selle ebatdpsuse viltimiseks tehakse
meetodi edasiarendatud versioonis reaktsioon Uhes tuubis — T signaal kogutakse PCR

varajastes tsiiklites, enne kui S signaal detekteerimispiiri Gletab. (Cawthon, 2009)

1.1.6.3 Uksiku telomeeri pikkuse analiiiis - STELA

TRF ja PCR pohiste meetoditega saab mdota vaid telomeeride keskmist pikkust proovist. Kuna
on ndidatud, et ka uUksiku voi mone telomeeri kriitiline lihenemine voib esile kutsuda
rakujagunemise I6ppemist vdi apoptoosi, vdib lksikute telomeeride pikkuse mddtmine olla
rohkemate praktiliste kasutusaladega. STELA meetod taiendab tavalist gPCR pdhist meetodit
nii, et kasutab telomeeri-eelsele alale seonduvat praimerit. Selle meetodiga saab mddta vaid
nende kromosoomide telomeere, mille telomeeri-eelne ala on unikaalne (XpYp, 2p, 11q, 12q,

and 17p). (Montpetit et al., 2014)

1.1.6.4 Hdabridisatsiooni-kaitse meetod — HPA

See meetod vdimaldab moodta keskmist telomeeride pikkust nii puhastatud DNA-st kui ka
rakulisaadist. Erinevalt TRF meetodist, ei pea DNA intaktne olema. Meetod p&hineb
telomeersete korduste tootlemises komplementaarsete oligonukleotiididega, mis on
margistatud acridinium estri molekulidega. Hubridiseerumata margistatud oligonukleotiidid
inaktiveeritakse hidrolidsi-lahuse abil, kuid hiibridiseerunud margised on hidroliitsi eest
kaitstud. Telomeerselt DNA-It mGddetakse kemoluminestsents-signaal (T). Selleks, et saadud
signaali pdhjal telomeeride pikkust hinnata, mdddetakse ka luminestsents-signaal, mis tekib
mone Alu-jarjestusega komplementaarse margistatud oligonukleotiidiga (A). Analoogselt
gPCR meetodiga, saadakse TA-suhe. Kui vOrreldi samast proovist saadud TRF analliisi
tulemust HPA meetodi TA suhtega, leiti, et Alu-element TGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGC
vastab TA suhe 0,01 umbes 2000 aluspaari pikkusele TR fragmendile. (Nakamura et al., 1999)

12



1.1.6.5 Telomeeride pikkuse hindamine sekveneerimisandmetest

DNA pimejarjestamisega (whole genome shotgun sequencing) saadakse jarjestused ka
telomeersete osade kohta, kuid kuna telomeersed jarjestused on vaga korduvad, ei ole nende
tapne referentsjarjestusega joondamine véimalik. Telomeeride pikkused on aga tuvastatavad

TTAGGG korduste arvu pdhjal. (Ding et al., 2014)

1.1.6.6 TelSeq
TelSeq tarkvara kasutab sisendiks BAM faili. TelSeq loeb kokku telomeerseid jarjestusi

sisaldavad readid ning hindab telomeeri fuusilist pikkust valemi
l =t,sc

jargi, kus | on hinnatav pikkus, tx on telomeersete korduste hulk ldave k juures, s on
suurusfaktor, ning c on genoomi pikkus jagatud telomeeri otste (23x2) arvuga. Suurusfaktori

vadrtuseks valitakse nende readide arv, kus GC sisaldus on 48% kuni 52%. (Ding et al., 2014)

1.1.6.7 Computel

Computel tarkvara joondab readid telomeerse jarjestuse indeksiga. Selleks, et koik
telomeersed readid arvutusel arvesse voetaks, koostatakse indeks nii, et loetaks ka neid reade,
mis sisaldavad subtelomeerseid osi. Ka arvestab programm telomeersete jarjestuste
joondamisel sekveneerimsvigadega. Keskmine telomeeride pikkus arvutatakse valemiga

LAl -1

l =T
MTL = Crel
2Ny

kus crel On baaskatvuse (readide arv) * (readi pikkus) / (genoomi pikkus) ning telomeerse
katvuse (mitu readi indeksiga joondati) suhe; I on readi pikkus, |, on indeksi telomeerse osa

pikkus ning nchr on kromosoomide arv. (Nersisyan ja Arakelyan, 2015)

1.2 Alu elemendid
Alu elemendid on inimese genoomis esinevad korduvjarjestused, mille koopiaarv on lle
miljoni. Alu elemente on erinevaid ning need jaotuvad jarjestuse jargi erinevatesse

perekondadesse. Alu-elemendid on retroposoonsed. (Roy-Engel et al., 2001)
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Joonis 3 Alu elementide koopiate areng. Alu elemendid on arenenud viimase 65 miljoni
aastaga primaatide genoomis. Aja jooksul on eristunud erinevad Alu-elementide perekonnad.
(Batzer ja Deininger, 2002)

Eristatakse ~5000 Alu-elementi, mis on inimese genoomi integreerunud viimase 4-6 miljoni
aasta jooksul. Enamus neist integreerus inimese genoomi enne Aafrikast valja randamist.
Umbes 1200 Alu kordust on genoomi sisenenud killalt hiljutisel ajal, et tdpne
inserteerumismuster erineb populatsiooniti. Populatsioonisiseselt on Alu-jarjestuste

varieerumine vaga vdike. (Batzer ja Deininger, 2002)

Et Alu kordusi esineb genoomis Ule miljoni ja need on ka Ulle genoomi kiillalt Ghtlaselt
jaotunud, kasutatakse t60 praktilises osas Alu-elementide k-meride pdhjal detekteeritud arvu
sekveneerimiskatvuse ning telomeeri pikkuse hindamiseks. Alu elementide suur koopiaarv

peaks vahendama madalast sekveneerimiskatvusest tulenevat ebatdpsust.

1.3 Pikad insertsioonilised hajuskorduselemendid LINE1
LINE elemendid on umbes 6kb pikad, moodustavad genoomist umbes 21% ning sisaldavad

pollimeraas |l promootorit ning kodeerivad kahte avatud lugemisraami. Transleerumisel
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kombineerub LINE RNA enda kodeeritud valguga ning liigub tuuma, kus teeb genoomi umbes
1000bp pikkuse sisestuse. LINEdest on aktiivsed veel vaid LINE1 elemendid. LINE1 elemendid
on eukariioodi genoomis juba 150 miljonit aastat. Inimese (ja eellaste) genoomis on LINE
elementide aktiivsus viimase 35-50 miljoni aasta viéltel langenud. LINE1 elemendid katavad
inimese genoomi enamustes kromosoomides Uhtlaselt ning X ja Y kromosoomides esinevad

AT-rikastes regioonides sagedamini. (Lander et al., 2001)

Selle uurimistoo praktilises osas kasutatakse (ht LINE1 elemendile iseloomulikku k-meri
selleks, et vorrelda telomeeri-Alu esinemise suhet Alu-LINE1 esinemise suhtega. Kuna t66s
kasutatakse madala sekveneerimskatvusega andmeid, parandab Alu elementide suur

koopiaarv katvuse arvutamise tapsust.

1.4 Teise pdlvkonna sekveneerimine
1970ndatel aastatel tootati valja DNA fragmenteerimisel ja ahela termineerimisel pdhinev
meetod DNA sekveneerimiseks. Seda meetodit nimetatakse Sangeri sekvneerimiseks. Aastaks

2004 sekveneeriti selle meetodiga inimese genoom. (Van Dijk et al., 2014)

Teise poblvkonna sekveneerimismeetodite (NGS — next generation sequencing) puhul
kasutatakse DNA bakteriaalse kloonimise asemel rakuvaba slsteemi. Ka vGimaldavad NGS
tehnoloogiad miljoneid sekveneerimisreaktsioone paralleelselt jooksutada ning valjundi
detekteerimiseks pole, erinevalt Sangeri meetodist, geelelektroforeesi vaja. Samas on NGS
puuduseks lihikesed valjundjarjestused (ingk. read), mis teevad uute genoomide

kokkupanemise voi joondamise keerukaks. (Van Dijk et al., 2014)

Tanapdeval on populaarseim NGS platvorm Illumina sekveneerimismasinad. DNA
paljundamiseks on vaja kolme komponenti — matriitsahelat, vabu nukleiinhappeid ning DNA
polimeraasi. lllumina sisteem kasutab klaasplaadikest, kuhu on kinnitatud miljoneid
erinevaid matriitsahelaid. Modifitseeritud DNA [6igud seonduvad plaadile kindlatesse
kohtadesse, tugevama signaali saamiseks 10ike paljundatakse. Peale vdimendamissammu
slinteesitakse fluorestseeruvalt margistatud nukleotiidide abil DNA-le komplementaarne ahel.
Peale iga nukleotiidi lisamist tehakse plaadist pilt ja loetakse fluorestsentssignaalid. (Muzzey

et al., 2015)

Koikide Illumina uuemate seadmetega saab sekveneerimistulemuseks paired-end readid. See
tahendab, et pikemast DNA I[Bigust sekveneeritakse dra kaks otsa ning on teada mitu

nukleotiidi on nende kahe otsa vahel. See meetod vdhendab NGS killalt lGhikeste readide
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joondamise keerukust ning voimaldab detekteerida insertsioone, deletsioone ning korduvaid

jarjestusi. (https://www.illumina.com/technology/next-generation-sequencing/paired-end-

seqguencing assay.html)

1.4.1 Sekveneerimiskvaliteet

NGS protsessi vimane samm on fluorestsentssignaali p&hjal nukleotiidi — A, T, C voi G
maaramine, base-calling. lllumina sekveneerimisel esineb nii keemiast kui signaal md&tmisest
tulenevaid piiranguid. Kui sekveneerimistsiikli jooksul jddb monele DNA ahelale nukleotiid
lisamata, jadb see ahel teistest ahelatest maha. Mida rohkem ahelaid maha jaab, seda
ebaselgemaks muutub fluorestsentssignaal, kuna Ghe DNA tasemel esineb mitmeid erinevaid
signaale. See efekt akumuleerub tslklite jooksul ning seetdttu on nukleotiidi tdapne
madramine ahela I6pu poole ebatipsem. Ka lisavad ebatdpsust tGigad, et margiste
emissioonispektrid  kattuvad osaliselt ning vdrvuse intensiivsus on  tugevam

detekteerimispiirkonna keskme pool. (Ledergerber ja Dessimoz, 2011)

Iga tsitkli valjundiks on intensiivsus-skoorid, mis konverteeritakse base-calling tarkvara abil
nukleotiidiks ning tdendosuseks, et tegu on just selle nukleotiidiga. Nende tdendosuste pdhjal
arvutatakse igale nukleotiidile kvaliteediskoor. (Cacho et al., 2016) Levinuim viis kvaliteedi
esitamiseks on Phred kvaliteediskoor Q=-10/ogioP, kus P on tBendosus, et tegu on vale
nukleotiidiga. Phred skoore esitatakse QUAL formaadis, mis koosneb iga readi kohta paisest

ning tdisarvude nimekirjast. (Cock et al., 2009)

Kbige populaarsem formaat NGS andmete esitamiseks on tekstipohine FASTQ formaat, mis

sisaldab nelja tudpi ridu (ranges jarjekorras):

1. @ margiga algav paiserida
2. Jarjestuse rida/read
3. + margiga algav valikuline pdiserea kordus

4. Kvaliteediskooride rida

Faili suuruse piiramiseks esitatakse kvaliteediskoorid vahemikus 0-93 (ihe siimbolina ASCII
vahemikust 33-126. See formaat véimaldab kvaliteediskoori viga tapset esitamist vahemikus

1.0 (vale nukleotiid) kuni 103 (viga tapselt maaratud nukleotiid). (Cock et al., 2009)

Ka selles t60s on kasutatud lllumina sekveneerimismasinast parinevaid andmeid.
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1.4.2 Sekveneerimiskatvus

Sekveneerimiskatvuse ehk katvuse all mdeldakse aluspaaride arvu, mis on joondatult
genoomil kohakuti. Kuna NGS tehnoloogiad teevad nukleotiidide maddramisel vigu, on
variantide madaramiseks oluline, et liks positsioon genoomis oleks loetud mitu korda. Inimese
genoomi kdrge kvaliteediga sekveneerimiseks peab sekveneerimiskatvus olema suurem kui
25. (Muzzey et al., 2015) Kdesolevas t60s kasutatud andmestik koosneb aga madala katvusega

(1,7) sekveneerimisandmetest.

1.5 K-mer metoodika sekveneerimisandmete anallUsis

Traditsioonilised sekveneerimisandmete anallilisi meetodid pdhinevad sekveneeritud 16ikude
referentsile joondamisel. Joondamisele pGhinevate analliliside tulemused ning keerukus on
vaga tundlikud joondamisparameetrite valikule ja seega veaohtlikud. Samuti on Idikude
referentsile joondamine arvutuslikult vaga kulukas, mis voib viia selleni, et andmete kogumise
voimekus Uletab anallilisivoimekuse. Samuti on probleemiks jarjestused, mis sobivad

referentsile mitmesse kohta. (Patro et al., 2013)

Mdiste k-mer viitab kdikidele kindla pikkusega osasGnedele, mida sdne sisaldab. K on osasdne
pikkus. (Compeau et al.,, 2011) Naiteks s6ne GTAGAGCTGT 5-merid on GTAGA, TAGAG,
AGAGC, GAGCT, AGCTG ja GCTGT.

K-mer pdhilised analtiisimeetodid pohinevad sekveneerimisandmetest k-meride lugemisel —
mitu Uhesugust k-meri andmetes esineb. See kokkulugemise protsess on (ile 20 korra kiirem

kui sekveneeritud IGikude referentsile joondamine. (Patro et al., 2013)

Selles t66s kasutatakse genoomide uurimiseks just k-mer metoodikat. Kasutatud on
telomeeridele (TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGT), uhele Alu-elemendile ja LINE1

elemendile omase k-meri loendamist.

1.5.1 K-meride abil sekveneerimise katvuse maaramine
Suure katvusega genoomi puhul on véimalik sekveneerimise katvust hinnata k-meride hulkade

jaotumise jargi.
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Joonis 4 K-meride abil sekveneerimise katvuse maaramine X-teljele on seatud hulgad — mitu
korda identseid k-mere esineb, y-teljel on toodud osakaal, mitu protsenti selle sagedusega
esinevad k-merid moodustavad koikidest k-meridest. Vasakpoolse piigi moodustavad

sekveneerimisvead. Parempoolne piik nditab k-meride sekveneerimiskatvust. (Lamichhaney et
al., 2015)

2 Eksperimentaalosa

2.1 To606 eesmargid

Selle t66 eesmargid on:

1. analisida ja arendada meetod suure hulga (100TB) sekveneerimisandmete t66tlemiseks
2. leida lihtne viis k-meride abil katvuse maaramiseks

3. madrata teise generatsiooni madala katvusega sekveneerimisandmete kogu pdhjal

keskmised telomeeride pikkused

Selle t66 peamine eesmark on madadrata teise generatsiooni madala katvusega
sekveneerimisandmete kogu pohjal keskmised telomeeride pikkused. Eelnevalt kirjeldatud
telomeeride pikkuse madramise keemilised meetodid on aegandudvad, inimt66j6ust séltuvad
ning veaohtlikud. Samas peetakse telomeeride pikkust naitajaks, mis voib abiks olla mitmete
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haiguste ja tervislike seisundite madramisel ja hindamisel. Ka muutub terve genoomi
sekveneerimine iga aastaga odavamaks. Nendest teadmistest johtuvalt on
sekveneerimisandmetest telomeeride pikkuse maaramiseks vajalik kdeparaste, kiirete ja

tapsete meetodite olemasolu.

Kuna telomeeride pikkuse hindamiseks on vaja sekveneerimisandmete katvust, on t66

korvaleesmargiks leida lihtne viis k-meride abil katvuse maaramiseks.

Lisaks, kuna meetodite testimiseks kasutatakse suurt hulka, ligi 100 TB, andmeid, mille
allalaadimine ja tootlemine on mittetriviaalne Glesanne, on t66 eesmargiks ka t66 jaoks

sobiva rakenduse analiiiis ja arendamine.

2.2 Metoodika ja materjalid

2.2.1 Arenduskeskkond ja tdoriistad

Tanapdevane tarkvaraarendus peaks probleemivaldkonnast séltumatult soodustama nii
gruppide sisest kui -vahelist koost6od ning olema platvormi-agnostiline. T66vahendid valiti
sellest printsiibist lahtuvalt. Kogu t66 kaigus valminud ldhtekood on saadaval aadressil

https://github.com/karlerss/telomere-length.

Kuna voimalustele vastavalt oli arenduskeskkonnaks Windows-arvuti, aga terve analiisi
teostamise keskkonnaks 64 bitine linux-arvuti, viidi keskkondade erinevusest tekkivate
probleemide valtimiseks kogu arendus labi Docker-konteineris

(https://github.com/karlerss/telomere-length/blob/master/Dockerfile). Alusslsteemiks

kasutati biocontainers/biocontainers tommise kbige uuemat versiooni. SraTools 2.8.1 lisati
docker-konteinerisse conda pakihaldussiisteemi abil. Python programmide toimimiseks
vajalikud teegid lisati pip pakihalduri abil. GenomeTester4 binaarfailid kopeeriti kiesoleva t60

repositooriumisse ning lisati sealt docker-konteinerisse.

Andmete laadimisprogrammi kdsurealiidese loomiseks kasutati click-teeki, mis hoolitseb

kdsureaargumentide ning seadete sdelumise ja valideerimise eest. (http://click.pocoo.org/5/)

Andmete agregeerimine viidi labi CentOS 7 arvutis, millel on 32 protsessorituuma ning

512GB muutmalu.

Huvipakkuvate k-meride sageduste anallis viidi [abi Jupyter interaktiivses keskkonnas

(http://jupyter.org/).  Tulemused visualiseeriti  python teegi matplotlib  abil

(https://matplotlib.org/).
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K-meride lugemiseks ja analllisimiseks kasutati GenomeTesterd komplekti tooriistu.

GenomeTester4 tarkvarakomplekt koosneb kolmest k-mer andmete to6tlemise tooriistast —
GListMaker, GListCompare ja GListQuery. Programmid salvestavad andmed binaarformaadis
failidesse, kus k-merid on kodeeritud 64 bitisteks méargita tdisarvudeks ning k-meride arvud on
32 bitised margita taisarvud. Tarkvarapaketi failidesse salvestatakse ainult k-meri kanooniline
vorm — ks sama tdisarv tahistab nii jarjestust kui selle podrdkomplementi. Kumba versiooni
k-merist salvestatakse, otsustatakse selle pohjal, kumma taisarv-vaartus vdiksem on.

(Kaplinski et al., 2015)

Selleks, et GenomeTester4 tooriistu kasutada, tuleb nukleotiidjarjestustega FASTA failist teha
k-mer tabel. Selle jaoks on t606riist GListMaker, mis valmistab eelnevalt kirjeldatu list-faili.

(Kaplinski et al., 2015)

GListQuery tooriista abil loetakse genereeritud binaarfailist kokku loetud k-meride arvud.
Programmi sisendiks maaratakse kas Uks k-mer jarjestus voi tekstifail huvipakkuvate k-mer

jarjestustega. (Kaplinski et al., 2015)

HGDP genoomi katvus maarati kdsu glistquery HGDP00778_25_intrsec.list | awk '{print S2}' |

sort -n | uniq -c abil. Graafik visualiseeriti Microsoft Excel tarkvaraga ning loeti katvuse-piik.

2.2.2  K-meride valik

K-meride nimekirja faili valiti nelja titpi k-mere. Selleks, et uurida telomeeride pikkust, on
esimesel real telomeeri k-mer. Voimalikeks negatiivseteks kontrollideks ja eksploratiivsel
eesmargil valiti ridadele 2-1319 juhuslik valik mitmesugustest k-meridest, mis esinevad
erinevates geenides. Samas jarjekorras k-meride nimekiri koos geenide ENSG-

identifikaatoritega on kattesaadav aadressil  https://github.com/karlerss/telomere-

length/blob/master/tlenpy/kmer sample.txt. Selleks, et maarata analoogselt HPA meetodiga

sekveneerimiskatvust ja telomeeri pikkust, on ridadel 1320-1583 erinevatele Alu-
elementidele omaste k-meride nimekiri, mis on eelnevalt uurimisgrupis koostatud. Ridadel
1584-3083 on mitmesugused telomeeri pikkusega assotsieeritud SNP-sid sisaldavad k-merid,
mis selles t66s genoomide madala katvuse tottu kasutust ei leia. Terve k-meride nimekiri on

kattesaadav aadressil https://github.com/karlerss/telomere-

length/blob/master/tlenpy/kmer sample min.txt.
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2.2.3  Andmestik

2.2.3.1 Sequence Read Archive

Sequence Read Archive (SRA) on teise generatsiooni sekveneerimisandmete avalik arhiiv,
mida haldab National Center for Biotechnology Information (NCBI). Arhiiv sisaldab to6tlemata
sekveneerimisandmeid ning  metaandmeid. Arhiiv on ligipdasetav  aadressil

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/. (Kodama et al., 2012)

SRA andmete kasutamiseks on vajalik tooriistakomplekt nimega SRA Toolkit. See véimaldab
arhiivifailid viia edasiseks anallilisiks sobivale kujule. Andmete allalaadimiseks tuleb kasutada
tooriista prefetch. See laeb alla arhiivifaili ning referentsfailid millest arhiivifail sdltub.

(https://github.com/ncbi/sra-tools/wiki/HowTo:-Access-SRA-Data)

2.2.3.2 CONVERGE andmestik

CONVERGE andmestik on SRA andmebaasis avalikult saadaolev andmekogu, mis sisaldab
11670 Han Hiina naise madala katvusega tdisgenoomi sekveneerimisandmeid. Andmed koguti
depressioonihdire uurimise kadigus. Andmekogu keskmine tuumagenoomi katvus on 1,7
kordne, inimeste vanused on vahemikus 30-60 ning alla laadides on andmete maht umbes 100

terabaiti. Sekveneerimiseks kasutati lllumina Hiseq seadmeid. (Cai et al., 2017)

Mean nuclear DNA Coverage

300 4
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N Samples
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16 20 2.4
Mean nuclear DNA Coverage

Joonis 5 CONVERGE andmestiku tuumagenoomi katvus. Keskmine katvus on 1.7X.
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T6o jaoks kasutati tutvustatud CONVERGE andmekogu. Sekveneerimisandmetest eraldati
valitud k-meride arvud get_srr.py programmi abil, mis valjastas iga genoomi kohta Uhe
tekstifaili, kus on igal real tabeldusmargiga eraldatud k-meri jarjestus ning esinemiskordade

arv.

2.2.4 Sekveneerimisandmete analttsi meetod
K-mer metoodika abil uurimiseesmarkide saavutamiseks peavad (ihe inimese andmed labima

jargnevad sammud (sulgudes valise programmi nimi):
Andmete allalaadimine internetist (prefetch)
Allalaetud andmete viimine fasta-formaati (fastg-dump)
Readide fasta failist k-meride sagedustabeli tegemine (glistmaker)

1

2

3

4. Sagedustabelist huvipakkuvate k-meride sageduse paringu tegemine (glistquery)

5. Uhe inimese huvipakkuvate k-meride sageduste salvestamine edasiseks analiiiisiks
6

Prefetch salvestatud lahteandmete arvelt kettaruumi vabastamine

Lisaks anallidsi enda sammudele on oluline iga sammu logimine ning protsessi
paralleliseeritavus. Ka on tahtis, et programm I6petaks lGlesande nii véhese ajaga kui voimalik.
Selleks, et leida, milline arvutusressurss (allalaadimiskiirus, protsessorituumad véi muutmalu)
saab piiravaks, jooksutati kdsurealt iga kasutatavat valist programmi. Tulemused on tabelis

Tabel 3 Tooriistade anallilsi tulemused.

2.2.4.1 get _srr.py

Programmide analiiisi arvesse vottes, arendati tooriist get_srr.py. Programmi kasutamiseks
tuleb kasureale kirjutada python get_srr.py [OPTIONS] RUN_TABLE QUERY_LIST, kus
RUN_TABLE on SRA veebiliidesest saadud kokkuvottefaili asukoht kovakettal, naiteks
./SraRuntable.txt ning QUERY_LIST on analoogselt tekstifail, kus on igal real (iks k-mer. Lisaks

on vdimalik seadistada muid parameetreid [OPTIONS], mis on toodud tabelis Tabel 2.

Tabel 2 get_srr.py lisavalikud.

Ldhike nimi | Pikk nimi Tudp Kommentaar

-d --data_root Rada Kataloog, kuhu sisse tehakse ajutised
kaustad ja valjundite kaust. Vaikimisi

/data.
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-n --ncbi_root Rada Kataloog, kus asuvad ncbi téoriistade
tekitatud failid. Selle raja leiab linux
keskkonnas tavaliselt failist
~/.ncbi/user-settings.mkfg. Vaikimisi

/data/.ncbi.

--check_fasta TSevaartus | Lisavalik, mille lubamisel kontrollitakse
enne prefetch kdivitamist, kas on fasta
fail juba genereeritud.

Silumiseks/testimiseks.

--fasta_limit Taisarv Lisavalik, millega saab piirata fastg-
dump valjundi pikkust.

Silumiseks/testimiseks.

-p --processing_cores Taisarv Valik, mis maarab, mitu
arvutamisprotsessi allalaadimisega

paralleelselt jooksutatakse. Vaikimisi 1.

--help Kuvab abidokumendi.

Programmi t00 algab kahe riviloendi (multiprocessing.JoinableQueue) loomisega.
Allalaadimisrivi on piiramata mahuga ning to6tlemisrivi mahutab kuni 10 t66d. Tootlemisrivi
suurus on piiratud, et valtida liiga suure hulga toorandmete ettelaadimist ja maluseadme
taitumist — kui tootlemisrivi saab tdis, siis allalaadimisprotsess ootab enne uue laadimise
alustamist, kuni tootlemisrivis tekib vaba koht. Selline riviloenditel pdhinev tarkvara

arhitektuur on kasutatav ka hajussiisteemi korral.

Programmi lihe katse andmete to6tlemise loogika on koondatud Job-klassi. Klassi konstruktor
votab (ihe argumendi, milleks on SRA identifikaator formaadis SRRO000000. Klassi isendil on

meetodid fetch() ning process().

Parast riviloendite loomist sOelutakse RUN_TABLE fail ning luuakse saadud SRA
identifikaatorite pdhjal Job isendid ning pannakse see allalaadimis-riviloendisse. Seejarel
luuakse Uks allalaadimisprotsess, mis kutsub allalaadimisrivist saadud isendil fetch-meetodit

ning lisavalikutes maaratud suurusega protsessi-pool  (multiprocessing.Pool)
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tootlemisprotsessidega, mis kutsuvad tootlemisjarjekorrast saadud isenditel process-

meetodit. Kui fetch-meetodis esineb erind, pannakse see isend rivi [Gppu.

Sequence Read Archive

SraRunTable txt
prefeich

Allalaadimisjarjekord > Allalaadimisprotsess sra failid | ‘ ‘
iy

‘ Tulemusfailid |
|-

Tootlemisjarekord * 10x TOOtemisprotsess 14—( K-mer nimekiri ‘

Joonis 6 get_srr.py iilesehituse loogika. Kdsitsi alla laetud SraRunTable.txt faili p6hjal kdivitatakse
paralleelselt (iks allalaadimisprotsess ning 10 té6tlemisprotsessi. Ahela viéljundiks on tulemusfailid k-
meride arvudega.

2.2.5 Katvuse mdaramise meetod

Selleks, et luua lihtne k-meride pdhine meetod sekveneerimiskatvuse leidmiseks, on esmalt
vaja viisi uue meetodi hindamiseks. Katsetamiseks valitud andmestiku puhul saab kontrolliks
kasutada naitajaid: publikatsioonis toodud keskmine katvus 1,7X, publikatsioonis nadidatud
katvuste jaotuse vordlemine ning SRA andmebaasist saadud sekveneeritud nukleotiidide

koguarv.

PCR ja HPA meetodiga telomeeride pikkuse maaramiseks kasutatakse telomeeri pikkuse
kvantifitseerimiseks vorldust mone geenijupiga, mille koopianumber on teada. Analoogset

lahenemist saaks kasutada ka sekveneerimiskatvuse maaramiseks.

Selle jaoks valiti kdrge koopiaarvuga k-mer, sarnane sellele mida kasutati eelnevalt kirjeldatud
HPA meetodis (CTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGC). Kuna HPA meetodi artiklis toodud Alu-
oligonukleotiid oli 24 bp pikkune, kuid t66s on k-vaadrtuseks kasutatud 25, lisati artiklis toodud
jarjestusele C-nukleotiid nii nagu see Alu elemendis ka esineb. Selleks, et valtida voimalikke
populatsioonide erinevusest tulenevaid ebatadpsusi, valiti Alu elemendi koopiaarvu
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madramiseks inimene Human Genome Diversity Project’i Han hiinlaste seast HGDP0Q778.
Selle genoomi katvus maarati eelnevalt ndidatud mediaankatvuse meetodil ning saadi
tulemuseks 23. 23 kordse katvusega andmetes esines valitud k-meri 5273596 korda. See
tahendab, et 1 kordse katvusega sekveneeritud genoomis esineks seda k-meri 5273596/23 =

229286 korda.

Sellest I3ahtuvalt uuriti CONVERGE andmestiku sekveneerimisandmetes valitud k-meri
esinemist. Selgus, et keskmiselt esineb valitud k-meri sekveneerimisandmetes 174265 korda,
mis teeks keskmiseks arvutatud katvuseks 174265/229286 = 0,76. See tulemus erineb
CONVERGE andmestiku artiklis toodud 1,7-st margatavalt. Siiski on jooniselt (Joonis 7, punane

histogramm) ndha, et arvutatud katvuste jaotus sarnaneb kirjanduses tooduga.

K-meride pohjal katvuse madramisel tuleb aga arvestada, et iga pikkusega L readi kohta saab
L-k+1 k-meri. Naiteks 10000 bp pikkuse genoomi 1X katvusega 100bp readidega sekveneerides
saaks 100 readi. Kui tekitada ja lugeda kokku nende readide k-merid, saaks igalt readilt 100-
25+1=76 k-meri ja kokku 7600 k-meri. 10000bp-se genoomi kataks aga 10000-25+1 = 9976 k-
meriga. Kuna Alu-elemente md&ddetakse samuti samas vahekorras, jagati Alu-elementide
pohjal maaratud k-mer katvus labi vaartusega (L-k+1)/L. Keskmisest k-meri katvusest saadi
selle abil 0,77/((83-25+1)/83) = 1,07. Ka see tulemus erineb CONVERGE andmekogu artiklis

toodud 1,7-st. Nende tulemuste jaotus on histogrammil (Joonis 7) sinine.

Kuna andmekogu SRA sissekande metaandmestikus on toodud ka sekveneeritud aluspaaride
koguarv, saab seda kasutada k-meri pohise katvuse hindamise meetodite hindamiseks. Selle
jaoks jagati toodud aluspaaride arvud ldbi naise genoomi referents-pikkusega (3200mb)
(Morton, 1991). Selle arvutuse tulemus (Joonis 7, roheline) sarnaneb teisendatud Alu-pdhise

katvuse tulemusega.

2.2.6 Keskmiste telomeeride pikkuste leidmise meetod

Andmestiku isedrasuse tottu (Joonis 8) leiti telomeeride pikkused vaid poole andmete kohta.
Telomeeride keskmised pikkused arvutati valemi

antel

abil, kus nts on telomeeri k-meri arv ning ¢ on sekveneerimiskatvus. 25 on valemis k-meri

pikkus, 92 on telomeeride arv tuumas.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Todriistade analllsi tulemused
Tabel 2 loetleb programmide kasutatavate ressursside piirid, mida kasutati andmestiku

paralleelse analtisimise skripti vajaduste analtisiks.

Tabel 3 Téoriistade analliiisi tulemused

Programm | Maks. Valjundi suurus kettal | Kasutatud | Kulunud aeg | Ressurss
malukasutus tuumasid

prefetch <1 GB 2 GB 1 ~3 min Vork

fastg-dump | 1 GB 5GB 1 ~9 min HDD

glistmaker | 35 GB 25 GB 2 ~9 min RAM

glistquery | <1 GB ~300 KB 1 ~1s -

Nendest tulemustest selgub, et ainus samm, mis kasutab kogu saadaolevat ressurssi, on
prefetch. Ka on naha, et allalaadimiskiirusest mittesdltuvad sammud vdtavad umbes kuus
korda nii palju aega, kui Gihe uue lahtefaili laadimiseks kulub. Sellest johtuvalt ning et Glesanne
lahendada maksimaalse kiirusega, peaks Uhe allalaadimise kohta jooksma paralleelselt

vahemalt kuus protsessi, kus toimuvad lokaalsed arvutust6od.

2.3.2 get_srr.py too tulemus

Programm get_srr.py kaivitati 23. martsil 2017 CONVERGE andmekogu sisend-tabeli ja nohup
kdsuga. Programmi t66 10ppes 3. mail. Andmete allalaadimiseks ning to6tlemiseks kulus 42
pdeva. Valjundiks saadi 11670 faili, mille kogumaht oli 1004 megabaiti. SRA-failide kausta jai
12 gigabaiti .sra.cache ja .sra.vdbcache faile, mille tekkimisega arendusprotsessis ei

arvestatud.

2.3.3 Katvuse maaramise meetodi tulemused
Andmestiku sekveneerimiskatvus leiti kolmel erineval meetodil ning visualiseeriti

histogrammil (Joonis 7).
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m k-mer katvus; keskmine: 0,76
B arv. sekveneerimiskatvus; keskmine: 1,07
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Joonis 7 Arvutatud tuumagenoomide katvused. Erinevate meetoditega arvutatud
sekveneerimiskatvuste jaotumine. Punane — Alu elemendi k-meri arvude suhe
referentsvddrtusega. Sinine - k-meride lugemisel tekkiva kao suhtes korrekteeritud tulemus.
Roheline — sekveneeritud nukleotiidide koguarvu ja referentsi pikkuse suhete abil saadud
katvuste jaotus.

2.3.4 Keskmised telomeeride pikkused

Telomeeride k-meri (TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGT) arvude uurimisel selgus, et
andmestiku siseselt jagunevad hulgad kahte gruppi (Joonis 8). A: Uhtlaselt iile genoomi
jaotuva LINE-elemendi kmeri-arvu (TCTACATATGGCTAGCCAGTTTTCC) ja Alu k-meri suhe. B:
Telomeeri k-meri ja Alu k-meri suhe. Punaseks on varvitud proovid, kus AvgSpotLen_| on 166,

siniseks kus AvgSpotLen_| on m&ni muu vaartusega (enamus 165) (Joonis 8).

16000 80000
60000

40000

Kontroll k-mer arv
Telomeeri k-meri arv

20000

100000 150000 200000 250000 300000

100000 150000 200000 250000 300000 Alu k-meri arv

Alu k-meri arv

Joonis 8 Poole andmestiku info telomeeride kohta puudulik. A: Uhtlaselt iile genoomi jaotuva
LINE-elemendi kmeri-arvu (TCTACATATGGCTAGCCAGTTTTCC) ja Alu k-meri suhe. B: Telomeeri
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k-meri ja Alu k-meri suhe. Mdlemal graafikul on punaseks vérvitud proovid, kus AvgSpotLen |
on 166, siniseks kus AvgSpotLen_| on méni muu vddrtusega (enamus 165).

Joonis 8 A osa illustreerib, et andmed vastavad teooria osas toodud vaidetele - Alu ja LINE1
elemente on lle genoomi palju ning arvude lineaarne korrelatsioon nditab, et Alu ja LINE1
elemendi arv on korrelatsioonis sekveneerimiskatvusega. Joonis 8 B osas, kus on vorreldud
Alu k-meri arvu ja telomeeri k-meri arvu esineb aga anomaalia. Oodatav tulemus oleks, et
punktid esinevad Uhtlase hajusa, kuid modduka positiivse korrelatsiooniga pilvena, sest
telomeeride pikkused on individuaalselt erinevad. Selle asemel aga jagunevad telomeeri ja Alu
k-meride suhted kaheks pilveks, kus (hel pilvel ei paista markimisvaarset telomeeride
pikkusest tulenevat varieerumist. Lahteandmete uurimise abil leiti aga, et gruppidesse

jagunemine toimub muutuja AvgSpotLen_| alusel. Mida see muutuja tahistab, ei ole teada.

Selle erisuse tottu viidi telomeeride pikkuse anallilis |dbi vaid nende proovidega, kus

AvgSpotlLen_| vaartus oli 166. Neid proove oli kokku 6863 tukki.

20000

15000

Keskmine telomeeri pikkus (bp)

5000

——- y=-28.525248x+(12143.160713)
30 35 40 45 50 55 60

Vanus (aastat)

Joonis 9 Arvutatud telomeeride pikkuse soltuvus vanusest. Horisontaalteljel on inimese
vanus ning vertikaalteljel keskmine telomeeri pikkus. Tdisarvulisele vanusele on
visualiseerimise tarvis liidetud juhuslik arv vahemikus -0.5 kuni 0.5. Trendijoon on arvutatud
téeliste vanuse-vddrtustega. See vastab kirjanduses ja Joonis 2 toodud leiule.

Hajuvusdiagrammilt on ndha vanusega seotud valimi-efekti — 40-50 aastaseid on rohkem, kui

30-40 aastaseid.
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2.4  Arutelu

2.4.1 Sekveneerimisandmete analtusi meetod

Planeeritud ja arendatud SRA andmebaasist sekveneerimisandmete laadimise ja to6tlemise
programm tootas plaanitult ning |Gpetas t66 prognoositud ajaraami sees. Kogu andmehulga
(11670 katset) laadimine Gnnestus esimese korraga. Ei esinenud probleeme ei kettamahu ega

Ulemaarase arvutusressursi kasutamisega.

Kuna programmi voib lugeda tookindlaks ja eesmarki taitvaks, sobib see kasutamiseks ka

tulevastes k-mer pdhistes ja suurest andmehulgast séltuvates uurimistdéddes.

Programmi Ulesehitus vdoimaldab selle edasiarendamist hajussiisteemidele sobivaks. Selle
jaoks tuleks riviloendid asendada tsentraalse jarjekorrateenusega, failihoid tsentraalse
failihoiuga ning iga tootlemise voi laadimise protsess kdivitada eraldi. Arvutus- ja
laadimisprotsesside mitmele arvutile jagamine véimaldaks protsessi piiravaks ressursiks teha

andmekogu hoidja tleslaadimiskiiruse.

2.4.2 Katvuse maaramise meetod

Katvuse maaramiseks kasutatud Alu jarjestuse k-meri sageduse pohise meetodiga ei
onnestunud jéuda sama tulemuseni, milleni joudsid artikli (Cai et al., 2017) autorid. Kuna
artikli autorid ei selgitanud katvuse madiaramise meetodit ega avaldanud kdikide proovide
katvusi, on raske hinnata, kust tulevad erinevused. Ka ei saa k-mer katvuse
sekveneerimiskatvuseks teisendamisel sisse tuua veamaara parameetrit, kuna seda pole

andmekogu metaandmetes tapsustatud.

Arvutatud keskmise 1,07 ja publitseeritud 1,7 markimisvadrne vahe viitab sellele, et t60s
esitletud meetod ei sobi sellisel kujul madala katvusega sekveneerimisandmete k-mer

pohiseks katvuse maaramiseks.

Siiski vaarib tahelepanu tdik, et Alu-elemendi k-meri pdhjal arvutatud keskmine katvus on

sarnane sekveneeritud aluspaaride arvu pohjal arvutatud keskmisele katvusele.

2.4.3 Keskmised telomeeride pikkused
Telomeersete k-meride ja Alu k-meride suhte uurimisel valja tulnud grupeerumise pdhjus jaab
CONVERGE andmestiku artiklist vélja tulemata. Niisiis on tegu uue leiuga. Ka jaab kiisimus, kas

AvgSpotlLen_| parameetri vaartus on kdrvalekalde p&hjus voi tulemus.
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Graafikult on ndha, et vdljajaava (sinise) grupi liikmed hajuvad Alu-teljel punase grupi sarnaselt
ent telomeeri teljel on vaartused kondenseerunud. See voib tdhendada seda, et osale
proovidest on rakendatud erinevat kvaliteedikontrolli — telomeeride korduvast iseloomust

tulenevalt voib Gigete nukleotiidide madramine olla ebatdpsem.

Sinise grupi punase asemel valja jatmist digustab markimisvaarse negatiivse vanusest soltuva

trendi puudumine.

Valitud punases grupis esineb ootusparane negatiivne telomeeri pikkuse séltuvus vanusest,
kuid keskmine pikkus on raporteeritust kdrgem. See vdib tuleneda telomeeri k-meri korduvast
iseloomust, mis annab tdendoliselt Gihe readi kohta rohkem vasteid kui peaks. Nende vastete

arvu 25-ga korrutades saadakse llemaara pikad telomeeride keskmised pikkused.

Selleks, et saada telomeeride keskmisteks pikkusteks kirjandusega sarnasemaid tulemusi,
vOiks valemile lisada Uhe korrigeeriva kordaja. See vdimaldaks hinnata Uksikute proovide
telomeeride paris-pikkust ning oleks kasutatav naitaja uuringu jaoks kus on ka fenotidbi info
kattesaadav. Samas, andmekogu siseselt sobiks selleks naitajaks ka lihtsalt Alu/telomeeri k-
meride suhe. Uldiselt kasutatava korrigeeriva kordaja lisamiseks tuleks leida seosed
sekveneerimistehnika ja sekveneerimisandmete to6tlemise parameetrist nii, et korrigeeriv

kordaja oleks sekveneerimisvigade ja filtreerimisparameetrite funktsioon.

Ka voivad kirjandusele mittevastavad telomeeride pikkused tulla ebatédpselt mé&aratud
katvusest. Kui lisada korrigeeriv koefitsient katvuse arvutusele nii, et katvuseks tuleks artiklis
toodud 1,7, tulevad maaratavad telomeeri pikkused kirjanduses toodule vastavad. Siiski, ilma

pohjenduseta, kuidas jouda 1,7 katvuseni, ei ole lihtsalt katvuste korrigeerimine digustatud.

Telomeeride keskmiste pikkuste k-meri pShiseks madramiseks tuleks k-meri pohist meetodit

kontrollida mone keemilise meetodiga.

Kokkuvote

T6o6 kaigus valmis tooriist Sequence Read Archive andmebaasist suure andmekogu
allalaadimiseks ning k-mer metoodika todriistadega tootlemiseks. Tooriist tditis eesmargi
taielikult ning sobib edasiseks kasutamiseks tulevastes uurimistoodes, kus uuritakse sarnases

koguses andmeid sarnase metoodikaga.
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K-mer metoodika abil sekveneerimiskatvuse metoodika leidmine Onnestus osaliselt —
kontrollandmestikul saadi tulemus, mis tdendoliselt kill korreleerub sekveneerimiskatvusega

ent mis erines kontrollandmestikus toodud keskmisest sekveneerimskatvusest.

Sarnaselt katuvse mé&aramise metoodikale, esines t60s katsetatud telomeeride keskmise
pikkuse maaramise metoodikas puudujddke, mis voisid tuleneda nii ebakorrektsest katvuse
maaramisest kui ka metoodika enda ebasobivusest. Siiski saadi telomeeride keskmise pikkuse
maadramise metoodika abil arvulised tulemused, mis téendoliselt korreleeruvad telomeeride

paris-pikkusega.
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Resumee

Karl-Sander Erss

Summary

Telomeres are nucleoprotein strutctures that protect the ends of chromosome from fusion
and degradation. Ends of telomeres can not be replicated in their entirety so telomeres get
shorter with every cell cycle. Telomere length has been associated with several diseases and

has been considered a marker for general health and aging.

Next generation sequencing (NGS) technologies have driven the cost of sequencing a human
genome down to the $1000 mark. This has led to an explosion in sequencing data quantities

which introduces the need for fast and generic methods for data analysis.

The main objective of this thesis was to develop a method to estimate the average telomere
length from NGS-data derived k-mer lists. Additional methods for data retrieval and

processing, also sequencing coverage estimation are developed and evaluated.

A script which handled retrieval of data from Sequnece Read Archive and reducing it into lists

of ~3000 k-mers was developed. The program can be used for similar future studies.

The efficacy of the presented k-mer based methods of esitmating sequencing coverage and

telomere length was inconclusive.
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Lisad

Lisa 1 - SraRunTable.txt — Sequnce Read Archive’i valjund uurimuse katsete kohta.
Kasutati analtlsiprogrammi sisendina.

Kattesaadav veebiaadressilt:

https://github.com/karlerss/telomere-length/blob/master/tlenpy/SraRunTable.txt

Lisa 2 - kmer_sample_min.txt — Nimekiri huvipakkuvatest k-meridest. Kasutati
analttsiprogrammi sisendina.

Kattesaadav veebiaadressilt:

https://github.com/karlerss/telomere-length/blob/master/tlenpy/kmer sample min.txt

Lisa 3—HGDP0O0778.bam

Kattesaadav veebiaadressilt:

http://cdna.eva.mpg.de/denisova/BAM/human/HGDP00778.bam
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