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Tiivistelmi: Biolddketieteen tutkimuksen painopiste on pikkuhiljaa siirtynyt laborato-
riosta datan analysointiin. Yksi syy tdhdn ovat ChIP-seq:n kaltaiset menetelmaét jotka
tuottavat paljon dataa kohtalaisilla kustannuksilla ja tyomairilla. ChIP-seq:114 voidaan
tutkia proteiinin sitoutumista DNA:han. Yksi ChIP-seq-koe tuottaa miljoonia merkki-
jonoiksi koodattuja sekvenssilukemia. ChIP-seq-kokeista saadut raakadatat on yleen-
sd julkaisujen yhteydessd annettava saataville julkisiin tietokantoihin, mikéd on lisin-
nyt kdytettdvissd olevan datan méédrdd. Datan médrdstd johtuen useaa eri ChIP-seq-
koetta samanaikaisesti hyodyntiville menetelmille olisi kysyntdd. Sitoutumispaikan
selvittdmisti varten raakadata pitdd kuitenkin jalostaa ChIP-seq-piikeiksi. Pelkkid yh-
den ChIP-seq-kokeen piikkejd voidaan kdyttdd tutkimuksissa hyviksi, mutta usean eri
kokeen samanaikainen hyddyntdminen voi tuottaa enemmaén tietoa. Koetulosten yhdis-
tdminen on kuitenkin osoittautunut haasteelliseksi. Menetelmit ovat siksi keskittyneet
lahinnd parittaisiin vertailuihin ja varsinaisia yhdistdmis-/koostamismenetelmid ei ole
juuri kehitetty. Tdmén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd miten ChIP-seq-piikkejd
voitaisiin koostaa ja voisiko koostamisessa kdyttdd apuna ydinestimointia. Selvityksen
perusteella kehitettiin uusi ydinestimointiin perustuva ChlP-seq-piikkien koostamis-
menetelmi, ConsensusSummit. Menetelméssi kiytetty ydinestimointi on tiheysfunk-
tion estimointimenetelmd, jonka avulla voidaan kiyttdd piikkien tiheyttd koostamisen
perusteena. Usean eri ChIP-seq-kokeen piikkeji kiytettidessid tiheimpien alueiden piikit
yhdistyvit koostepiikiksi ja harvassa olevat piikit pysyvit erilldéin. ConsensusSummit-
menetelmii testattiin julkisella datalla, jolle oli saatavilla vertailukelpoisia tuloksia.
Vertailun lisdksi testauksessa pyrittiin méérittdmiin menetelmaille sopivia parametre-
ja. Lisdksi tutkittiin menetelmin kykyi keskittdd piikkejd sitoutumismotiivien ldhei-
syyteen. Testauksen perusteella ConsensusSummitosoittautui hyodylliseksi menetel-
miksi, jolla voi 10ytdd uudenlaista tietoa ChIP-seq-piikkien sijoittumisesta genomiin
ja menetelmén tuloksia voidaan hyddyntii esimerkiksi tutkittaessa sitoutumismotiive-
ja.
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Abstract: The focus of biomedical research has been shifting from the laboratory to
data analysis. One reason for the shift are methods like ChIP-seq which produce a lot
of data with less labor and moderate cost. ChIP-seq is used to study the binding of
proteins to DNA. One ChIP-seq experiment produces millions of sequence reads enco-
ded as character strings. Data from ChIP-seq experiments that were used in published
research are usually required to be uploaded to public databases. This has led to an
increase in available data which in turn has increased the demand for methods that
can integrate data from many experiments. To identify the binding sites of the protein
the data needs to be processed to ChIP-seq peaks. ChIP-seq peaks from one ChIP-seq
experiment can be easily used in research but using data from more than one expe-
riment can produce more information. However, the integration of more than a few
experiments has proved to be challenging. That is why methods have concentrated on
pairwise comparisons and methods that integrate or aggregate data have not been de-
veloped. The purpose of this study was to investigate how ChIP-seq peaks could be
aggregated and whether kernel density estimation could be used for it. Based on this
investigation we develeped a new method, ConsensusSummit, for aggregation of ChIP-
seq-peaks based on kernel density estimation. Kernel density estimation is a method
for estimating density functions and it allows to use peak density information as a basis
for aggregation. Using data from many ChIP-seq experiments the ConsensusSummit-
method aggregates close-by peaks to a “Consensus peak” and leaves lone peaks sepa-
rate. The method was tested on publicly available data which was selected because of
existing comparable results. In addition to comparison we searched for suitable para-
meters for ConsensusSummit. We also studied how well the method can center peaks
around binding motifs. Based on the tests ConsensusSummitproved to be a useful met-
hod which can give new kind of information about the placing of ChIP-seq-peaks in the
genome. The results of the method can, for example, be used for investigating binding
motifs.

Keywords: ChlIP-seq, Kernel density estimation, Bioinformatics, Peak aggregation,
ConsensusSummit
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Sanasto

Osaan tdmén sanaston sanojen médritelmistd on olemassa seki tarkempia ettéd laajem-
piakin méiirittelyjd ja merkityksid. Seuraavat médritelmit on yksinkertaistettu tekstin

ymmirtdmisen kannalta riittdvdédn tarkkuuteen.

Alipehmennys Undersmoothing. Estimoinnissa kdytetty termi, jos-
sa datan yksityiskohdat eivit ole vield tarpeeksi hi-
vinneet, jotta yleisempi rakenne olisi hahmotetta-

vissa.
Artefakti ChIP-seq-menetelmistd puhuttaessa: jidnne josta-

kin aikaisemman vaiheesta, joka aiheuttaa virhetti
ChIP Kromatiini-immunopresipitaatio, Chromatin Im-
munoprecipitation. Menetelmd, jolla voidaan vasta-
aineen avulla eristdd ne osat DNA:ta johon tutkitta-
va proteiini sitoutuu (ks. Luku 2.2.1).
ChIP-seq ChIP-sekvensointi. Geenitutkimuksen menetelmad,

jolla tutkitaan proteiinien sitoutumista DNA:han

(ks. Luku 2).

ChIP-seq-piikki Genominen sijainti, johon tutkittu transkriptiofakto-
ri on todennikaoisesti ollut sitoutuneena. (ks. Luku
2.3.2).

ChIP-seq-koe ChIP-seq-menetelmailli tehty koe, johon kuuluu yh-

den tutkittavan kohteen kaikki replikaatit. Yhdes-
sd ChIP-seq-tutkimuksessa voidaan tehdd monta
ChIP-seq-koetta.

D-vitamiinireseptori Transkriptiofaktori, joka kidyttdd D-vitamiinia
DNA:han sitoutumisensa séételyyn.

DNA Deoxyribonucleic acid, Deoksiribonukleiinihappo.
Nukleotideistd koostuva biomolekyyliketju, joka
muodostaa kaikkien solujen geneettisen materiaalin
(ks. myos DNA-siie).

DNA-kirjasto Myos sekvenssikirjasto. DNA-materiaalikirjasto,
joka tehdddn kromatiini-immunopresipitaatiosta

saadusta niytteestd sekvensointia varten.
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DNA-siie

Emais

Emistunnistaja

Entsymaattinen pilkkominen

cp

Fragmentti

Genomi

Genominlaajuinen

Genominen toistojakso

Genomiin rinnastus

DNA-koostuu kahdesta eri sidikeestd (+ ja -), jotka
ovat toistensa peilikuvia.

Base. Emiksinen nukleotidi, Emikset muodosta-
vat DNA:n. Vastinemiksensd kanssa saavan ai-
kaan DNA:n kaksisdikeisen rakenteen muodos-
taen eméspareja. Kédytetddn DNA:n mittayksikkona.
(Ks. emispari (bp) ja nukleotidi.)

Sekvensoinnissa kiytetty ohjelma, joka maédrit-
tdd sekvensointilaitteen ottamista kuvista DNA:n

nukleotidisekvenssin.
Entsyymi-proteiinin avulla tapahtuvaa pilkkomista,

joka yleensi tapahtuu entsyymille tyypillisestd koh-
dasta.

Base pair (bp), emédspari. DNA:n kaksisiikeises-
sd rakenteessa molempien sdikeiden vastakkaiset
emikset muodostavat yhdessd emésparin. Kiyte-
taan mittayksikkond DNA:n pituudelle emis- ja
nukleotidi-termien ohessa. (Ks. emds ja nukleotidi.)
Pala pilkottua DNA:ta, joiden pituus yleensi vaihte-
lee muutamista eméspareista satoihin tai tuhansiin,
pilkkomistavasta riippuen.

Perimi, Genome. Termi joka kattaa koko kyseessa
olevan organismin DNA:n eli geneettisen informaa-

tion.
Koko genomin/perimén kattava. Esimerkiksi geno-

minlaajuinen DNA-sekvensointi, jossa sekvensoi-
daan sekvensoitavan organismin koko perimi sa-

manaikaisesti.
Genomissa olevia joskus isojakin alueita, jotka tois-

tuvat monessa paikkaa genomia.

Rinnastuksessa verrataan kahden sekvenssin sa-
mankaltaisuutta. Genomiin rinnastuksessa toisena
sekvenssind on koko genomi, josta yritetddn 16ytidd
samanlainen sekvenssi kuin verrattavassa sekvens-

silukemassa.
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Huippupiste

Kohina

Koostepiikki

Kromatiini

Kromosomi

Lukemasignaali

Mitokondriaalinen DNA

Nukleotidi

PCR

Piikkien haku

Piikin sisilld vahvimman signaalin omaava yksittéi-

nen nukleotidi.
Noise. Signaalien yhteydessd kéytetty termi, joka

kuvaa satunnaista taustahdiriotd, joka ei riipu tutkit-

tavasta kohteesta.
Usean eri ChlP-seq-kokeen saman genomisen si-

jainnin piikeistd muodostettu piikki. (ks. Luku 4)
Koko perimi eli DNA, mutta laajempi termi. Kro-
matiini kattaa myds DNA:han kuulumattomia osia,
kuten DNA:n pakkautumiseen vaikuttavat proteiinit
(vrt. genomi).

Genominen DNA jakautuu fyysisesti erillisiin kro-
mosomeihin. Kromosomeja on eri eldimilld eri
midrd. Esimerkiksi ithmiselld on 24 eri kromoso-
mia.

Sekvenssilukemasignaali. Rinnastetuista sekvenssi-
lukemista muodostettu numeerinen signaali, joka
kertoo sekvenssilukemien méérdn kussakin sijain-

nissa.
Solussa on genomisen DNA:n lisdksi myds mito-

kondriaalista DNA:ta, joka ei teoriassa kuulu geno-
miin.

Nukleiinihappojen (esim. DNA) rakenneosa. Esiin-
tyy myos muualla solussa. DNA:ssa esiintyy nel-
jaa eri nukleotidid, joiden perusteella DNA:n infor-
maatiota luetaan. DNA:n nukleotidejd merkitdin jo-
kaista omalla kirjaimellaan (A, C, G, T) sekvenssid
tutkittaessa. Saatetaan joissakin tapauksissa kiyttdd
mittayksikkond DNA:n pituudelle.

Polymerase Chain Reaction, polymeraasiketjureak-
tio. Menetelmai jolla geneettistd materiaalia voidaan

monistaa.
Menetelmi, jossa rinnastetusta sekvenssilukemada-

tasta muodostetaan piikkeja.



Proteiini

NGS

Replikaatti

Rinnastuvuus

Sekvenssi

Sekvensointi

Sekvensointisyvyys

Sekvenssilukema

Sitoutumismotiivi

Sonikointi

Solulinja

Valkuaisaine. Solujen tuottamia isoja ja usein mo-
nimutkaisia molekyylejd, jotka ovat elintoiminnoil-

le vilttimattomia.
Next generation sequencing, seuraavan sukupolven

sekvensointi. Genominlaajuiseen sekvensointiin pe-
rustuvista menetelmistd kdytettdvd termi. (Esimer-
kiksi ChIP-seq ja RNA-seq ovat NGS-menetelmii.)
Niytteestd tai tutkimuksesta tehty toisinto, jonka
tarkoituksena on parantaa tulosten luotettavuutta.

Mappability. Kertoo kuinka suurelle osalle sekvens-
seistd 10ytyy vastinkohta vain yhdestd paikasta ge-

nomissa.
Jonossa/jarjestyksessd oleva asia. Esimerkiksi

DNA-sekvenssi  koostuu tietyssd jarjestyksessd
olevista nukleotideistd, jotka voidaan esittid my0s
merkkijonona (Ks. nukleotidi).

Nukleiinihappojen (esim. DNA) nukleotidijérjes-
tyksen médrittdminen.

Kertoo miten paljon sekvensoinnista halutaan sek-

venssilukemia.
Sequence read. Sekvensoinnista saatavan nukleo-

tidisekvenssin nukleotidien jirjestys koodattuna
merkkijonoksi laatuarvoineen. Esimerkiksi ChIP-
seg-menetelmin tuottama raakadata on miljoonia

sekvenssilukemia.
Jokaiselle transkriptiofaktorille ominainen nukleo-

tidisekvenssi, johon se DNA:ssa ensisijaisesti sitou-

tuu.

DNA:n pilkkomismenetelmd, jossa ultraddnen avul-
la pilkotaan DNA sattumanvaraisenkokoisiin frag-
mentteihin. (ks. fragmentti)

Viljeltdvissi oleva solutyyppi. Esimerkiksi ihmisen
solut eivit normaalisti ole viljeltdvissd maljalla, jo-
ten pitkédkestoiseen solujen tutkimiseen joudutaan
kiyttimiin solulinjoja. Yleensd solulinjat ovat 1dh-

toisin syopdsoluista.
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Transkriptiofaktori

Templaatti

Vasta-aine

Ydinestimointi

Y dinestimaatti

Yliedustettu

Ylipehmennys

Proteiinityyppi, joka pystyy sitoutumaan DNA:han.
Transkriptiofaktoreita on paljon erilaisia ja yleensd
sddtelevit geenien ilmentymista.

Sekvensoinnissa se DNA-fragmentti, jonka sek-

venssi halutaan selvittda.
Molekyyli, joka sitoutuu tietynlaisiin proteiinira-

kenteisiin. Vasta-aineet voivat sitoutua vain tiettyyn
proteiiniin (spesifinen) tai useampiin (epaspesifi-
nen).

Kernel density estimation, KDE. Tiheysfunktion es-
timointimenetelmi (Ls. Luku 3).

Ydinestimoinnin tuloksena saatava tiheysjakauma

arvio.
Sekvenssilukeman tapauksessa tarkoittaa lukemia,

jotka ovat tdsmilleen samasta paikasta genomia
useammin kuin sekvensointisyvyyden perusteella

on todennékoisti.
Oversmoothing. Estimoinnissa kiytetty termi, jos-

sa datan kaikki yksityiskohdat ovat hdvinneet, jopa

yleiset trendit.
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1 Johdanto

Biolidiketieteen tutkimuksen painopiste on lisddntyvissd méérin siirtyméssid datan ki-
sittelyyn ja analysointiin. Painopisteen muutos johtuu muun muassa automaattisista la-
boratoriomenetelmisti, joilla voidaan tuottaa suuria médrid dataa hyvin lyhyessa ajas-
sa, esimerkiksi thmisen ihmisen koko perimistd. Dataméédrdn kasvu on luonut tarpeen

automaattisille analysointimenetelmille.

ChIP-seq on geenitutkimuksen menetelmad, jolla voidaan tutkia proteiinin sitoutumis-
ta DNA:han. Yhdelli ChIP-seq-kokeella saadaan miljoonia nk. sekvenssilukemia. Se-
kvenssilukemat ovat merkkijonomuotoinen esitys DNA-sekvenssistd, johon kiinnos-
tuksen kohteena oleva proteiini sitoutuu tutkitussa niytteessid. Sekvenssilukemat voi-
daan jalostaa ChlP-seq-piikeiksi, jotka kertovat proteiinin sitoutumispaikan sijainnin

tutkittavan organismin periméssd sekd sitoutumisen voimakkuuden.

Keskeinen ongelma ChIP-seq-piikkien tutkimuksessa on, miten tunnistaa aidot ja bio-
logisesti merkitsevit piikit kaikkien piikkien joukosta. Biologisen merkitsevyyden
madrittelyssi auttaisi, jos voitaisiin yhdistii tai vertailla tuloksia useammasta eri ChIP-
seq-tutkimuksesta. Saatavilla olevan datan méérin yha kasvaessa useiden eri ChIP-seq-
tutkimusten kokeiden hyddyntdminen uusissa tutkimuksissa muuttuu koko ajan oleel-
lisemmaksi uuden tiedon 16ytdmisessd. Usean eri ChIP-seq-kokeen piikkien samanai-

kainen hyodyntdminen on kuitenkin osoittautunut haasteelliseksi.

Yksi vaihtoehto usean eri ChlP-seq-kokeen hyoddyntdmiseksi on ChIP-seq-piikkien
koostaminen. Koostamisella tarkoitetaan tdssid yhteydessd usean eri ChIP-seq-kokeen
yhdistdmistd niin ettd samassa genomisessa sijainnissa useassa eri kokeessa olevat
ChIP-seq-piikit on esitetty koosteessa vain yhdelld yhteiselld koostepiikilld. ChIP-seq-
piikkien koostamiseen ei juurikaan ole aiempia ratkaisuja, lukuunottamatta muutamia
menetelmiid, joiden pddpaino on enemmin piikkien vertailussa kuin yhdistdmisessa.
Tamin tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, miten ChIP-seq-piikkejd voidaan koostaa

sekd voisiko ydinestimointia soveltaa piikkien koostamisessa?

ChIP-seq:std ja ydinestimoinnista 10ytyy paljon kirjallisuutta, josta etsittiin aiempia
tutkimustuloksia ChIP-seq-piikkien koostamisesta seki tietoa ydinestimoinnista ja sen
soveltamisesta ChIP-seq-piikeille. Ydinestimointiin perustuvan koostamismenetelmén
puutteen vuoksi kehitettiin uusi ydinestimointiin perustuva ChIP-seq-piikkien koosta-

mismenetelmd. Uuden menetelmén toimintaa testattiin julkisella datalla tarkastelemal-



la menetelmén tuottamia koostepiikkejd sekd vertailemalla koostepiikkejd vastaavan-

laiseen dataan.

Tamin tutkimuksen tdrkein osa on uusi ChIP-seq-piikkien koostamiseen tarkoi-
tettu menetelméd, ConsensusSummit, ja sen testaus. Muita vastaavanlaisia mene-
telmid ei tiettdvasti ole kehitetty. Menetelmidd kiytettiin jo kehitysvaiheessa D-

vitamiinireseptorin sitoutumisen tarkasteluun ihmisen genomissa julkaisussa

Pauli Tuoresmiki, Sami Viisidnen, Antonio Neme, Sami Heikkinen, ja Carsten
Carlberg. Patterns of genome-wide VDR locations. PloS ONE, 9(4):€96105, 2014.
doi: 10.1371/journal.pone.0096105

Kyseisessd tutkimuksessa ConsensusSummit-menetelmén tuottaman koosteen avulla
tarkasteltiin D-vitamiinireseptorin sitoutumisen eroja ithmisen eri kudossoluissa seké
muodostettiin kokonaiskuva D-vitamiinireseptorin sitoutumisesta ihmisen koko peri-

massa.

Téamin tutkielman rakenne on seuraava: Luvussa 2 esitellddan ChIP-seq-menetelmad,
ChIP-seq:n tuottama data ja miten datasta muodostetaan ChIP-seq-piikkejd. Luvus-
sa 3 kaésitellddn puolestaan ydinestimointia ja sen sovelluksia ChIP-seq:ssd. Luvus-
sa 4 esitellddn uusi ConsensusSummit-menetelma ja tarkastellaan sen suhdetta aiem-
piin koostamis- ja vertailumenetelmiin. Luvussa 5 raportoidaan ConsensusSummit-

menetelmin empiirisen testauksen tulokset. Johtopéatokset on esitetty luvussa 6



2 ChIP-seq-data ja sen analyysi

ChIP-seq-menetelmad ja silld tuotettu data ovat keskeisessé roolissa tissé tutkimukses-
sa, joten menetelmin ldpikdynti ja avaaminen on tirkedd. Téassd luvussa kdydiin tar-
kemmin ldpi millainen ChIP-seq-menetelmi on, minkélaista dataa silld saadaan sekd
miten saatua dataa kisitelldén ja tulkitaan. Luvussa kiydddan myos lapi ChIP-seq:n vir-

heenlihteitd ja ongelmia, joiden tietimisestd on hy6tyi tulosten tulkinnassa.

2.1 ChIP-seq-menetelmiin yleiskuvaus ja kehitys

ChIP-seq tai ChIP-sekvensointi on geenitutkimuksen menetelmd, jolla tutkitaan esi-
merkiksi kiinnostuksen kohteena olevan proteiinin sitoutumista DNA:han. Tédssi opin-
niytteessd keskitytddn vain DNA:han sitoutuvien proteiinien eli transkriptiofaktorei-
den ChIP-seq-tutkimukseen, mutta esimerkiksi Farnham (2009) ja Park (2009) ovat
kisitelleet ChIP-seq-menetelméin muitakin kiyttotarkoituksia katsausartikkeleissaan.
ChIP-seq-menetelmin vahvuus on sen antama genominlaajuinen tilannekuvaus trans-
kriptiofaktorin sitoutumisesta DNA:han. Kuvaus muodostetaan miljoonista ympériston
ja genetiikan vaikutuksille alttiina olevista soluista (Furey, 2012). ChIP-seq-menetelmi
ja sen tuottama raakadata kuvataan tarkemmin luvussa 2.2. Menetelmin teknisyyden
vuoksi Liu ym. (2010) on koonnut artikkelin vastauksena ChIP-seq-menetelmin usein

heréttimiin kysymyksiin.

ChIP-sekvensointi on vield nuori menetelmd, joka oli ensimmadisid seuraavan suku-
polven sekvensointimenetelmien (NGS, next generation sequencing) sovelluksia (Park,
2009). Menetelmii kiytettiin ensimméiisen kerran vuonna 2007 (esim. Johnson ym.,
2007). ChlP-seq-menetelmin avulla on tehty tieteellisid ldpimurtoja, esimerkiksi trans-
kriptiofaktoreiden tirkeydestd taudeissa, sekd kumottu etti vahvistettu viittdmid trans-
kriptiofaktoreiden luokittelusta ja toiminnasta (Farnham, 2009). ChIP-seq-menetelmié
tukemaan on kehitetty muitakin genominlaajuisiin sekvensointeihin perustuvia teknii-

koita erilaisiin kiyttotarkoituksiin (ks. Furey, 2012), mutta niihin ei keskitytd tdssa.

ChIP-sekvensointia kdytetdin paljon bio-alojen tutkimuksissa sen antaman suuren da-
tamédrin ja sithen suhteutetun edullisen hinnan vuoksi. Tutkimuksissa tuotettu raa-
kadata on yleensd saatavilla isoissa ja hyvin ylldpidetyissd tietokannoissa (ks. Lii-

te 1). Isot tietokannat on perustettu takaamaan datalle mahdollisimman pitkdaikai-



nen saatavuus, etenkin kyseiseen dataan perustuvien julkaisujen yhteydessd. Kédytetyn
raakadatan pitkdaikainen julkinen saatavuus on ollut positiivinen seuraus ChIP-seq-

menetelmin virheenlédhteistd ja ongelmista.

Vaikka dataa on paljon, ei pelkistd ChIP-seq-raakadatasta pystytd pééttelemiin ko-
vin paljoa ilman pientd késittelyé tai analysointia erilaisilla ohjelmistotyokaluilla. Ole-
tuksena raakadatasta on tarkoituksena jalostaa ChIP-seq-piikkejid, jotka kertovat mi-
hin kyseessd oleva proteiini sitoutuu kohdesolujen DNA:ssa. Raakadatan kisittelyyn
on vaikeaa médritelld yleispitevid kiytintojd, koska ChIP-seq-menetelmédssd on monia
muuttujia: esimerkiksi solutyyppi, solun olotila seki kéytetty transkriptiofaktori. Joi-
takin yleisid toimintaohjeita datankisittelyyn on kuitenkin julkaistu, jotta raakadatan
kisittelystd saataisiin laadukkaampaa ja yhdenmukaisempaa (Bailey ym., 2013; Landt

ym., 2012). Raakadatan jalostusta késitelldin tarkemmin luvussa 2.3.

Paljon dataa siséltivistd julkisista tietokannoista johtuen olisi kysyntdd menetelmille,
joilla eri ChIP-seq-kokeista saatua dataa voisi yhdistdd ja vertailla. Monen tutkimuk-
sen datojen yhdistdmisen kautta voisi olla mahdollista saada uutta tietoa esimerkiksi

geenien sddtelystd ja nithin vaikuttavista tekijoista.

2.2 Datan tuottaminen

ChIP-seq-menetelmén tarkoituksena on tuottaa tutkittavista soluista merkkijono-
muotoista DNA-sekvenssidataa alueista, joihin kiinnostuksen kohteena oleva pro-
teiini sitoutuu. Kiytdnnossd ChIP-seq yhdistdd kaksi menetelmédd, kromatiini-
immunopresipitaation ja genominlaajuisen DNA-sekvensoinnin, jotka esitellddn seu-

raavissa aliluvuissa. Koko ChIP-seq-menetelméin péaivaiheet on esitetty Kuvassa 1.

2.2.1 Kromatiini-immunopresipitaatio (ChIP)

Kromatiini-immunopresipitaation (Chromatin Immunoprecipitation, ChlIP) tarkoituk-
sena on rikastaa DNA:n osat, joihin kiinnostuksen kohteena oleva proteiini sitoutuu.
ChIP on suorin tapa tunnistaa yksittdisten DNA:han sitoutuvien proteiinien sitoutu-
mispaikka (Furey, 2012). Tyypillinen kromatiini-immunopresipitaatio tarvitsee vihin-
tédin 107 samankaltaista solua ja siitd saa parhaimmillaan nanogrammoja DNA:ta (Park,

2009). Uudemmilla menetelmilld pyritdén pienentdmiin tarvittavien solujen maarii ja
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Kuva 1: ChIP-seq-datan tuottamisen vaiheet.



vihentdmiin DNA:n tarvetta (Furey, 2012).

Kromatiini-immunopresipitaatiossa tutkimuksen kohteena olevia soluja kisitelldin
formaldehydilld, joka stabiloi kaikki proteiini-DNA-sidokset mukaan lukien kiinnos-
tuksen kohteena olevan DNA:han sitoutuvan proteiinin (Kuva 1A). Sitoutumisen vah-
vistamisen jidlkeen soluista erotetaan niiden perintdaines eli kromatiini, joka pilko-
taan entsymaattisesti tai sonikoimalla eli ultradantd kdyttden (Kuva 1B). Sonikoinnil-
la pyritddn tuottamaan lyhyitd, noin 200 - 600 emésparin pituisia DNA-fragmentteja
eli DNA:n palasia. Seuraavaksi pilkottu kromatiini immunopresipioidaan, joka tar-
koittaa tutkittavan proteiini-DNA-kompleksin erottamista muusta kromatiinimateriaa-
lista spesifisen vasta-aineen avulla (Kuva 1C). Puhdistuksen jdlkeen eroteltu DNA-
proteiinikompleksi rikotaan ja komplekseista saatu DNA (Kuva 1D) tutkitaan halutulla

tavalla, joka esimerkiksi ChIP-seq:n tapauksessa on sekvensointi. (Park, 2009)

Kromatiini-immunopresipitaation kdyttiminen edellyttdd aiempaa tietoa tutkimuksen
kohteena olevasta proteiinista, koska kyseiselle proteiinille tiytyy olla saatavilla spe-
sifinen vasta-aine (Furey, 2012). Spesifinen vasta-aine sitoutuu tehokkaasti vain tutki-
muksen kohteena olevaan proteiiniin ja mahdollisimman vihin muuhun. Vasta-aineen
spesifisyys on yksi menetelmin tdrkeimmistd vaatimuksista ja siksi vasta-aineen ke-
hitys ja validointi on tirkedd, mutta myos tyoldstd (Furey, 2012). Spesifiselld vasta-
aineella saadaan parempilaatuista dataa vihdisestd maariastikin DNA:ta, koska muu-
hun kuin haluttuun proteiiniin sitoutunutta DNA:ta tulee mukana vihin. Vasta-aineita
on kaupallisesti saatavilla monille eri proteiineille, mutta niiden laatu vaihtelee vasta-
aineesta riippuen ja joskus myds eri valmistuserien vélilld. Joissakin testeissi jopa 20

- 35 % vasta-aineista on osoittautunut huonolaatuisiksi (Park, 2009).

Kromatiinin pilkkoutumiseen yleensd vaikuttaa sen rakenne, silld tiukemmin pakkau-
tuneet osat hajoavat helpommin kuin 10yhemmit osat. Téstd johtuen saatetaan frag-
mentteja saada epéatasaisesti joistakin osista kromatiinia (Park, 2009). Fragmenttien pi-
tuus aiheuttaa myos resoluutio-ongelmia, koska proteiinit sitoutuvat yleensd vain 6-20

emdisparin pituiselle alueelle (Furey, 2012).

Immunopresipitaatiovaiheessa tulevia virheiti koetetaan eliminoida analyysivaiheessa
kayttimalld erikseen kisiteltdvid kontrollindytteitd, joita on kolmea yleisesti kiytettyd
tyyppid. Selvésti yleisintd on kéyttdd kontrollina pilkottua nidyte-DNA:ta, jolle ei tehdd
immunopresipitaatiota (input DNA). Toinen tapa on kéyttdd kontrollina niyte-DNA:ta,

jolle on tehty immunopresipitaatio ilman vasta-ainetta. Kolmas tapa on kiyttdd DNA:ta



immunopresipitaatiosta, joka on tehty epéspesifiselld vasta-aineella proteiinille, jonka
ei pitdisi sitoutua DNA:han. Input-DNA on kuitenkin selvisti kdytetyin ja se korjaa

kromatiinin pakkautumisesta ja pilkkoutumisesta johtuvia vaihteluita. (Park, 2009)

2.2.2 Sekvensointi (seq)

Sekvensoinnin (sequencing, seq) tarkoituksena on muodostaa halutusta DNA:sta si-
td vastaava tietokoneella kisiteltivd merkkijono. Genominlaajuista sekvensointia var-
ten ChIP:std saadusta DNA:sta tdytyy valmistaa DNA-kirjasto, jota tehdessd valikoi-
daan tietyn pituiset (yleensd noin 150 - 300 emésparia pitkit) fragmentit (Park, 2009).
Valmistettu DNA-kirjasto sekvensoidaan NGS-sekvensointilaitteella (Kuva 1E-F). Se-
kvensointiin on olemassa muutama laitekohtainen, hieman toisistaan poikkeava mene-

telma (ks. Metzker, 2010). Perusidea laitteissa on kuitenkin sama.

Yksinkertaistettuna sekvensoinnissa kirjaston DNA:ta monistetaan templaateiksi, jon-
ka jdlkeen templaattien sekaan lisdtddn yksitellen virjittyjd emdksic. Emikset sitou-
tuvat vastinpariinsa templaatissa. Jokaisen emiksen lisdyksen jidlkeen otetaan korkea-
resoluutioinen kuva, jossa emiksen lisdyksestd johtuvat virinmuutokset nikyvit. Ku-
vatiedostot muunnetaan emdstunnistajalla (base caller) sekvensseiksi. Lopputuloksena
saadaan tiedosto halutun pituisia merkkijonoiksi koodattuja DNA-sekvensseji eli sek-
venssilukemia (sequence read). Saatu sekvenssilukema ei siis ole koko alkuperdisen
DNA-fragmentin pituinen vaan tietyn mittainen osa fragmentin alkupdisti. Niin kaik-
ki lukemat ovat samanpituisia riippumatta fragmenttien pituuksista. Joillakin laitteilla
DNA-sekvenssien lisdksi saadaan myo6s kullekin sekvenssin nukleotidille laatuarvot,
jotka kertovat milld varmuudella nukleotidi on méidritetty oikein. Mahdollisia laatuar-
voja voidaan kdyttdd hyodyksi myohemmin dataa késiteltdessid. (Metzker, 2010). Se-
kvensointivirheitd tapahtuu nykyisin harvoin (Park, 2009), mutta sekvensointilaitteissa
on eroja. Esimerkiksi Illuminan sekvensointilaite tuottaa huonolaatuisia nukleotideja

sekvenssilukeman loppupiihén (Furey, 2012).

Sekvenssilukemat esitetddn usein fastq-formaatissa (Cock ym., 2010). Kuvassa 2 on
annettu niyte fastq-formaatissa olevasta sekvenssilukematiedostosta. Ensimmaéinen ri-
vi on sekvenssin ID ja siind on yleensd my0s muuta tietoa sekvenssistd. Téssd ta-
pauksessa se sisdltdd esimerkiksi tietoa sekvensointilaitteesta ja sekvenssin pituuden.
Toinen rivi on itse sekvenssi. Kolmas rivi alkaa +-merkilld ja voi sisdltdd saman tie-

don kuin ensimméinenkin rivi. Neljds rivi kertoo laatuarvon jokaiselle nukleotidille



sekvenssissd. Laatuarvoina kidytetddn ASCII-merkkejd, joista jokainen vastaa tiettyd
lukuarvoa. Koodeina kiytetyt lukuarvot ja niitd vastaavat ASCII-merkit ovat ehtineet

vaihdella sekvensointimenetelmien elinkaarien aikana.

Sekvenssilukemia saadaan sekvensoinnin seurauksena nykyisin tilauksen mukaan, tyy-
pillisesti 30 miljoonaa lukemaa. Lukemien méérédn yhteydessid puhutaan usein sekven-
soinnin syvyydestd, joka kertoo miten paljon lukemia sekvensoinnin halutaan tuotta-
van. Sopivaa syvyyttd sekvensoinnille on hankala mééritelld, mutta jos proteiinilla on
monta sitoutumispaikkaa, niin yleensd tarvitaan enemmaén lukemia, jotta saadaan sa-
manlainen lukematiheys jokaiselle sitoutumisalueelle. Liian vihdinen lukemien méird

puolestaan vaikeuttaa piikkien tunnistamista.

Perustapauksessa sekvensointi tapahtuu vain templaatin toisesta paisté (ns. single-end
sequencing), mutta sekvensointi voidaan suorittaa myods templaatin molemmista piis-
td (ns. paired-end sequencing) (Fullwood ym., 2009). Jalkimmdiselld tavalla saadaan
muiden hyotyjen (ks. Korbel ym., 2007) liséksi parannettua esimerkiksi sekvenssin
genomiin rinnastuksen oikeellisuutta (Li ja Homer, 2010). Kéytinndssd molemmista
pdistd tehtdvilld sekvensoinnilla saavutetut edut ovat kuitenkin védhiisid suhteessa sen

aitheuttamiin suurempiin kustannuksiin ja tyoméaaraén.

Sekvensoinnista saadun raakadatan laatua voidaan arvioida kdyttdmaélld olemassa ole-
via laadunvarmennustyokaluja. Esimerkkind FastQC-laadunvarmennustyokalulla voi-
daan muun muassa koostaa yhteenveto sekvenssilukemien nukleotidien laatuarvoista ja
laskea sekvenssikopioiden lukuméirid. Tyokalujen tulosten perusteella voidaan luoda

yleiskuva datan kiyttokelpoisuudesta ja miettid mahdollisten lisékisittelyjen tarvetta.

2.3 Datan analysointi

ChIP-seq-datan analysoinnin pédtavoitteena on etsid ChlP-seq-piikkejd, jotka kertovat
mihin kyseessd oleva proteiini kohdesolujen DNA:ssa sitoutuu. Tétd ennen sekvens-
silukemat tiytyy kuitenkin rinnastaa tutkittavan elion, esimerkiksi thmisen, genomiin,

jotta lukemille saadaan niiden genomiset osoitteet.
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2.3.1 Genomiin rinnastus

Genomiin rinnastuksen (Genome alignment) tavoitteena on 10ytda jokaisen sekvenssi-
lukeman alkuperiinen sijainti tutkittavan elion genomisessa DNA:ssa. Nidin sekvens-
silukemiin saadaan liitettyd niiden genomiset koordinaatit eli missd kromosomissa ja
missd kohden kromosomia ne sijaitsevat. Kaikista seuraavaan sukupolven sekvensoin-
timenetelmistd, myos ChIP-sekvensoinnista, tulevat datat tdytyy rinnastaa genomiin.
Rinnastukseen on kehitetty useita eri tyokaluja, jotka kiyttidvét eri algoritmeja. Osa
rinnastustyokaluista soveltuu paremmin ChIP-seq:lle ja osa muille NGS-menetelmille.
Li ja Homer (2010) ovat tehneet kattavan vertailun eri rinnastustyokaluista algoritmei-
neen. Rinnastusalgoritmit ovat tasapainoilua tarkkuuden, nopeuden, muistinkidyton ja
joustavuuden suhteen, joista eri rinnastusalgoritmit painottavat eri asioita (Park, 2009).
ChIP-seq-datalle sopii esimerkiksi Bowtie-tyokalu (Langmead ym., 2009). Bowtie
kdyttdd indeksoitua genomia saavuttaakseen nopean rinnastuksen ja se sallii myos pie-
nid médrid erilaisia yhteensopimattomuuksia sekvenssilukeman ja genomin sekvenssin

vililla.

Liian lyhyet sekvenssilukemat saattavat tuottaa ongelmia rinnastusvaiheessa. On tutkit-
tu, ettd 25 nukleotidin pituisista sekvenssilukemista vain noin 80 % on ainutlaatuisia
(ts. kyseinen sekvenssi esiintyy genomissa vain yhden kerran), kun taas 43 nukleo-
tidin pituisista sekvenssilukemista ainutlaatuisten osuus on jo 90 % (Whiteford ym.,
2005). Mitd enemmaén ainutlaatuisia sekvenssilukemia saadaan, sitd vihemmin tulee
useaan sijaintiin rinnastuvia sekvensseji ja yliedustettuja sekvenssejd. Yliedustetuilla
sekvenssilukemilla tarkoitetaan lukemia, jotka alkavat tismilleen samasta kohtaa ge-
nomia. Ainutlaatuisten lukemien osuutta kaikista lukemista kutsutaan joskus rinnas-
tettavuudeksi (mappability). Yksi syy huonoon rinnastuvuuteen ovat lyhyet genomi-
set toistojaksot, joita on erityisesti nisdkkiilla. Esimerkiksi ihmisen DNA:sta 52 % on
toistuvajaksoista. Lyhyet sekvenssilukemat rinnastuvat siis suuremmalla todennédkoi-

syydelld toistojaksoihin ja tdtd myotd useaan paikkaan genomissa (Park, 2009).

Ongelmallisista sekvenssilukemista rinnastusvaiheessa pyritddn yleensid poistamaan
genomiin rinnastumattomat sekvenssilukemat. Useaan eri sijaintiin rinnastuville se-
kvensseille puolestaan arvotaan yksi paikka monesta yhti todennikoisestd sijainnista.
Yliedustetut sekvenssit voidaan poistaa joko rinnastuksen tai piikkien haun yhteydes-
sd. Poisto kuitenkin jitetddn yleensd piikkien hakuvaiheeseen. Yliedustetut lukemat

poistetaan, koska ei ole varmuutta johtuuko yliedustus biologiasta vai onko kyseessd
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kirjaston luonnissa tapahtunut virhe. Yliedustuksen poisto on siis tasapainoilua todel-

listen lukemien hdvidmisen ja menetelmisté johtuvan artefaktin minimoimisen kanssa.

Rinnastuksen jilkeen dataa voidaan ensimmadisen kerran hyvin visualisoida ja silmai-
madrdisesti tutkia. Esimerkki ihmisen genomiin rinnastetusta datasta on Kuvassa 3.
Kuvan visualisointi on tehty Interactive Genomics Viewer (IGV) -tyokalulla (Robin-
son ym., 2011). Kuvassa jokainen harmaa suorakulmio on yksi sekvenssilukema, joka
on rinnastettu kyseiseen kohtaan genomissa. Kuvan genomisessa sijainnissa on paljon
lukemia eli todennékdinen piikki, mutta sen voi varmuudella sanoa vasta piikkien haun

jélkeen. Piikkien hakua on kisitelty tarkemmin seuraavassa aliluvussa.

2.3.2 ChIP-seq-piikkien haku

Piikkien haun tarkoituksena on l16ytdd genomiset alueet, joihin on rinnastunut enem-
min sekvenssilukemia kuin puhtaan sattuman kautta olisi odotettavissa (Furey, 2012).
Piikkien hakua varten rinnastetusta sekvenssilukemadatasta muodostetaan numeerinen
lukemasignaali. Lukemasignaali saadaan laskemalla jokaiselle genomiselle sijainnille
sithen osuvien sekvenssilukemien miird. Ndin lukemasignaali on vahva alueilla, jois-
sa on paljon lukemia ja heikko alueilla jossa on vihin lukemia. Ympéristostddn mer-
kitsevisti poikkeavat, vahvan lukemasignaalin alueet muodostavat piikkejd, jotka ker-
tovat tutkittavan transkriptifaktorin vahvasta sitoutumisesta kyseiseen sijaintikohtaan.
Transkriptiofaktorit sitoutuvat yleensd myds enemmaén tai vihemmin sattumanvarai-
sesti ympédri genomia, mikd aiheuttaa kohinaa (noise). Kohinan vaikutusta pyritddn
minimoimaan, tilastollisilla testeilld sekd vihentdmilld nédytteen signaalista kontrolli-

nidytteen vastaava signaali.

Piikit luokitellaan yleensd kolmeen eri luokkaan: pistemdisiin, leveisiin ja niiden yh-
distelmiin. Transkriptiofaktori-ChIP-seq:ssi pyritddn saamaan pistemiisid piikkeji eli
vahvoja mutta kapeita signaaleja. Pistemdisyys on seurausta siitd ettd transkriptiofak-
torit, muutamaa poikkeusta lukuunottamatta, sitoutuvat lyhyeen 6-20 emésparin mit-
taiseen DNA-jaksoon (Furey, 2012). Tamé lyhyt DNA-jakso on jokaiselle transkriptio-
faktorille omanlaisensa ja sitd kutsutaan sitoutumismotiiviksi (binding motif). Sitoutu-
mismotiivin ansiosta lukemien pitiisi kasautua pddasiassa pienelle alueelle kyseisten
motiivien ldheisyyteen ja nidkyd pistemiisind piikkeini. Piikeille lasketaan usein huip-
pupiste (summit), joka on vahvimman signaalin omaava yksittdinen nukleotidi piikin

sisdlld. Huippupiste mielletdén usein transkriptiofaktorin varsinaiseksi sitoutumispai-
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kaksi (Zhang ym., 2008).

Piikkien haussa piikkikandidaatteja karsitaan tutkimalla, onko kandidaattialueelle ker-
tyneiden lukemien lukumédrd merkitsevésti suurempi kuin puhtaan sattuman perus-
teella olisi odotettavissa. Kidytinnossi suoritetaan tilastollinen hypoteesin testaus, jon-
ka tuloksena saatava p-arvo heijastaa sattuman todennikoisyyttd. Useiden piikkikandi-
daattien tilastollinen testaus johtaa kuitenkin ns. moninkertaisen testauksen ongelmaan
(multiple testing -problem, ks. esim. Shaffer, 1995), jolloin epéaitojen, mutta merkitse-
vyystestin ldpdisseiden piikkien lukuméird kasvaa. Ongelmaan on esitetty useita, mut-
ta el yhtddn universaalisti tyydyttdvad ratkaisua. Ongelman vuoksi piikkien hakuun
on useita eri tyokaluja algoritmeineen, joista osa on keskittynyt tietynlaisiin piikkei-
hin. Eri tyokalujen vélilld ei kuitenkaan ole huomattavia eroja (Wilbanks ja Facciot-
ti, 2010). Park:n (2009) mukaan hyvi tyokalu ottaa huomioon sédiekohtaiset vaihtelut,
kontrollindytteen ja mahdollisesti my0s rinnastettavuuden. Yksi esimerkki piikinha-
kutyokaluista on aiemmin pelkistdédn kapeisiin piikkeihin erikoistunut MACS (Zhang

ym., 2008), joka ottaa huomioon kontrollindytteet ja sdiekohtaiset vaihtelut.

Saiekohtaiset vaihtelut johtuvat DNA:n kaksisdikeisyydesti, jossa toinen sdie on toi-
sen peilikuva. Kun DNA:ta ChIP-seq:ssd sekvensoidaan, tulee sekvenssilukema mo-
lemmista sdikeistd. Koska sekvensointi tapahtuu vain toisesta pédsti ja se on vain osa
alkuperdistd fragmenttia, tulee eri sdikeiden vilisille lukemille yleensd fragmentin pi-
tuuden verran vélid toisiinsa. Piikkiin pitdd yhdistdd signaali molemmista sdikeisté.
Yhdistys tehddin yleensi joko pidentimélld molempien sdikeiden lukemia fragment-
tien keskipituudella tai siirtdamilld lukemia eteenpiin puolella fragmentin keskipituu-
desta. Nditd sdiekohtaisia vaihteluita ja siirtoratkaisua on esitetty Kuvassa 4. (Pepke
ym., 2009)

Mahdollisen kontrollindytteen huomioon ottaminen on tdrkedssd roolissa piikkien
haussa, koska sekvenssilukemien jakauma ei ole tdysin satunnainen. Tami johtuu sii-
td ettd proteiinien taustasitouminen ei ole tdysin satunnaista, mikd puolestaan johtuu
esimerkiksi aiemmin ChIP:n yhteydessid mainitusta kromatiinin pakkautumisesta. Pel-
killd satunnaistaustalla, ilman kontrollindytettd, laskettuja piikin lukuarvoja, kuten p-
arvoa, ei pidetd luotettavina. Joissakin tapauksissa pelkédn satunnaistaustan kéytto saat-
taa johtaa jopa kertaluokan kokoisiin virheisiin (Kharchenko ym., 2008). Kontrolli-
ndytteen avulla saadaan siis varmemmin poistettua kohinaa ja laskettua tarkempi sig-

naalin rikastumisen suhde taustaan verrattuna (fold enrichment).
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Kuva 4: Periaatekuva sekvenssilukemien sdiekohtaisesta vaihtelusta (A-C) ja sen otta-

misesta huomioon piikkien haussa (D-E).

Eri piikkien hakualgoritmeille on tehty vertailuja, mutta ne ovat osoittautuneet haasta-
viksi. Piikkien hakutyokalun suorituskykyé mitataan yleensi kahdella eri tavalla: joko
lasketaan saatujen piikkien etdisyyshajonta ldhimpéén sitoutumismotiiviin tai validoi-
daan osa piikkialueista kiyttden apuna polymeraasiketjureaktiota (Polymerase chain
reaction, PCR) (Park, 2009). PCR:1l4 validointi on kuitenkin nykyisin harvinaistunut.
Pienten parannusten tehokkuutta piikkien hakualgoritmeissa on hankala verrata, kos-

ka eri datakokoelmille on vain vihédn varmennettuja sitoutumispaikkoja. Tdmin vuoksi
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esimerkiksi Wilbanks ja Facciotti (2010) ovat esittdneet, ettd paras tapa vihentdd vii-
rien piikkien ja kohinan madridd on parantaa tutkimusasettelua ja ndytteiden késittelyd

sekd suurentaa biologisten replikaattien méérad algoritmien kehittelyn sijasta.

2.3.3 Jatkoanalyysit ja tulosten tulkinta

Piikkihaun jdlkeinen analysointi vaihtelee suuresti. Jatkoanalyysi riippuu siitd, mitd
tutkittavien transkriptiofaktoreiden sitoutumisella halutaan saada selville. On kuitenkin
asioita, jotka vaikuttavat sithen mitd ChIP-seq-piikeistd:std voidaan ja mitd ei voida

tutkia.

Tulosten tulkinnassa kannattaa ottaa huomioon tarvittavien solujen suuri maird. Koska
soluja on paljon, piikit kuvaavat transkriptiofaktorin keskiarvoista sitoutumista solupo-
pulaatiossa. Yksittdisten solujen vililld tiedetdiin olevan vaihtelua, mutta yksittdisten
solujen piikkijakaumia ei pystytd ChIP-seq:d kdyttimalld erottamaan (Furey, 2012).
Pieni piikki saattaa siis kuvastaa joko vahvaa sitoutumista pienessid osassa soluja tai
heikkoa sitoutumista kaikissa soluissa (Farnham, 2009). Eri solutyyppien, esimerkiksi
maksa- ja suolistosolujen, vilisid sitoutumiseroja voidaan siis tutkia vain solupopulaa-
tioita kdyttden. Yksittdisid soluja verratessa solutyyppien viliset sitoutumiserot ovat

useimmiten selvempid kuin samantyyppisid soluja verrattaessa (Furey, 2012).

ChIP-seq:11d ei myoskdidn voida tutkia kuin yhtd transkriptiofaktoria kerrallaan. Tu-
loksista ei siis voida paitelld onko kyseessid pelkistdén tutkittavan transkriptiofaktorin
sitoutuminen eli suora sitoutuminen vai muiden proteiinien avulla tai niiden kanssa ta-
pahtuva sitoutuminen eli epdsuora sitoutuminen. Tulokset eivit myodskdédn paljasta si-
toutumisen vakautta eli miten helposti sitoutuminen tapahtuu tai purkautuu. Tuloksista

ei voida myOskiin suoraan tulkita sitoutumisen tarkoitusta. (Furey, 2012)

ChIP-seq soveltuu hyvin transkriptiofaktoreiden sitoutumismotiivien tutkimiseen. Joil-
lekin transkriptiofaktoreille on saatu sitoutumismotiivi selville tutkimalla pieni maird
kyseisen transkriptiofaktorin tunnettuja sitoutumispaikkoja ja katsomalla mistéd nukleo-
tideistd ne muodostuvat (Farnham, 2009). ChIP-seq:n avulla pystytdin tutkimaan suu-
rempi maara sitoutumispaikkoja ja mahdollisesti parantamaan tunnettujen sitoutumis-
motiivin oikeellisuutta. On huomattu, ettd transkriptiofaktorit sietdvét jonkin verran
vaihtelua sitoutumismotiivissaan. Tdmén vuoksi kunkin transkriptiofaktorin sitoutu-

mismotiivi esitetdin yleensd matriisina, jossa on annettu kunkin eméksen esiintymis-
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tiheys jokaisessa sitoutumismotiivin kohdassa (Furey, 2012). Esimerkiksi Kuvassa 5
on esitetty TCF7L2-transkriptiofaktorin sitoutumismotiivi sekd matriisina ettd kuva-
na. Mitéd isompi kirjain kuvamuodossa on muihin verrattuna, sitd yleisempi ja sithen

perustuen tirkedmpi kyseinen nukleotidi on transkriptiofaktorin sitoutumisessa.

Esiintymistiheysmatriisin avulla voidaan annetulle sekvenssille laskea todennékdoisyys
sille, sitoutuuko transkriptiofaktori siihen. Isoa sitoutumistodennikoisyyttd pidetdén
yleisesti mittarina sitoutumisen voimakkuudesta (affinity) ja tdllaisten alueiden olete-
taan tuottavan vahvempia signaaleja (Furey, 2012). Sitoutumismotiiveja on kuitenkin,
etenkin nisdkkdiden genomissa, yleensd paljon enemmén kuin 16ydettyjd sitoutumis-
paikkoja (Farnham, 2009). Tdmai voi johtua siitd ettd vain tietyt osat genomista ovat
soluissa kulloinkin kéaytossd. On my0s alueita, joissa voi olla vahva ja kapea signaali
ilman sitoutumismotiiviakin, mutta sitoutumisen syiti ei tiedetd. Solujen mééréan vuok-
si kyseessi tuskin kuitenkaan on vain sattumanvarainen sitoutuminen (Farnham, 2009).

Tillaiset poikkeustapaukset voivat joskus olla hyvinkin mielenkiintoisia tutkittavia.

AGATCAAAGES=S

A C G T

0.832 0.013 0.097 0.058
0.005 0.501 0.485 0.009
0.737 0.002 0.001 0.260
0.022 0.002 0.001 0.975
0.001 0.901 0.095 0.003
0.997 0.001 0.001 0.001
0.989 0.005 0.005 0.001
0.995 0.001 0.003 0.001
0.058 0.001 0.940 0.001
10 0.203 0.135 0.592 0.070
11 0.280 0.307 0.356 0.057
12 0.445 0.197 0.165 0.193

OCOSNNGOUPAWNE

Kuva 5: TCF7L2-transkriptiofaktorin 12 eméisparin pituinen sitoutumismotiivi esitet-
tynd kuvana (ylld) ja matriisina (alla).
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3 Ydinestimointi

Téssd luvussa kuvataan ydinestimoinnin perusperiaatteet sekd ydinestimoinnin para-
metrien valintamenetelmid. Luvussa keskitytddn vain yksiulotteiseen dataan, koska
moniulotteisen datan ydinestimoinnille ei timén opinndytetyon puitteissa ole tarvet-

ta. Lopuksi tarkastellaan ydinestimoinnin kdyttéd ChIP-seq-analyyseissd.

3.1 Ydinestimoinnin perusidea

Ydinestimointi (Kernel density estimation, KDE, ks. esim. Silverman, 1986) on tiheys-
funktion estimointimenetelmad, jolla voidaan kuvata datan jakauma. Tuloksena saata-
vaa ydinestimaattia voidaa pitidi histogrammin jatkuvana yleistyksend. Ydinestimointi
on parametriton menetelmi, miké tarkoittaa sitd ettei tiheysjakauman tarvitse noudat-
taa jotain tiettyd muotoa, jonka kuvaamiseen riittdisi joukko parametreja. Menetelmén
ovat alunperin kehittineet Rosenblatt (1956) ja Parzen (1962).

Perusideana ydinestimoinnissa jokaisen datapisteen lahiympéristoon sijoitetaan paikal-
linen tiheysjakauma, joiden yhdistelminé saadaan koko dataa kuvaava tiheysjakauma.
Yksittdisen pisteen vaikutus riippuu paikalliselle tiheysjakaumalle eli ytimelle vali-
tusta muodosta eli ydinfunktiosta (kernel function) ja ytimen leveydestd (bandwidth).
Ydinestimoinnin toimintaa on havainnollistettu Kuvassa 6. Kuvan tapauksessa ydines-
timaatti on laskettu vain neljélle datapisteelle, jotta ydinestimoinnin toimintaa on hel-
pompi havainnollistaa. Kuvassa jokaisen datapisteen (oranssilla) kohdalle on sijoitettu
gaussinen ydin, jonka leveys on 1 (katkoviiva). Nami yksittdiset ytimet yhdistetdin

ydinestimaatiksi, joka nikyy kuvassa yhtendiseni viivana.

Histogrammiin verrattuna ydinestimaatti on kehittyneempi tapa arvioida tiheyttd, kos-
ka tiheyden kuvaaja on jatkuva ja pehmed. Ydinestimaatti ei myodskédédn riipu histo-
grammin tavoin estimaatin aloituskohdasta tai valittujen luokkavilien leveydestd (Sil-
verman, 1986). Lisédksi ydinestimaatissa on vihemmaén harhaa (bias) (Sheather, 2004).
Ydinestimointi on kuitenkin laskennallisesti haastavampi. Parametrittomana menetel-
mind ydinestimoinnissa ei ole jakaumaoletuksia, mutta ydinestimointia varten jou-
dutaan silti valitsemaan kaksi estimaatin pehmeyteen ja muotoon vaikuttavaa tekijaa:

ydinfunktio ja ytimen leveys.

Mikili 1-ulotteinen data koostuu pisteistd (X7, ..., X,,) saadaan ydinestimaatti f pis-
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Kuva 6: Ydinestimointia havainnollistava kuva yksinkertaisella fiktiiviselld aineistol-
la. Ydinestimointiin on kdytetty gaussista ydintd ja ytimen leveyttd 1. Datapisteet on
asetettu kohtiin 2, 3, 5 ja 8.

teessd x kaavalla

1 & —X;
D=k (7).

missd K on kiytetty ydinfunktio ja 2 on ytimen leveys. Ydinfunktiolta K vaaditaan

/K(x)dle,

jotta estimaatti on jatkuva (Silverman, 1986; Sheather, 2004). Koska ydinestimaatti saa

ettd se toteuttaa ehdon

myOs ytimen ominaisuudet, valitsemalla ytimeksi nollan suhteen symmetrisen toden-
nidkoisyysjakauman, myos ydinestimaatista tulee todennikdisyysjakauma (Silverman,

1986). Téllaisessa tapauksessa ydin tdyttdd myos symmetrisyysehdot
/mK(m)dsz ja

/:pZK(x)dx = 1y (K) >0,
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missid 2 (K) > 0 on funktion K odotusarvo. (Sheather, 2004). Ytimen vaikutus tulok-
seen on loppujen lopuksi vihdinen, mutta sen valinta vaikuttaa esimerkiksi tilanteissa,
jossa estimoitava tiheys ei ole oikeasti symmetrinen (Silverman, 1986). Ytimen leveys
puolestaan méairittdd miten paljon annettu estimaatti pehmentéé/tasoittaa tiheyttd. Yti-
men leveys on tirkein tekijd ydinestimoinnissa (Sheather, 2004). Erilaisia ydinfunk-

tioita ja ytimen leveyden midrittiminen on késitelty erikseen luvuissa 3.2 ja 3.3.

Tavanomaisessa ydinestimoinnissa kédytetddn samaa ytimen leveyttd koko datas-
sa, mutta on olemassa my0s mukautuvan leveyden ydinestimointi (adaptive/variable
bandwidth kernel density estimation). Mukautuvan leveyden ydinestimoinnissa leveyt-
td sdddellddn datan mukaan estimaattia muodostettaessa (ks. esim. Terrell ja Scott,
1992; Sain ja Scott, 1996). Mukautuvuus saadaan aikaiseksi ottamalla huomioon ki-
sittelysséd olevan datapisteen etdisyys valinnaiseen miéirdin 1dhimpid datapisteitid. Es-
timaatin laskenta on tédstd syystd mukautuvalla leveydelld hieman monimutkaisempaa

kuin kiinteilld leveydella.

3.2 Ydinfunktiot

Ydinestimointiin on olemassa erilaisia ydinfunktioita. Taulukossa 2 on listattuna niisti
tavallisimpia ja kuvassa 7 on esitettynd niiden kuvaajat. Kaikki esitetyt ydinfunktiot

ovat symmetrisid nollan suhteen ja kaikkialla ei-negatiivisia.

Taulukko 2: Tavallisimpia ydinestimoinnissa kdytettyjd ydinfunktioita.

Ydin Ydinfunktio K(x)
Laatikko £,jos |z| < 1, muulloin 0
Kolmio 1 — |z|,jos |z| < 1, muulloin 0
Gaussinen \/%6_(1/2)9”2
Epanechnikov | 2 (1 - éx2> /V/5,jos || < v/5, muulloin 0

Laatikkoydintd kutsutaan naiiviksi estimaattoriksi. Sitd kdyttamailld tiheyskuvaajasta
ei tule pehmed vaan porrasmainen (Silverman, 1986), mutta se on todella yksinker-

tainen toteuttaa. Epanechnikovin ydintd (Epanechnikov, 1969) pidetdin optimaalisena
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—— gaussinen

i —— Epanechnikov
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Kuva 7: Kuvassa on esitetty taulukossa 2 esitetyt ydinfunktiot kuvaajina. Ytimen leveys
on 0,1. Téssd tapauksessa on yksi havainto asetettu pisteen 0,5 kohdalle, ja sille on
laskettu ydinestimaatti eri ydinfunktioilla.

(Silverman, 1986) ja sen nopea nollautuminen pienentdd ytimen vaikutusaluetta ver-
rattuna gaussiseen ytimeen. Gaussinen ydin ei teoriassa ikini tdysin nollaudu, joten
sen vaikutus ulottuu kauaskin varsinaisesta havainnosta. Kidytdnnossd sen hdnnit voi-
daan kuitenkin katkaista helpottamaan laskentaa (ks. esim. Ramachandran ja Perkins,
2013).

On kuitenkin huomattu ettei edes laatikkoydin ole paljon Epanechnikovin ydinti huo-
nompi todellisen tiheysjakauman esittimisessi (Silverman, 1986). Ydinfunktion valin-
ta ei siis ole tuloksen kannalta niin tdrked tekija kuin ytimen leveyden valinta. Ytimen
valinnassa voi kuitenkin halutessaan miettia muita ominaisuuksia, kuten esimerkiksi

laskennallista vaativuutta (Silverman, 1986).

Tissi esitetyt ydinfunktiot ovat yleisimmin kéytettyjd, mutta ydinfunktioita on muita-
kin ja tarvittaessa ydinfunktioita voi muodostaa my0s itse. Ydinfunktioiden ei myos-
kddn aina tarvitse olla positiivisia ja/tai symmetrisid (Silverman, 1986) ja joskus kysei-

sistd ehdoista voi olla tarvetta joustaa.
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3.3 Ytimen leveyden valinta

Ytimen leveyden valintaan on olemassa joitakin yleisid valintaperiaatteita, joiden li-

sdksi on kehitetty myos automaattisia leveydenmééritysmenetelmid.

3.3.1 Yleiset valintaperiaatteet

Ydinestimoinnin tulokseen vaikuttaa eniten ytimen leveys ja siksi ytimen leveyden va-
linta on erittédin tirked osa ydinestimointia (Sheather, 2004). Liian kapea ydin alipeh-
mentdd estimaattia (undersmoothing), miki tekee ydinestimaattorista piikikkédédn. Lii-
an leved ydin puolestaan ylipehmentdd ydinestimaattia (oversmoothing), mika peittda
kaikki datan yksityiskohdat. Kuvassa 8 on esitettynd nimé kaksi eri déritapausta sa-
moilla datapistelld. Kuvassa 8A on ihan liian kapea ydin, miké tekee ydinestimaatista
piikikk&én ja tdysin yksittdisten ytimien mukaisen. Kuvassa 8B on puolestaan liian le-
ved ydin, miké tekee havainnoista ydinestimaatissa samaa massaa hévittden yksityis-
kohtia. Perusteltaessa tuloksia estimaateilla on kuitenkin syytd varoa pehmentamisti
litkaa, koska lukija pystyy silménvaraisesti tasoittamaan enemmaén, mutta ei toisinpdin
(Silverman, 1986).

Kayttdja voi itse valita ytimen leveyden, mutta on olemassa myds automaattisia mene-
telmid sopivan ytimen leveyden méirittamiseksi. Kédyttdjin itse tekemét valinnat voivat
olla hyvii tilanteissa, joissa on jo arvioita siitd millainen datan tiheyden muoto on (Sil-
verman, 1986). Tillaisessa tapauksessa tarkastellaan joitakin eri leveyksilld laskettuja
tiheyksid, joiden perusteella valinta tehdddn. Automaattiset menetelmét on kehitetty
helpottamaan ydinestimoinnin kdyttod, vihentdméin tarvetta valita leveys sen mukaan
miki “ndyttdd hyviltd” sekd parantamaan aloittelijoiden tekemid estimaatteja (Terrell,
1990). Lisédksi automaattiset menetelmét auttavat, kun tehdédédn isoja méérid analyyseja

monelle eri datalle (Silverman, 1986).

3.3.2 Automaattiset leveydenméiiritysmenetelmiit

Automaattisissa menetelmissd méadritetddn joko yksi kiinted leveys koko datalle (fixed
bandwidth KDE) tai ytimen leveytti muutetaan perustuen datan paikalliseen tihey-
teen (adaptive/variable KDE). Kiintedn leveyden ydinestimoinnissa joudutaan ytimen

leveyttd optimoimaan harvojen alueiden alipehmennyksen ja tiheiden alueiden yli-
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Kuva 8: Ytimen leveyden vaikutus ydinestimaattiin. A:ssa on kapea ydin (ytimen le-
veys =0.1) ja B:ssé leved ydin (ytimen leveys = 2). A:ssa yksittdiset ytimet jadvéat ydin-
estimaatin alle. Molemmissa tapauksissa on kiytetty gaussista ydintd. Huomattavaa on
eroavaisuus Kuvaan 6, jossa on kidytetty samoja datapisteita.

pehmennyksen vililld. Téstd syystd automaattisissa menetelmissid joudutaan kiytti-

méin jonkinlaista virhemittaria leveyden oikeellisuuden/virheellisyyden méirittimi-

seksi. Mukautuvan leveyden ydinestimaateilla véltetddn optimointi tiheiden ja harvo-

22



jen alueiden vililld, koska ytimen leveys on aina paikallinen riippuen datapisteiden

tiheydesti.

Menetelmid automaattiseen leveydenmaiiritykseen on kehitetty vuosien saatossa usei-
ta, mutta optimia ratkaisua mééritykseen ei ole vield kehitetty. Aiheesta 10ytyy lisétie-
toa esimerkiksi seuraavista ldhteistd Silverman (1986); Jones ym. (1996); Rudzkis ja
Kavaliauskas (1998); Sheather (2004); Raykar ja Duraiswami (2006).

Automaattiset leveydenmidritysmenetelmét on yleensd johdettu jostakin virhefunk-
tiosta (Jones ym., 1996). Yleisimmin kéytetyt virhefunktiot ovat integroitu neliovir-
he (ISE, integrated squared error), integroitu keskineliovirhe (MISE, mean integrated
squared error) ja MISE:sti johdettu asymptoottinen integroitu keskineliovirhe (AMISE,
asymptotic mean integrated squared error) (Sheather, 2004). Koska ydinestimoitavan
datan todellista tiheyttd ei tiedetd vield leveyttd madritettdessd, joudutaan virhefunk-

tioissa tiheyden paikalla kdyttdmééan approksimaatioita.

Yksinkertaisimmat tavat saada leveys miiritettyd ovat niin kutsutut peukalosidinnot,
joissa kidytetddn apuna joitakin datasta saatavia tunnuslukuja leveyden midrittamiseksi.

Erids esimerkki on Silvermanin peukalosidinto
~1/5
hSilverman = 0.9An / 5

jossa A:n tilalle sijoitetaan datan ldhekkiisyyttd kuvaavia tunnuslukuja, kuten keski-
hajonta (Sheather, 2004; Silverman, 1986). Peukalosdinnot kuitenkin tuottavat useim-

missa tapauksissa ylipehmennettyjd estimaatteja (Sheather, 2004).

Muita hieman vanhempia tapoja leveyden maédrittimiseksi ovat erilaiset ristiinvali-
dointimenetelmit. Esimerkiksi pienimmdn neliosumman ristiinvalidointi (least squares
cross-validation) perustuu ISE:n kahden ensimmadisen termin minimoimiseen. ISE:n
toinen termi vaatii estimaatin syotteend, joten sen tilalla kdytetdédn arvioita estimaa-
tista jattamalld yksi datapiste kerrallaan pois (Jones ym., 1996; Sheather, 2004). Ris-
tiinvalidoinnilla saa yleensi tulokseksi useita minimikohtia (Sheather, 2004). Useista
minikohdista suurimman lokaalin minimin on huomattu toimivan paremmin kuin glo-
baalin minimin (Jones ym., 1996; Rudzkis ja Kavaliauskas, 1998). Kédytdnnossa ristiin-
validoinnit ovat hitaita laskea suurille dataméérille, koska joudutaan laskemaan useita

arvioestimaatteja (Sheather, 2004).

Ristiinvalidointien hitauden vuoksi on kehitetty nopeampia menetelmid. Esimerkki-
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ni tillaisista ovat sijoitusmenetelmdit (plug-in methods), joissa on virhefunktion tunte-
mattomat muuttujat korvataan estimaateilla. Esimerkiksi AMISE:ssa tuntemattomana
muuttujan on tiheysfunktion toinen derivaatta, jolle annetaan arvoksi jokin pilottiesti-
maatti eli helpolla menetelmilld mééritetty ldhtdarvo. Eri sijoitusmenetelmét eroavat
siind, miten pilottiestimaatin leveys valitaan. Yksi tapa on laskea pilottiestimaatin le-
veys kiyttden peukalosdint6jd. Sijoitusmenetelmit tuottavat yleensd pehmedmpii es-

timaatteja kuin ristiinvalidointimenetelmét (Sheather, 2004)

Automaattisia leveydenméiritysmenetelmid on paljon enemmén kuin mitéd tdssd on
mainittu. Huomioitavaa kuitenkin on, ettd leveyden méirittelemiseksi ei ole vuosikym-
menien kehittdmisen ja keskustelun jidlkeenkdidn 16ydetty kaikkeen sopivaa ja parasta
menetelmid. Yleensd kuitenkin suositellaan laskemaan monta eri estimaattia eri tavoil-
la ja tarkastelemaan sitten ovatko ne dataan ja kdyttotarkoitukseen sopivia (Sheather,
2004).

3.4 Ydinestimoinnin kiytto ChIP-seq analyyseissa

Biologisen datan monimutkaisuuden ja mééran vuoksi bioinformatiikassa on siirryt-
ty kiyttiméén edistyneitd datan analysointi- ja koneoppimismenetelmiéd (Tarca ym.,
2007). Tamai on johtanut myds ydinestimointia hyvéksikédyttdviin bioinformatiikan me-
netelmiin. ChIP-seq-data-analyysiinkin on kehitetty muutamia ydinestimointia hyvak-
sikdyttdvid tyokaluja, jotka ovat keskittyneet piikkien hakuun sekvenssilukemadatasta
(Valouev ym., 2008; Boyle ym., 2008; Ramachandran ja Perkins, 2013). Menetelmien
kdytostd ja yleisyydestd ei kuitenkaan ole tietoa. Piikkien koostamiseen ei ole aiem-
min kehitetty ydinestimointia hyodyntdvid menetelmid, minka vuoksi tdssd keskitytidin

melkein samankaltaisiin piikkien hakuun kehitettyihin menetelmiin.

Suurin ongelma ydinestimoinnin kiytdssd genomiselle datalle on leveyden valinnassa.
Kehitetyt automaattiset menetelmit leveyden médrittimiseen eivét toimi, koska data on
liian harvaa koko genomin mittakaavassa (Boyle ym., 2008). Téstd syystd on piikkien
haussa ehdotettu ytimen leveydeksi kiinteitd arvoja kuten 30 (Valouev ym., 2008) tai
etsittdvien alueiden suuruudesta laskettuja arvoja (Boyle ym., 2008). Pienehkot kiinteét
ytimet tuottavat kuitenkin ongelmia vihdéisten lukemien alueilla, joissa my0s yksittéi-
set lukemat saavat enemmin painoarvoa. Ratkaisuksi Ramachandran ja Perkins (2013)

ovat kehittdneet mukautuvan ytimen ydinestimointia kdyttavin menetelmin, joka ot-
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taa huomioon seitsemin ldhimmén sekvenssilukeman etdisyyden laskiessaan ytimen
leveyttd jokaiselle datapisteelle. Mukautuvan ytimen ydinestimoinnin avulla saadaan
siis aina datasta riippuva leveys, joka ei ole liian leved eikd siten hévitd litkkaa yk-
sityiskohtia. Tdmin perusteella mukautuvan ytimen menetelmé vaikuttaisi paremmin

soveltuvalta sekvenssilukemadatan késittelyyn.

Pienempi ongelma ydinestimoinnin kiyttdmiselle on se, ettd ydinestimointi tarvitsee
pistemadistd dataa, jota sekvenssilukemadata ei ole. Téhin ratkaisuna on ollut joko ot-
taa fragmentin oletettu keskikohta (Boyle ym., 2008) tai sekvenssilukeman alkukohta
(Ramachandran ja Perkins, 2013; Valouev ym., 2008) edustamaan kutakin sekvenssi-

lukemaa.

Genomisen datan kanssa haasteena ovat siis samat ongelmat kuin ylipdédnsd ydinesti-
moinnissa. Ydinestimoinnista on kuitenkin niin vihin kokemusta bioinformatiikassa,
ettei ongelmiin ole tarjolla mitdédn systemaattiseen tutkimukseen perustuvia ohjenuo-

ria.
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4 Uusi menetelma ChIP-seq-piikkidatan koostamiseen

Tissd luvussa kdydéan 1dapi ChIP-seq-piikkien koostamista ja esitelldén uusi ydinesti-
mointiin perustuva menetelméd ChIP-seq-piikkien koostamiseen. Lopuksi kdydéén 1dpi

muita ChIP-seq-piikkien koostamis- ja vertailumenetelmid.

4.1 Koostamisen ja vertailun ero

Tarve ChIP-seq-piikkien koostamis- ja vertailumenetelmille on syntynyt vasta viime
aikoina julkisen datan méddridn kasvettua. Yleinen kiyttotarkoitus julkiselle datalle on
niiden piikkien samankaltaisuuden tai paillekkdisyyden tarkastelu vertailemalla piik-
kejd eri tutkimusten kesken. Iso osa olemassa olevista menetelmisti ja kirjallisuudesta
keskittyy nédytteiden vertailuun. Téstéd syystd on tarpeellista tismentdid eroavaisuuksia

vertailun ja koostamisen vililla.

ChIP-seq-piikkien koostamisella tarkoitetaan monesta eri ChIP-seq-tutkimuksesta saa-
tujen piikkien yhdistdmistd yhdeksi koosteeksi. Tdma tarkoittaa, ettd eri tutkimuksista
tulleet samalla alueella genomissa sijaitsevat piikit ovat koosteessa yhteni koostepiik-
kind. Koostamisessa pyritddn siis saamaan aikaiseksi kaikkia koostamisessa mukana
olevia niytteitd kuvaava kooste. Vertailtaessa puolestaan yritetdédn etsid tilastollisesti
merkitsevid eroavaisuuksia tai samankaltaisuuksia ChIP-seq-piikkien ja tulosten vilil-
14. Térkedd on huomata, ettd kooste voi toimia myos pohjana vertailulle ja muille tut-
kimuksille. Erilaisia koostamis- ja vertailumenetelmid késitellddn tarkemmin luvussa
4.3.

4.2 ConsensusSummit-menetelma

Tédmin tutkimuksen tuloksena kehitettiin uusi, ydinestimointiin perustuva
ConsensusSummit-menetelméd, joka voi koostaa usean ChIP-seq-kokeen piik-
keji. Menetelmdd on kédytetty aiemmin julkaisussa (Tuoresmiki ym., 2014) D-
vitamiinireseptorin sitoutumisen tutkimiseen yhdistimalld usean eri tutkimuksen
dataa. Julkaisussa ei kuitenkaan paneuduttu menetelmén yksityiskohtiin kovinkaan

tarkasti ja menetelmii on sittemmin kehitetty lisda.
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ConsensusSummit-menetelméi koostuu viidestd vaiheesta: 1) Esiprosessoinnista 2)
Ydinestimoinnista, 3) Ydinestimaatin maksimikohtien etsinndstd, 4) Koostepiikkien
muodostuksesta seki 5) Loppuprosessoinnista. ConsensusSummit-menetelmén periaa-
te on esitetty Kuvassa 9. Perusidea on seuraava: Piikkien (Kuva 9A, oranssit laatikot)
huippupisteistd (Kuva 9A, mustat pisteet) lasketaan ydinestimaatti (Kuva 9B), jonka
maksimikohdista muodostetaan koostepiikit piikkikoosteeseen (Kuva 9C). Vilitulok-
sena saatava ydinestimaatti on kooste jo itsessdin, mutta hakemalla maksimikohdat

saadan koostepiikin keskustalle tarkempi sijainti.

ConsensusSummit-menetelmén syotteend ovat ChIP-seq tutkimuksista analysoidut pii-
kit sekd ytimen leveys, kdytettdvd ydinfunktio, diskretisoinnin ikkunakoko seké tut-
kittavan elion kromosomien pituudet. Ensimmdiisessd vaiheessa eli esiprosessoinnis-
sa data muunnetaan ConsensusSummit-menetelmén vaatimaan muotoon eli ChIP-seq-
piikeistd kerdtddn tiedot piikkien kromosomeista ja huippupisteiden sijainneista. Me-
netelmissd hyodynnetdin vain huippupistettd, koska ydinestimointi vaatii pistemiisti
dataa. Huippupiste on tdhidn tarkoitukseen hyvid, koska se on valmiiksi pistemdinen
sijainti ja se vastaa suurimman signaalin omaavaa nukleotidia kussakin piikissé. Esi-
merkiksi kahden huippupistedatan (Taulukot 3 ja 4) yhdistelméni saatu data on esitetty

Taulukossa 5.

Toisessa vaiheessa kdytetddn ydinestimointia luomaan estimaatti piikkien huippupis-
teiden tiheydestd (Algoritmi 1). Piikkien huippupisteiden tiheyden avulla voidaan
madritelld koostepiikkien sijainnit kromosomeittain. Ydinestimointi tehddén kromo-
someittain, koska kromosomit ovat fyysisestikin erillisid ja niilld on jokaisella oma
nukleotidikoordinaatistonsa. Esimerkiksi merkintd chr1:553021 tarkoittaa kromoso-
min 1 nukleotidid 553021 ja merkintd chr2:553021 vastaavasti kromosomin 2 nukleo-
tidid 553021. Kromosomit ovat my0s erittdin pitkid (esimerkiksi thmiselld kymmenid
miljoonia nukleotidejd), minki takia ydinestimaatin laskeminen ja kisittely jokaiselle
nukleotidille on hankalaa. Suurta kokoa pienennetidin diskretisoimalla kromosomit tie-
tyn nukleotidiméiran mittaisiksi ikkunoiksi. Kdyttdjd maardd diskretisoinnin méérén.
Jokaisen huippupisteen sijainti sekd ydinestimoinnin ytimen leveys kisitelldén diskre-

tisoinnin muodostamien ikkunoiden tarkkuudella.

Kolmannessa vaiheessa diskretisoidusta ydinestimaatista etsitdin maksimikohdat.
Maksimikohtien etsintddn kiytetddn Algoritmia 2. Maksimikohdat etsitddn ns. liuka-
valla ikkunalla diskretisoidusta ydinestimaatista. Liukavan ikkunan leveyden kiytta-

ja saa valita. Jos kéyttdjd on esimerkiksi valinnut ydinestimaatin diskretisoimisen 20
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Taulukko 3: Kuvitteellinen esimerkki piikeistd ChIP-seq-kokeessa 1.

Kromosomi ‘ Alku ‘ Loppu ‘ Pituus ‘ Huippupiste ‘ Nimi

chrl 852038 852337 300 852113 | Hek293_piikkil
chrl 877029 877470 442 877315 | Hek293_piikki2
chrll 114835604 | 114835890 287 | 114835748 | Hek293_piikki3
chr20 307885 308140 256 307983 | Hek293_piikki3
chrX 10584575 | 10584745 171 10584642 | Hek293_piikki4

Taulukko 4: Kuvitteellinen esimerkki piikeistd ChIP-seq-kokeessa 2.

’ Kromosomi \ Alku \ Loppu \ Pituus \ Huippupiste \ Nimi ‘
chrl 877231 877401 171 877314 | Mcf7_piikkil
chrl0 21907990 | 21908156 167 21908090 | Mcf7_piikki2
chrl2 3002257 | 3002475 219 3002359 | Mcf7_piikki3
chr20 599628 599949 322 599791 | Mcf7_piikki4
chr21 15269032 | 15269210 179 15269120 | Mcf7_piikki5

Taulukko 5: Esimerkki kokeista 1 ja 2 kerdtyistd huippupisteistd ydinestimointia var-

ten.

Kromosomi ‘ Huippupisteet ‘
chrl 852113, 877314, 877315
chr10 21908090
chrll 114835748
chrl2 3002359
chr20 307983, 599791
chr21 15269120
chrX 10584642
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Algoritmi 1 Ydinestimaatin muodostus

Syote:

w // lkkunan leveys

h // Ytimen leveys

K // Ydinfunktio

cd=A{l,.. Iy} // Kromosomien pituudet

// X:t ovat kromosomin huippupisteet
h/LL’LpUt[l] = {Xl,la ey Xl,lkm1}

huiput[N] = {Xn1, ..., XN ikmy }

Tuloste:

// wlkm = kyseisen kromosomin pituus / w
// ja e on estimaatin arvo kyseisessd ikkunassa

6[1] = {61,17 ) el,wlkml}

e[N] = {€N,1, --~>€N,wlkmN}

Metodi:

fori =1to N do
y = len(huiput|i]
for k. =1toydo

) // Huippupisteiden lukumdicird kromosomissa i

//ikkos() muuntaa huipun sijainnin vastaavaksi ikkunaksi
huiputlil[k] = ikkos(huiput[i][k], w)

end for
for j = 1 to cl[i] +~ w do
elills] = gk i K (
end for
end for
return e

j—huiput[k]
h
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nukleotidin tarkkuuteen ja maksimin etsinnéssd kdytettdvin liukuvan ikkunan kooksi
10, etsitddn maksimia nukleotideissd mitattuna silloin 200 nukleotidin alueelta. Koska
maksimin etsinndssd kdytetdidn diskretisoitua estimaattia, on sen antama maksimikoh-
takin nukleotideissid mitattuna vain diskretisoinnin tarkkuudella oikein. Liukuvasta ik-
kunasta johtuen maksimikohtien ja siten myds koostehuippujen etdisyys toisistaan voi

olla minimissdin puolet maksimi-ikkunan koosta.

Algoritmi 2 Maksimikohtien etsintd ydinestimaatista

Syote:

e // Algoritmin 1 tuloste

m // Liukuvan ikkunan leveys
Tuloste:

// M:t ovat estimaatin huippukohtia kyseisessd kromosomissa
huippukohdat[1] = { M1, ..., M1 1m, }

huippukohdat[N] = {Mn.1, ..., MN ikmy }

Metodi:
for: =1to N do
for alku = 1 to len(e[i]) — m do
loppu = alku +m
tmp = maksimikohta(e[i], alku, loppu)
if ((tmp > 0) and (tmp # loppu) and (tmp ¢ huippukohdat[i])) then
lisdd tmp huippukohdat[i]:hin
end if
end for
end for
return huippukohdat

Apufunktio:
maksimikohta(taulukko, alku, loppu)
// Palauttaa 0, jos maksimi < 0 koko taulukossa
y=20
max = 0
for i = alku to loppu do

if taulukkoli] > max then

Yy=1

end if
end for
return y

Koska ydinestimaatti kuvaa huippupisteiden tiheyttd, ovat estimaatin maksimikohdat
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lahelld piikkien huippupisteitd. Nidin ollen mitd suurempi estimaatin maksimiarvo on,
sitd enemmin estimaatti-ikkunan ldhelld on piikkien huippupisteitd. Saaduista mak-
simikohdista tehdédédn koostepiikkien keskikohtia. Koostepiikkien keskikohdista muo-
dostetaan piikkejd lisidmélld niihin kdyttdjdn valitsema miird nukleotidejd molempiin
suuntiin. Jos kéyttdjdlld on esimerkiksi koostepiikin keskus chr1:55510 ja kédytetdédn sa-
dan nukleotidin levennystd, tulee kyseisen koostepiikin sijainniksi chr1:55410-55610.

Koostepiikin leveys voi riippua myos valitusta ytimen leveydesti.

Loppuprosessointivaiheessa poistetaan koostepiikkien pééllekkdisyyksid ja lisidtddn
koostepiikkeihin tietoa. Péddllekkdisyys voi tuottaa hankaluuksia my6hemmin, joten
piikkien pédllekkdisyys tidytyy poistaa. Pddllekkdisyys poistetaan katkaisemalla pail-
lekkdiset koostepiikit pdillekkdisen alueen puolivilistd ja jakamalla katkaistu osa
koostepiikkien kesken. Esimerkiksi jos kyseessd olisivat pééllekkdiset piikit chrl:
55410-55610 ja chrl: 55600-55800, tulee niistéd paillekkdisyyden poiston jilkeen chrl:
55410-55605 ja chrl: 55606-55800. Koostepiikin keskustan sijaintiin ei puututa. Tie-
don lisdykselld puolestaan tarkoitetaan alkuperiisten piikkitietojen lisddmistd koos-
tepiikkeihin. Tdma tapahtuu esimerkiksi etsimélld koostepiikin alueelle osuvat alku-
perdisten piikkien huippupisteet. Ndin saadaan selville mikéd huippupiste vaikutti mi-
hinkin koostepiikkiin. Alkuperdisten huippupisteiden avulla voidaan puolestaan kerétd
muitakin tietoja alkuperdisistd piikeistd, esimerkiksi piikin leveys tai lukemasignaa-
lin voimakkuus. Tarvittavat tiedot voi valita sen mukaan, mitd koosteella on tarkoitus
tehda.

ConsensusSummit-menetelmédn hyvéind puolena on, ettd kaikki koosteeseen kiytet-
taviat ChIP-seq-kokeet voidaan késitelld samanaikaisesti. Lisdksi ChIP-seq-kokeiden
madra el vaikuta laskenta-aikaan kovinkaan merkittavisti, koska kokeet lisddvit vain
piikkien huippupisteitd ydinestimaattiin, joka joudutaan huippupisteiden méérasta riip-
pumatta laskemaan koko genomille. ConsensusSummit-menetelméssd on myds puut-
teita. Erids rajoitus on diskretisoinnista johtuva epétarkkuus, jota voi yrittdd viahentdd
pienemmilla diskretisointivililld, mutta timé kuluttaa enemmaén muistia. Toinen vaih-
toehto epétarkkuuden pienentdmiseksi on laskea koostepiikkiin kuuluvien alkuperiis-
ten huippupisteiden sijaintien keskiarvo ja kdyttdd sitd maksimikohdan sijasta. Toinen
menetelmén rajoitus on ettei se salli tulosten péivittdmistd jdlkikdteen uusilla ChIP-
seq-piikkidatoilla. Jos uusien ChIP-seq-kokeiden tuloksia halutaan lisitd koosteeseen,

tdytyy koosteen laskenta suorittaa kokonaan uudestaan.
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4.3 Muita koostamis- ja vertailumenetelmia

Varsinaisia koostamismenetelmid on olemassa todella vihian, mutta kahden eri ChIP-
seq-kokeen tulosten vertailumenetelmiéd on useampia. Koostamista on tiettdvisti tehnyt
vain ENCODE-projektin konsortio (ENCODE Project Consortium, 2012). Konsortio
on tehnyt jokaiselle projektissa tutkitulle transkriptiofaktorille koosteen kyseisen trans-
kriptiofaktorin sitoutumispaikoista genomissa. Sitoutumispaikat on kuitenkin esitetty
koosteessa karkealla resoluutiolla eli ne kertovat transkriptiofaktorin sitoutumisalueen
vain suuntaa-antavasti. Koosteet ovat julkisesti saatavilla ja niitd kdytetddn myohem-

min vertailuun tissi esitettivin ConsensusSummit-menetelmin kanssa (Luku 5).

ChIP-seq-kokeiden vilisid vertailumenetelmid on sen sijaan monia. Eri vertailumene-
telmilld pyritddn esimerkiksi médrittdiméédn transkriptiofaktorin sitoutumisen saman-
kaltaisuutta eri soluissa tai selvittiméddn kahden eri transkriptiofaktorin sitoutumi-
sen riippuvutta toisistaan. Kaikki vertailumenetelmét perustuvat parittaisiin vertailui-
hin ChIP-seq-kokeiden kesken (ks. esim. Maehara ym., 2012; Shao ym., 2012; Chi-
kina ja Troyanskaya, 2012). Vertailut ovat osoittautuneet haasteelliseksi sekd ChIP-
seq-menetelmistd (Chen ym., 2015) ettd analyysitavoista johtuvista syistd (Shao ym.,
2012). Analyysiperdisistd syistd keskeisin on itse piikin madritelmé, koska piikkejd
tunnistaessa joudutaan valitsemaan piikin p-arvolle jokin raja. Raja-arvosta johtuen
voi toisesta néytteestd tulla piikki ja toisesta ei, vaikka niytteiden vélilld ei olisi suurta
eroa (Shao ym., 2012). Tdmé ongelma on vaikein kun halutaan vertailla useita ndytteitd

keskendin.

Perinteinen menetelmi kahden ChIP-seq-kokeen vertailuun on laskea piikkien pail-
lekkdisten nukleotidien méérd joko absoluuttisesti tai suhteutettuna piikin leveyteen
(ks. esim. Johnson ym., 2007). Téhén vertailumenetelméén vaikuttaa esimerkiksi piik-
kien leveys, joka voi vaihdella paljonkin piikkien hakumenetelmaésti riippuen (Chikina
ja Troyanskaya, 2012). Perinteisen tavan heikkouksien vuoksi on kehitetty parempia

menetelmii, jotka pureutuvat erilaisten ongelmien ratkaisuun.

ChIP-seq-kokeiden samankaltaisuuden mittaamiseen sopii esimerkiksi Chikinan ja
Troyanskayan (2012) kehittdmid menetelmd, joka perustuu etdisyyksien ja piillek-
kiisyyden tarkasteluun verrattavien ChIP-seq-piikkidatojen piikkien kesken. Menetel-
missd pyritddn vihentdméin piikkien leveyden vaikutusta ottamalla aina 1dhimmit pii-
kit tarkasteluun riippumatta siitd ovatko ne pidillekkéin vai eivit. Menetelmin tulokse-

na saadaan p-arvojakauma piikkien ldhekkdisyydestd. Jakauman perusteella voi tehdd
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johtopditoksid ndytteiden samankaltaisuudesta.

Toinen samankaltaisuutta mittaava menetelmi on esimerkiksi MAnorm (Shao ym.,
2012). MAnorm perustuu ChIP-seq-piikkien sekvenssilukemasignaalin normalisoin-
tiin kahden ChIP-seq-kokeen kesken. MAnorm kéyttdd normalisoinnin apuna verrat-
tavien datojen yhteisid eli samassa sijainnissa olevia ChIP-seq-piikkeja. Normalisointi
tehddédn skaalaamalla molempien kokeiden lukemasignaalit yhteisten piikkien lukema-
signaalien voimakkuuserojen ja ChIP-seq-kokeiden sekvenssilukemien kokonaisméaa-
rien suhteiden avulla. Normalisoitujen lukemasignaalien vuoksi MAnorm:lla voidaan

tutkia my0s yksittdisten ChIP-seq-piikkien vilisid sitoutumiseroja.

Vertailumenetelmilld voidaan tutkia myos eri transkriptiofaktoreiden vilisid riippu-
vuussuhteita. Esimerkiksi Maehara ym. (2012) kehittamid menetelma kayttdd riippu-
vuuden tutkimiseen kahden ChIP-seq-kokeen ldahimmadisten piikkien vélistd etdisyys-
hajontaa. Etdisyyshajontaan lasketaan etdisyys jokaisesta verrattavan ChIP-seq-kokeen
piikistd 1ahimpédn piikkiin verrokkikokeessa. Piikkien etdisyyshajonnan muodon pe-
rusteella voidaan péitelld esimerkiksi onko verrattavan transkriptiofaktorin sitoutumi-
nen verrokista riippumatonta, verrokin sitoutumista tehostavaa vai verrokin sitoutumis-

ta heikentdvaa.

Vertailumenetelmid ei kuitenkaan ole yleensd suunniteltu useamman kuin kahden
ChIP-seq-kokeen tapauksia varten. Parittaisten vertailujen tekeminen usean eri kokeen
kesken on tyoldstd, mitéd voisi helpottaa tekemilld yhteisen koosteen vertailun pohjaksi.
ChIPComp (Chen ym., 2015) on menetelmi, joka tekee ensin yhdisteen (unioni) kai-
kista vertailuun kiytettdavien ChIP-seq-kokeiden piikkialueista. Yhdisteen muodosta-
mistapaa ei ole artikkelissa tarkemmin kuvattu. Yhdistettd verrataan pareittain kaikkiin
tutkimuksen ChIP-seq-kokeiden piikkeihin, miké vihentdi tehtivien vertailujen méé-
rdd huomattavasti. ChIPComp:in yhdistettd voi pitdi erddnlaisena koosteena. Koosteen
avulla saadaan vertailuun mukaan kaikki genomiset sijainnit, joissa edes yhdessi niyt-
teessd on piikki. Pelkdstidin kahden nédytteen vertailuun kehitetyt menetelmit ohittavat

tamin yhteisen koosteen tekemisen.

ChIPComp eroaa ConsensusSummit-menetelméstd siind, ettd se kdyttdd unionin teke-
miseen koko piikkid, piikkien huippupisteiden sijasta. ChIPComp:in kiyttotarkoitus
on myos suppeampi kuin ConsensusSummit-menetelmén, koska ChIPComp:in unio-
ni toimii vain menetelmdn omana aputydkaluna. ConsensusSummit-menetelméin ta-

voitteena on kuitenkin olla hyddyllinen myos esimerkiksi motiivien sitoutumisen tar-
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kastelussa, miki vaatii koosteelta tarkempaa sitoutumispaikkatietoa kuin kokonaisten
piikkien unioni. Koska piikkien huippupisteiti pidetdédn transkriptiofaktorin varsinai-
sina sitoutumispaikkoina, saadaan huippupisteiden avulla tehdystéd koosteesta tarkkaa

tietoa varsinaisesta sitoutumispaikasta.
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5 ConsensusSummit-menetelmin empiirinen testaus

ConsensusSummit-menetelméd el ole analysoitu laajemmin, joten on syyti tarkastella
sen toimivuutta ja hyotyji. Tédssd luvussa on tarkoituksena médrittdd sopivia paramet-
reja ConsensusSummit-menetelmaélle seki testata menetelmén toimintaa esimerkiksi

vertaamalla menetelmiin tuottamia tuloksia vertailukelpoiseen aineistoon.

5.1 Tavoitteet ja menetelmiit

Testauksessa oli kaksi eri kokonaisuutta. Ensimmaéinen kokonaisuus keskittyi menetel-
mén parametreihin ja toinen kokonaisuus tulosten analysointiin seki vertailuun muiden

tutkimusten kanssa.

Parametrien testauksessa tavoitteena oli selvittdd hyvid ohjenuoria menetelmén para-
metrien valintaan seké tarkastella parametrien vaikutusta tuloksiin. Parametreissa tut-
kitaan erityisesti ydinestimoinnin ytimen leveyttd, eri ydinfunktioita sekd tuloksena
saatavan koostepiikin leveyttd. Koostepiikin leveys on vaikea miirittdd tarkasti, joten
ensin tutkittiin miten monikertainen koostepiikin leveys kannattaa valita ytimen le-
veyteen nihden. Testissd koostepiikkien leveys pidettiin 200 emésparissa ja gaussisen
ytimen leveyttd kasvatettiin 20:std emisparista 50:een emispariin. Koostepiikkien le-
veyden valinnan tulosta kiytettiin hyodyksi, kun testattiin ytimen ja ytimen leveyden
vaikutusta tuloksiin. Ytimen leveys testattiin erikseen gaussisella, Epanechnikov- seké
kolmioytimelld. Ytimen leveyttd kasvatettiin 20:std 150:een eméspariin ja koostepiik-

kien leveys pidettiin kymmenkertaisena ytimen leveyteen nihden.

Mittareina parametrien testauksessa kéytettiin koostepiikkien, paillekkdisten kooste-
piikkien sekd koostepiikkien alkuperdisten huippupisteiden lukumééria. Koostepiik-
kien lukuméiirésséd pyrittiin mahdollisimman pieneen lukuun pitden huippupisteiden
méidrén eri piikeissd mahdollisimman korkeana. Samalla pééllekkdisid koostepiikkejd
pitdisi olla mahdollisimman véhin ja piikittomid huippupisteitd ei mielelldédn ollen-
kaan. Ndilld mittareilla pyrittiin saamaan koostaminen yhdistiméén piikkejd mahdolli-
simman hyvin, kuitenkaan tekemétti koostepiikeistd levedmpii tai kapeampia kuin on

tarpeen.

Toisena kokonaisuutena oli menetelmén tuottamien tuloksien tarkastelu, joka oli jaet-

tu kahteen osaan. Ensimmiisend keskityttiin sitoutumismotiiveihin. Koska testausdata
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on TCF7L2-transkriptiofaktorin (vanhalta nimeltdédn TCF4) ChIP-seq-dataa, tutkittiin
TCF7L2:n motiivin esiintyvyyttd. Motiivi on esitetty aiemmin Kuvassa 5. Sitoutumis-
motiiveja pidetddn transkriptiofaktorin varsinaisena sitoutumispaikkana, joten motiivin
esiintymisti piikeissd kdytetddn usein perustelemaan piikin oikeellisuutta. Téstd syys-
td tarkasteltiin motiivien esiintyvyyttd koostepiikeissd ja verrattiin miten ldhelld mo-
tiivit olivat koostepiikkien keskustaa verrattuna alkuperiisten piikkien huippukohtiin.
Etdisyydelld koostepiikin keskustaan pyrittiin selvittdmiidn tarkentaako koostaminen
piikkejd kohti motiiveja. Samalla tarkasteltiin yleisesti sitoutumisen riippuvuutta mo-
titvista. TCF7L2 motiivin etsintdin piikeistd kiytettiin HOMER-tyokalua (Heinz ym.,

2010), jonka mukana tulleistd motiivitiedostoista kdytettiin TCF4:n motiivia.

Toisen kokonaisuuden toisessa osassa verrattiin tulosten yhdenmukaisuutta ENCO-
DE:n (ENCODE Project Consortium, 2012) tuottamien sitoutumisalueiden kanssa.
Vertailussa keskityttiin erityisesti ENCODE:n sitoutumisalueiden ja tdssd muodostet-
tujen koostepiikkien péillekkdisyyteen. Vertailuun on hyvit edellytykset, koska mo-
lemmat vertailtavat alueet/piikit on muodostettu samasta datasta. Padllekkidisyyttd tut-
kittiin sekd nukleotidien ettd sitoutumisalueiden/koostepiikkien tarkkuudella. Yhden-

mukaisuuden mittarina kéytettiin kaavoja

“CTwEn " M)
W (P+,E-)

jossa W (P—, E+) on alueiden/nukleotidien méird, joissa on ENCODE-alue ilman
ConsensusSummit-koostepiikkid, W (E+) on ENCODE-alueiden/nukleotidien
kokonaismddrd, W (P+,FE—) on alueiden/nukleotidien —mé&drd, joissa on
ConsensusSummit-koostepiikki ilman ENCODE-aluetta ja W (P+) on kooste-
piikkien tai niiden nukleotidien kokonaismadrd. Lisdksi tutkittiin sellaisia alueita,

joissa on vain joko ENCODE:n alue tai tissé tutkimuksessa tuotettu koostepiikki.

Testausta varten ConsensusSummit-menetelmé toteutettiin R-ohjelmointikielelld (R

Core Team, 2014), jonka valmiit funktiot nopeuttivat menetelmén toteutusta.
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5.2 Datan kuvaus

Testaukseen kiytetty ChIP-seq-raakadata koostui ENCODE-projektin TCF7L2-
transkriptiofaktorin seitseméstd eri solulinjasta. Datat ovat saatavilla NCBI:n SRA-
tietokannasta (Ks. Liite 1) ja tunnistenumerot datan 16ytamiseksi on esitetty Taulukossa
6. TCF7L2 valittiin sekd tutkimusryhmén kiinnostuksesta kyseisté transkriptiofaktoria
kohtaan etti vertailukelpoisen tulosten olemassaolon vuoksi. Raakadatojen solutyypit,
sekvenssilukemien médrit ja niitd kuvaavat parametrit on esitetty Taulukoissa 7 (Nayt-
teet) ja 8 (Kontrollit). Parametreini niytteille ovat sekvenssilukemien rinnastuvuus ge-
nomiin, pitkkien méiri, piikkien keskietdisyys seuraavaan piikkiin seki piikkien keski-
pituus. Kontrollindytteille on sekvenssilukemien lisdksi ilmoitettu vain kontrollityyppi

sekd sekvenssilukemien rinnastuvuus genomiin.

Taulukko 6: Testauksessa kiytettyjen ChIP-seq-datojen SRA-tietokannan GSM-
tunnistenumerot.

’ Solulinja ‘ Nayte-GSM ‘ Kontrolli-GSM ‘
HepG2 GSM782122 | GSMO017343
HCT-116 GSM782123 | GSMS817344
HEK293 GSM782124 | GSM935586
Hela-S3 GSM816436 | GSM818744
Hela-S3 c9b9 | GSM935625 | GSMS818744
PANC-1 GSM816437 | GSM935617
MCEF-7 GSMS816438 | GSM935485

Raakadata rinnastettiin genomiin kéyttden Bowtie-tyokalun (Langmead ym., 2009)
versiota 1.0.1. Rinnastusvaiheessa poistettiin kaikki sekvenssilukemat, jotka eivit rin-
nastuneet genomiin tai rinnastuivat moneen paikkaan genomissa. Taulukoissa 7 ja 8
on ilmoitettu, kuinka monta prosenttia alkuperiisistd lukemista jdi kyseisten poistojen

jélkeen jiljelle.

Piikkien hakuun kaytettiin MACS-tyokalun (Zhang ym., 2008) versiota 2 (MACS2).
Piikkien hakua varten seki kontrolli- ettd ndytereplikaatit yhdistettiin keskendén. En-
nen piikkien hakua poistettiin samasta kohdasta alkavat lukemat kéyttien MACS?2 ole-
tusarvoja. Sekvenssilukemien méédrd myos skaalattiin MACS2-oletuksia kédyttden niyt-
teen ja kontrollin vélilld pienempéddn maardin. MACS2:ssa piikkien hyviksimisrajana
kéytettiin parametria q < 0,01. Piikkien médrit ja niistd lasketut lukuarvot on esitetty
Taulukossa 7. Piikkejd saatiin yhteensa 77881 kappaletta. Niistd vield poistettiin mito-

kondriaalisen DNA:n piikit, joita oli yhteensd 7 kappaletta. Koostamista varten saatiin
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siis yhteensd 77874 piikkia.

5.3 Tulokset

Tuloksissa kidydddn ensin ldpi parametrien valinta ja niiden vaikutus, jonka jdlkeen

esitetddn motiivihaun ja ENCODE yhteenmukaisuuden tulokset.

5.3.1 Parametrien vaikutus tuloksiin

Ensimmadisend testind oli midrittdd miten monikertainen koostepiikin leveyden kan-
nattaa olla ytimen leveyteen nihden. Tulokset on esitetty Kuvassa 10. Koostepiikkien
madrin ja niiden piillekkdisyyden viheneminen oli odotettavissa kasvatettaessa yti-
men leveyttd koostepiikin leveyden pysyessd vakiona (Kuvat 10A ja 10B). Vihene-
minen johtuu siitd, ettd ydinestimaatti muuttuu ylipehmentédviksi samalla yhdistden
huippupisteitd laajemmalta alueelta. Piikkiméérissi tapahtuu erikoinen hyppiys noin
27 emdsparin leveisen ytimen kohdalla. Hyppiys nikyy piikkimiirissi ja padllekki-
sissd piikeissd nousuna, mutta piikittomien huippupisteiden madrdssd laskuna. Hyp-
pidyksen syysti el ole varmuutta, mutta kuvaajien kdyttdytymisestd voidaan péaitelld
ettd todennikoisesti kyseiselld leveydelld syntyy piikittdmien huippupisteiden kohdal-
le uusia koostepiikkeji, jotka meneviit toistensa tai jo olemassaolevien koostepiikkien

kanssa paillekkdin.

Kéantopuolena pelkilld ytimen levittimiselld on Kuvaajan 10C ilmi6. Kuvaajasta ni-
kyy koostepiikkien alueelle kuulumattomien alkuperdisten huippupisteiden méédran
kasvu, kun ytimen leveys kasvaa. [lmio johtuu koostepiikkien kapeudesta verrattuna
alueeseen, jolta leved ydin piikkejd yhdistdd. Eli koostepiikkejd on vihédn ja ne ovat
my0s kapeita, jolloin alkuperidiset huippupisteet eivit endi sijoitu koostepiikkien alu-
eelle. Kuvaajasta 10C nidhdéin, etti ytimen leveyteen verrattuna alle kymmenkertaiset

koostepiikkien leveydet alkavat kasvattaa koostepiikittomien huippupisteiden maarii.

Seuraavaksi testattiin ytimen leveyden vaikutusta koostepiikkeihin kolmella eri ytimel-
14. Koostepiikin leveydeksi valittiin 10 kertaa ytimen leveys. Tulokset on esitetty Ku-
vassa 11. Kuvaajasta 11A voidaan nihdi, ettd koostepiikkien méird pienenee ytimen
leveyden kasvaessa. Kaikilla ytimen leveyksilld koostepiikkeihin kuulumattomat huip-

pupisteet pysyvit kohtalaisen pienissd lukemissa, kasvaen hieman mentéessd yli sa-
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dan emisparin levyisiin ytimiin (Kuvaaja 11C). Huippupisteiden méérd on kuitenkin
moninkerroin pienempi kuin kapeamman koostepiikkileveyden tapauksessa (vrt. luku-
madrit Kuva 10C vs. Kuva 11C). Pédllekkéisten piikkien osalta tilanne on mielenkiin-
toisempi, silld noin 30 emésparin levyinen ydin néyttéisi tuottavan véhiten padllekkii-
sid piikkejd (Kuvaaja 11B). Lisidksi samassa 30 emisparin ytimen leveydessd myos
piikkien kokonaismidrin lasku loivenee. Eri ytimien vélilld ei ole suuria eroja, pois lu-
kien Epanechnikovin ytimen pienemmat koostepiikkien ja pééllekkiisten koostepiik-

kien madrit.

Edellisen perusteella otettiin ldhempéén tarkasteluun 20, 30 ja 80 levyiset ytimet. Nii-
den lukuarvoja on esitetty Taulukossa 9. Taulukosta selvidd koostepiikkien kokonais-
madrd tarkastelluilla leveyksilld gaussisella, Epanechnikovin ja kolmioytimelld. Ko-
konaismaédrit vaihtelevat noin 52 000 koostepiikistd noin 58 000 koostepiikkiin. Li-
siksi taulukkoon on laskettu myos paillekkdisten koostepiikkien miirét, vierekkiisten
koostepiikkien keskietdisyydet seki jaoteltu koostepiikit niiden sisédltimien alkuperiis-
ten huippupisteiden lukuméérien mukaan. Vaikka koostepiikittomien huippupisteiden
madrd pyrittiln minimoimaan, oli jokaisessa koosteessa silti muutamia alkuperiisid
huippupisteitd, jotka eivét sijoittuneet koostepiikkien alueelle. Ndiden koostepiikkei-
hin kuulumattomien huippupisteiden lukumiirét on ilmoitettu taulukon viimeisessi

sarakkeessa.

Saadut koostepiikkien lukuméirét tarkoittavat, ettd parametreistd riippuen noin 20 000
- 26 000 alkuperdistd piikkid sulautui uusiin koostepiikkeihin. Vierekkiisten kooste-
piikkien keskietdisyyksissd oli eroa Epanechnikovin ja kahden muun ytimen vililld
joitakin satoja eméspareja riippuen ytimen leveydestd. Epanechnikovin ydin muodos-
taa siis samasta piikkidatasta vihemmin koostepiikkeji, jotka ovat oletetuksen mu-
kaisesti kauempana toisistaan. Koostepiikkien etdisyyshajonta on todella suurta, joka
johtuu oletettavasti alkuperdisten piikkien keskittymisestd geenien ldheisyyteen. Kes-
kittyminen tuottaa paljon lyhyitd etdisyyksid, mutta lisdd samalla pitkien etdisyyksien

midridd ja mittaa.

Yhden huippupisteen sisiltdvien koostepiikkien lukuméiirit pienenivit kaikilla ytimil-
14, kun ytimen leveyttd kasvatettiin. Samalla kasvoivat my0s kaikki enemmin kuin
yhden huippupisteen siséltavit koostepiikkiluokat. Alkuperdiset piikit sulautuivat sitéd
paremmin mitd levedmpi kiytetty ytimen leveys on. Kidntopuolena hyvilld sulautu-
misella oli kuitenkin yhi useampien koostepiikkien piillekkdisyys. Epanechnikovin

ytimelld saatiin eniten suuren huippupistelukumiirin omaavia koostepiikkejd, mutta
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Epanechnikovin ytimelld oli myds suurimmat maérét piikittomid huippupisteita.

Taulukon 9 lukujen eroja eri ytimien ja ytimien leveyksien vililld tarkasteltiin kahden
datasta poimitun, paljon toisistaan poikkeavan, alueen ydinestimaatteja. Ensimmaiinen
tarkasteltava alue on yksinkertainen, mutta harvinainen ideaalitapaus, missd monen eri
solulinjan huippupisteet ovat ldhekkéin (Kuva 12). Kuvassa on merkitty eri solulinjo-
jen huippupisteet kuvaajan alareunaan eri vireilld. Pitkit pystyviivat kertovat muodos-
tuneen koostepiikin rajat (musta katkoviiva) ja koostepiikin keskustan eli estimaatin
huippukohdan (punainen pystyviiva). Lisidksi kuvaan on merkitty koostepiikkiin kuu-
luvien huippupisteiden keskiarvo (sininen pystyviiva), jonka tdllaisessa selkedssi ti-
lanteessa voi olettaa olevan mahdollisimman ldhelld koostepiikin keskustaa. Kuvassa
on esitetty vain gaussisen ytimen tulokset, koska téllaisissa tapauksissa eri ytimet eivit
tarkastelujen perusteella juuri eroa toisistaan ja ytimen leveyskin vaikuttaa vain koos-
tepiikin huipun sijaintiin. Taulukkoon 9 Kuvan 12 kaltainen tapaus ei siis juurikaan

vaikuta.

Suurimmat muutokset Taulukossa 9 saa aikaan toisena tarkasteltu alue (Kuva 13). Ku-
van tapaus on ongelmallinen seki valitettavan yleinen. Kuvassa eri ytimen leveyksil-
14 muodostetut estimaatit (mustalla) ja niiden huippukohdat (punaiset pystyviivat) on
piirretty jokaiselle eri ytimen leveydelle erindkdisilld viivoilla. Kapein 20 emésparin
estimaatti ja sen keskikohdat on piirretty yhtendiselld viivalla, 30 emisparin levyinen
estimaatti keskikohtineen katkonaisella viivalla ja 80 eméisparin levyinen estimaatti
keskikohtineen katkonaisella pisteviivalla. Kuvan tapauksessa on kolme toisistaan hie-
man erillddn olevaa huippupistekeskittymii, minkd vuoksi eri levyisten ytimien tuot-
tamat estimaatit eroavat toisistaan. Tadmén lisdksi eroa 10ytyy myos eri ytimien vélilld.
Oikealla kuvassa olevat kaksi rykelmidd muodostavat 20 emisparin levyiselld gaussi-
sella ytimelld kaksi koostepiikkid, mutta 30 emisparin levyiselld ytimelld vain yhden.
Epanechnikovin ytimelld ja kolmioytimelld oikeanpuoleisista rykelmistd muodostuu
vain yksi koostepiikki jo heti 20 emadsparin levyiselld ytimelld. Kaikilla ytimilld 80
emdisparin leveys tuottaa vain yhden koostepiikin. Kuvan 13 kaltaisten alueiden vuoksi
parametrien valinnassa joudutaan aina miettiméén rajoja sille, kuinka lihekkiin olevat

huippupisteet halutaan vield omiksi koostepiikeikseen.
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Kuva 12: Esimerkki 20 ep, 30 ep ja 80 ep levyisen gaussisen ytimen vaikutukses-
ta koostepiikkiin harvinaisessa ideaalitapauksessa, jossa alkuperiiset piikkihuiput mo-
nesta solulinjasta ovat ldhekkdin. Epanechnikov ja kolmio -ytimet eiviit tissd tapauk-
sessa eronneet yhtidin gaussisesta ytimesta.
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Kuva 13: Esimerkki yleisestid ongelmatapauksesta, jossa eri ytimilld ja ytimen leveyk-
silld 20, 30 ja 80 saadaan eri madrd koostepiikkejd. Eri leveyksilld muodostettujen
koostepiikkien keskustat on esitetty samanlaisella, mutta punaisella, viivalla kuin sen

Sijainti chrl:ssa

Ydinestimaatti, 20 ep
Ydinestimaatti, 30 ep

Ydinestimaatti, 80 ep
Koostepiikin
keskusta

HCT-116

HEK293
HelLa-S3
HelLa-S3 c9b9
HepG2
MCF-7
PANC-1

estimaatti. Kuvan alueella ei ole jokaisen solulinjan huippupistetti.
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5.3.2 Sitoutumismotiivit ja yhdenmukaisuus ENCODE:n tulosten kanssa

TCF7L2-motiivin esiintyvyyttd koostepiikeissa tutkittiin samoilla ytimilld ja ytimen le-
veyksilld kuin Taulukossa 9. Tulokset motiivin esiintyvyydelle koostepiikeissi ja mo-
tiivin etdisyydelle koostepiikin huippupisteestd on ilmoitettu Taulukossa 10. Motiiveja
esiintyi kaikilla tutkituilla ytimilld ja ytimen leveyksilld yli 20 %:ssa piikkejd. Kooste-
piikkien alueelle sattuvien motiivien mééré kasvoi ytimen ja koostepiikin leventyessd,
mutta samalla my06s kasvoi motiivin keskietdisyys koostepiikin huippupisteestd. Kay-
tetylld ydinfunktiolla ei ndyttidnyt olevan juurikaan merkitystd motiivien esiintyvyyteen

ja etdisyyteen koostepiikin keskustasta.

Taulukko 10: Motiivipiikkien osuus koostepiikeistd sekd motiivien keskietdisyys koos-
tepiikin keskustasta kolmella ydinfunktiolla ja ytimen leveydelld.

] Ydin, leveys (ep) \ Motiivipiikkejd (% koostepiikeistd) \ Motiivin keskietdisyys (ep) ‘

Gaussinen, 20 11703 (20,3 %) 0,3+£35,7
Gaussinen, 30 12543 (22,7 %) 2,2+48,8
Gaussinen, 80 15376 (29,3 %) 14,54+ 142,5
Epanechnikov, 20 11694 (20,5 %) 0,24+ 35,6
Epanechnikov, 30 12531 (22,8 %) 2,14+48,8
Epanechnikov, 80 15360 (29,5 %) 14,2 £143,1
Kolmio, 20 11706 (20,3 %) 0,34+35,7
Kolmio, 30 12539 (22,7 %) 2,14+48,9
Kolmio, 80 15372 (29,3 %) 14,54+ 142,6

Solulinjakohtaiset motiiviesiintyvyydet koostamiseen kéytetyissd alkuperiisissid pii-
keissd on esitetty Taulukossa 11. Verrattaessa koostepiikkien motiivietdisyyksid al-
kuperdisten piikkien motiivietdisyyksiin, ovat 80 emésparin levyiset ytimet tutkituista
ytimisti ainoita, joilla motiivit ovat keskiméérin kauempana keskustasta kuin alkupe-
rdisilld piikeilld. Motiivin siséltdvien koostepiikkien lukumaéirit vaihtelevat 11694:sti
15376:een. Motiivin sisdltdvien alkuperdisten piikkien méadrd puolestaan vaihtelee
1112:sta 6233:een. Suurin absoluuttinen méérd motiivipiikkejd oli solulinjassa HCT-
116 ja pienin méidrd solulinjassa HeLLa-S3. Suhteutettuna piikkien kokonaisméaérién oli
HCT-116:ssa kuitenkin vihiten motiivipiikkejd (21,3 %) ja solulinjassa HepG2 eniten
(65,0 %, 1122 motiivipiikkii).

Motiivien esiintyvyyksien vertailu yksittdisten niytteiden ja koostepiikkien kesken ei
ole kuitenkaan jarkevid. Todennikoisesti ainakin osa alkuperdisistd motiivipiikeistd on

samoja eri solulinjoissa ja ne nikyvit koostepiikkien tapauksessa vain yhtend motiivin
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sisdltdvind koostepiikkind. Vaihtoehto on verrata esimerkiksi alkuperiisten piikkien
kokonaisméérid. Alkuperdiset piikit yhteenlaskettuna (77874 kpl) ja alkuperdiset mo-
tiivipiikit yhteenlaskettuna (21352 kpl) saadaan noin 27,4 % motiiviesiintyvyys alku-
perdisissd piikeissd. Tatd 1dhimpénd ovat 80 levyisten ytimien koostepiikit (ero 1,9 - 2,1
prosenttiyksikkod) ja seuraavana 30 levyisten ytimien koostepiikit (ero 4,7 - 4,6 pro-
senttiyksikkod). Alkuperdisten piikkien yhteenlasketuissa lukuméirissé ei tosin my0s-
kddn nidy tietoa siitd, kuinka monessa piikisséd on kyse samasta motiivin esiintymispai-
kasta.

Taulukko 11: Motiivipiikkien osuus alkuperdisistd piikeistd sekd motiivien keskietii-
syys piikin huippupisteesti alkuperdisissi piikkidatoissa.

] Solulinja \ Motiivipiikkejd (% piikeistd) \ Motiivin keskietdisyys (ep) ‘

HepG2 1122 (65,0 %) 13,0 £ 90, 4
HCT-116 6233 (21,3 %) 4,6 + 103, 4
HEK293 2887 (37,4 %) 5,6+92,9
HeLa-S3 1112 (45,7 %) 40+71,6

HeLa-S3 c9b9 4025 (23,7 %) 5,6+ 102,9
PANC-1 3269 (27,3 %) 11,6+ 115,8
MCE-7 2704 (34,8 %) 3,8 +£73,9

Téhdn analyysiin kdytetyisti ENCODE:n TCF7L2:n datoista on mydés ENCODE-
projektissa muodostettu TCF7L2:n yhteiset sitoutumisalueet. ENCODE:n sitoutumi-
salueita verrattiin 30 emésparin levyisen Epanechnikovin ytimen tuottamiin kooste-
piikkeihin. Epanechnikovin ydin valittiin, koska se vaikutti koostavan piikkejad parhai-

ten.

ENCODE:n méérittamida TCF7L2-sitoutumisalueita on 45100. Tdméa on huomattavasti
vihemmin kuin minkéédn tidssd kiytetyn ytimen tuottama méaidrd. ENCODE:n sitou-
tumisalueiden leveyskin tosin vaihtelee suuresti: pienimmilldin ne ovat 94 emésparia
leveitd ja suurimmillaan 1853 emésparia leveitd alueita (keskiarvo 530,2 + 134,6). Sil-
mamaddrdisesti tutkittuna ENCODE:n sitoutumispaikat on muodostettu siten, etti kaik-
ki ldhelld toisiaan olevat piikit on yhdistetty yhdeksi alueeksi. Ndin ollen ENCODE:n
tapa yhdistéa piikit tuottaa 1dhinni yleisid alueita, joille TCF7L2 sitoutuu, erottelemat-

ta tarkasti eri solulinjojen sitoutumisalueita.

Eroavaisuudet ENCODE:n alueiden ja 30 emésparin levyisen Epanechnikovin ytimen
tuottamien koostepiikkien vililld laskettiin sekd emispari ettd piikkitasolla kdyttden
Kaavoja 1 ja 2. Emésparitasolla « oli 50,6 % ja (3 oli 26,7 %. ENCODE:n sitoutumisa-
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lueista noin puolet sattuu siis alueille, joilla ei ole koostepiikkejd. Koostepiikeistd puo-
lestaan vain neljdsosa on alueilla, jotka eivit ole ENCODE:n miirittdmid sitoutumisa-
lueita. Alue-/koostepiikkitasolla o oli 15,9 % ja (3 oli 23,2 %. Koostepiikkeji oli siis
suurempi osa alueilla, joissa ei ollut ENCODE:n aluetta, kuin ENCODE:n sitoutumi-
salueita alueilla, joissa ei ollut koostepiikkejd. Taulukossa 12 on esitetty ENCODE:n
sitoutumisalueilla sijaitsevien koostepiikkien lukumaéirit ja pdinvastoin. ENCODE:n
sitoutumisalueilla sijaitsi joissakin tapauksissa useampikin koostepiikki. Koostepiik-
kien osalta puolestaan oli harvinaista, jos koostepiikin alueella oli useampi kuin yksi
ENCODE:n sitoutumisalue.

Koska ENCODE:n sitoutumisalueet olivat keskiméérin levedmpid kuin koostepiikit,
laskettiin miten paljon ENCODE:n sitoutumisalueiden eméspareista oli piikeissi, jotka
oli koostepiikkien kanssa péillekkdin ja miten paljon ei. 3733900 emésparia eli noin
15,6 % kaikista ENCODE:n alueilla sijaitsi koostepiikittomilléd sitoutumisalueilla. Kun
ottaa huomioon aiemmin saadun 50,6 %, tarkoittaa se ettid loput 23,8 % emispareista
sijaitsee koostepiikkien alueella. Koostepiikit ovat siis huomattavasti tarkempia alueita
kuin ENCODE:n piikit, koska alue/koostepiikkitasolla ENCODE:n alueista 84,1 % on

mukana koostepiikeissd, mutta nukleotiditasolla vain 23,8 %.

Taulukko 12: Koostepiikkien péillekkdisyys ENCODE:n sitoutumisalueiden kanssa.
Tapaus 1: ENCODE:n sitoutumisalueilla sijaitsevien koostepiikkien lukumaiirit. Ta-
paus 2: Koostepiikkien alueella sijaitsevien ENCODE:n sitoutumisalueiden lukumii-
rat.

Tapaus | Okpl | 1kpl | 2kpl | 3 kpl | 4 kpl | 5 kpl |
Tapaus 1 | 7189 | 34063 [ 3431 [ 377 | 37 | 3
Tapaus 2 | 12722 [ 42101 | 59 [ O 0 0

5.4 Tulosten tulkinta

Menetelmille sopivimpien parametrien selvityksessd parhaimmaksi osoittautui 30
emdsparin levyinen Epanechnikovin ydin. Kyseinen ydin antaa véhiten sekid koos-
tepiikkejd ettd paillekkdisida koostepiikkejd. Koostamiskyky 30 emésparin levyiselld
Epanechnikovin ytimelld on parempi kuin muilla ytimilld, koska yhden huippupisteen
koostepiikkejid on vihemmaén ja monen huippupisteen koostepiikkejd enemméin muihin
ytimiin verrattuna. Toisin sanoen saadaan pienemmit koostepiikkimidriat menettimatti

yhtdén enempéd alkuperiisid huippupisteitd kuin muutkaan tédssi tutkitut ytimet. Paras
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koostepiikin leveys ndyttdisi olevan kymmenkertainen ytimen leveys, jolla pystytidin

minimoimaan piillekkiisten koostepiikkien midrad tuloksissa.

Testauksen tuloksena saadut parametrit eivit saata kuitenkaan soveltua kaikkiin mah-
dollisiin datoihin, mutta niitd voi pitdd hyvéna lihtokohtana soveltuvimpien paramet-
rien etsimiseksi. Tdssd saatujen tulosten perusteella tirkeintd on kokeilla etenkin eri
levyisid ytimid, kun menetelmdd kiytetddn uudelle datalle. Tulosten perusteella kdy-
tetylld ytimelld ei ole niin suurta merkitystd, mutta Epanechnikovin ydin suoriutuu

parhaiten.

Menetelmi suoriutui hyvin koostepiikkien keskittimisessd motiiveihin paitsi leveiden
ytimien (> 80 ep) tapauksessa. Verrattuna alkuperdisiin piikkeihin motiivin etdisyys
piikin keskustasta pieneni hiukan. Suurin vaikutus ytimen leveydelld oli motiivin etii-
syyden hajontaan, joka pieneni huomattavasti testattujen kapeampien ytimien tapauk-
sessa verrattuna alkuperdisiin piikkeihin. Motiivipiikkien mééréd oli prosentuaalisesti
pienempi kuin alkuperdisten piikkien tapauksessa, mikd voi johtua siitd ettd monella
eri solulinjalla on todennékdisesti saman motiivin kohdalla piikki. Vallalla olevan k&-
sityksen mukaan suurin osa sitoutumisesta pitdisi tapahtua sitoutumismotiivien kohdal-
la, joten koostepiikeissé voisi olettaa olevan enemmin huippupisteiti etenkin motiivien
kohdalla.

Koostepiikkien ja ENCODE:n sitoutumisalueiden vertailussa tulokset eivit olleet rat-
kaisevia. Koostepiikit olivat suurimmassa osassa tapauksia ENCODE:n sitoutumisa-
lueita kapeampia. Isossa osassa ENCODE-sitoutumisalueita oli myds useampi kuin yk-
si koostepiikki. Koostepiikit pystyivit useammassa tapauksessa tarkentamaan ENCO-
DE:n sitoutumisalueiden sijaintia, koska nukleotiditasolla ENCODE:n sitoutumisa-
lueita oli enemmain kuin koostepiikkejd, mutta piikkitasolla toisinpdin. Sekd ENCO-
DE:n sitoutumisalueissa ettid koostepiikeissi oli alueita/piikkejd, joita toisella ei ollut.
Johtopéitoksend voidaan pitéd, ettd ENCODE:n sitoutumisalueet kertovat yleisesti si-
toutumispaikasta ja koostepiikit kertovat sitoutumispaikat tarkemmin. Tarkempaa kuin
yleistd sitoutumispaikkatietoa tarvittaessa on siis jairkevampid muodostaa koostepiikit
kuin kdyttdd ENCODE:n sitoutumisalueita.

Testausta tehdessi tuli esille muutamia kehityskohteita, joiden lisdtutkiminen voisi ol-
la hyodyllistda. Ensimmaéinen kehityskohde on koostepiikkien leveyden miiritys, vaik-
ka testauksessa sille hyva ohjeellinen arvo 16ydettiinkin. Parempi vaihtoehto leveyden

maédrittdmiseksi voisi olla johtaa koostepiikkien leveys jotenkin alkuperdisten piikkien
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leveydestd, esimerkiksi leveyksien keskiarvosta. Toisena mahdollisena kehityskohtee-
na voisi olla painotettu ydinestimointi, jossa tietyille piikkien huippupisteille voisi an-
taa enemmin painoarvoa. Painoarvo voisi esimerkiksi perustua joko piikkisignaalin
voimakkuuteen tai piikin tilastolliseen merkitsevyyteen. Painotettu ydinestimointi saat-
taisi tuoda selkeyttd esimerkiksi Kuvan 13 tyyppisiin tapauksiin, missd ydinestimaatin
keskittyminen aina varmimpien piikkien huippupisteisiin vihentiisi eri parametrien

vaikutusta.
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6 Johtopaatokset

Eri tutkimuksissa saatujen ChIP-seq-kokeiden tulosten hyddyntdminen on muuttunut
yhi houkuttelevammaksi saatavilla olevan dataméirin kasvaessa. Yksi ldhestymista-
pa usean ChIP-seq-kokeen hyodyntdmiseen on ChIP-seq-piikkien koostaminen, jossa
usean eri ChIP-seq-kokeen piikit yhdistetdin koosteeksi. Yhtend vaihtoehtona koosta-
miselle on ydinestimointi, jota soveltamalla voidaan kdyttdd hyviksi piikkien tiheyt-
td. Sekd ChIP-seq:std ettd ydinestimoinnista 10ytyy paljon kirjallisuutta, johon tutus-
tumalla tdssd tutkimuksessa kehitettiin ydinestimointiin perustuva ChIP-seq-piikkien

koostamismenetelma.

ChIP-seq-kokeiden yhdistdmisessd on omat haasteensa. ChIP-seq-menetelméissi itses-
sddn on monia muuttujia, jotka saattavat tehdd eri aikaan ja eri tutkijoiden tekemis-
td kokeista vaihtelevia ja vaikeasti verrattavia. Lisdksi ChIP-seq-datan kisittelyyn on
kehitetty monia erilaisia tyokaluja, jotka tuovat omat muuttujansa saatuihin tuloksiin.
Ndistd ongelmista jdlkimmaéiseen voi vaikuttaa analysoimalla datat uudestaan kiyttden
samoja tyokaluja, mutta ensimméiiseen ongelmaan ei ole olemassa helppoja ratkaisuja.

Paras tapa on tutustua eri virheenléhteisiin ja ottaa ne huomioon tuloksia tulkittaessa.

Ydinestimointia on ChIP-seq:n yhteydessi tdhdn mennessd kiytetty tiettdvisti vain
ChIP-seq-piikkien hakuun ChIP-seq-datasta. Ydinestimoinnissa on kaksi tirkedd pa-
rametria: ytimen muoto ja ytimen leveys. Parametreista jilkimmaéinen on tuottanut
vaikeuksia genomisella ChIP-seq-datalla, vaikka ytimen leveyden médrittimiseksi on
kehitetty automaattisia menetelmid. Automaattisia leveydenméiritysmenetelmié ei ni-
mittdin ole kehitetty silmélldpitden erittdin laajalle alalle jakautunutta dataa, jollaista
kaikki genominen data on. Téstd syystd ChIP-seq-datalle tehdyissd menetelmissd on
paddytty joko kdyttdjdn antamaan kiintedin leveyteen tai mukautuvan leveyden ydin-

estimointiin.

Tissd tutkimuksessa esitettiin tiettdvasti ensimmaéinen, varsinainen ChIP-seq-piikkien
koostamiseen tarkoitettuja menetelmd: ConsensusSummit. ConsensusSummit-
menetelmd perustuu kiintedn leveyden ydinestimointiin. Menetelmédn syotteend
toimivat ChIP-seq-piikkien huippupisteet ja se antaa tulosteena koostepiikit, jois-
sa samassa sijainnissa olevat eri ChIP-seq-kokeiden piikit ovat esitettynd yhtend
koostepiikkind. Koostepiikit muodostetaan kiyttden apuna ChIP-seq-piikkien huip-

pupisteiden tiheyttd, joka arvioidaan ydinestimointia kiyttden. Ensimmaéinen versio
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ConsensusSummit-menetelmistd kehitettiin D-vitamiinireseptorin tutkimista varten,

mutta menetelmid on sen jilkeen kehitetty lisdi.

ConsensusSummit-menetelmén testaus on jddnyt vihiiselle huomiolle, minkd vuok-
si menetelmii testattiitn ENCODE:n TCF7L2-tranksriptiofaktorin datalla. Testausai-
neisto valittiin, koska sille on olemassa vertailukelpoinen koosteenkaltainen kokoel-
ma sitoutumisalueita. Testauksen ohessa etsittiin myods menetelmille sopivia paramet-
reja. Sopivimmaksi parametriksi menetelmaélle todettiin 30 emésparin levyinen Epa-
nechnikovin ydin. Parametrien toimivuutta on kuitenkin syyti aina hieman tarkastel-
la uusia datoja koostettaessa. Testauksen perusteella ConsensusSummit-menetelmié
sopii hyvin ChIP-seq-piikkien koostamiseen. ENCODE:n vertailuaineistoon verrat-
tuna ConsensusSummit-menetelmén koostepiikit ovat yleisesti ottaen kapeampia.
ConsensusSummit-menetelmd myos erottelee yksittidisia ENCODE:n vertailuaineis-
ton sitoutumisalueita kapeammiksi ja tarkemmiksi sitoutumisalueiksi. Erityisen hyvin
ConsensusSummit-menetelmé koostaa piikkejd, jotka ovat keskittyneet sitoutumismo-

tiivien ldheisyyteen.

Saatujen tulosten perusteella ChIP-seq-piikkien koostaminen on mahdollista kiyt-
tden ydinestimointia. Kehitetty ConsensusSummit-menetelméd on hyddyllinen tyoka-
lu, jolla saadaan uudenlaista tietoa ChIP-seq-piikkien sijoittumisesta genomiin. Me-
netelmin avulla voidaan tutkia myo6s esimerkiksi sitoutumismotiiveja ja menetelméaa
voi olla mahdollista hyddyntdd myos esimerkiksi aikasarja-perusteisissa ChIP-seq-
tutkimuksissa, joissa eri aikapisteiden piikkien samankaltaistaminen helpottaa jatkoa-

nalyyseja.

Menetelmaissi olisi kuitenkin varaa myos jatkokehitykselle. Paras jatkokehityksen koh-
de olisi laajalle levittdytyneelle datalle suunniteltu automaattinen leveydenmaiiritysme-
netelmi. Automaattisen leveydenméiritysmenetelmén kehittiminen voisi johtaa ydin-
estimoinnin kidyton yleistymiseen my0s muussakin genominlaajuisessa tutkimukses-
sa. ConsensusSummit-menetelmén kannalta mielenkiintoinen tutkimuksen kohde voi-
si olla my®s jonkinlainen painoitettu ChIP-seq-piikkien ydinestimointi, jossa alkupe-
rdisistd piikeistd kdytetddn muitakin arvoja kuin pelkkdd huippupistettd, esimerkiksi
piikkien tilastollista merkitsevyyttd. Painotuksen avulla menetelmadlle saattaisi 16ytyd

uusia kiyttokohteita.
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Liite 1: ChIP-seq tietokantoja

ChIP-seq-datalle on useita julkisia tietokantoja, joista kaksi tirkeintd ovat Euroopan ja

Yhdysvaltojen kansallisten instituutioiden tietokannat.

Eurooppa:
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) European Bioinformatics Institute
(EBI) European Nucleotide Archive (ENA)

Osoite: http://www.ebi.ac.uk/ena

Yhdysvallat:
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Sequence Read Archive (SRA)
Julkaisu: Sayers ym. 2011

Osoite: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra2
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