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Mis on genoom?

Genoom on kogu antud liigi vOi indiviidi geneetiline materjal.
Genoomi jarjestus on kogu antud liigi voi antud indiviidi geneetilise materjali jarjestus.

Jarjestus tahendab siin nukleotiidset jarjestust, kus esineb 4 tahte: A, C, G, T

Genoomis on kirjas peaaegu kogu patrilik info.
Bakterigenoom koosneb paarist miljonist tahest, inimese genoom 3 miljardist tahest.

Inimese rakkudes on enamuses rakkudes 2
genoomi koopiat (isalt saadud genoom
ja emalt saadud genoom).
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AGGCGGAGGTTACAGTGAGCCAAGATCACACCACTGCACTCCAGCCGGGGTGACAGAGTGAGACTCTGTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAATTCTAACAATAGCTCCCAGTGGCTTTCAGG
ATAACATTCACATTTCATGGATTTATGAATTTTTTATTTAAAAAATAACAAGTAAAAATTGCCTATATTTATGGTATAAAACATTATATTTTGATATGTGTATACATTGTAGAATAAGTA
AATCAAGCTAATTAACACATGCTTTGCCTCACATACTTATTTTTTTATGGTGAGAACACTTAAAATCTACTATTGGCAATTTTCAAGTGTCCAATATGTTGTTATTAACTATAGTCACTA
TGATGTACAATAGATCTCCTGAACTTACTGGATTTAAAGATTTTAATAAGATAATTGACATGTCCATGACTCTATTTTAGAAGCTTTTTTTTTTAGAGCAGTACAGGAGAGGGGACTTGG
TGAGCAGATATAATGAATGACTCTTAGCCACCTAATGCTAAAGCCATATTGTCTATGGGTCTAAAAGGTGGTAAAGAAATGGGTAGAACTTATAAAATAAAAAATTCTGCCAATATCAGT
AATTTTTAAAATTTATTTGATTTTCTAGCATCTAGCTATAAACTCTTCTAAAATAATAACAATTTTTTTTTTTTTTTGAGATGGAGTCTCACTTTGTTGTCCAGGCTGGAGCGCAGTGGC
ATGATCTTGGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCTAGGTTCAAACAATTCTCCTGTCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGAGTATAGGTACATACCACCATGCCTGGCTAATTTTTGTATTTTTA
GTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGTCAGGCCGGTCTCAAACTCCTGACCTCAGGTGATCTGCCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGAGATTAGCCACTGCGCCTAGCGA
AATAATAACAATTTTTAAAAATACTACTAATTGGGAATACTTAAATCTACATTTACAGCCTTAATATTATCAATCCTAGAGATTTTTTTTTAAATACCAGTTTATAATTTTTTGAGGGGG
TGGAAGAGTCTCGCTCTATCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGTGCGATCTCAGCTCACTGCAACCTCCACCTCCTGGGTTCAAGCAATTCTCATGCCTCAGCCTTCTGAGTAGCTTGGACT
ACAGGTGTGCACCACCATGCCCAGCTAATTTTTATATTTTTAGTAGACACAGGGTTTCACCATGTTGGCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGCCTCAAGTGATCCGCCAGCCTCAGCATCCC

AZ—\AGCTCTGTGATTACAGGCA@CACTGTGTCTGGCCCAGTTT&TAAET’.”'ETTAAEAGCACTAE | CAATGAGAACACCTGAAZ GTECGT[CFTGTATCTGAGCTACGCTGTGAGGAC

AGCTGCAAGGACCACTGGGAG eﬂmmgT iﬁ s Sgeemﬁ 1 TTTTGATATTTAGTTCAGTCCA
AGAAAACCTCTCATAGACATAG Ag m AG TTCATATAAACTAATTGCCT
ACATTACTGAAA TR C T A C T GGTTCTTAAAATGAGT
remmacrercen kiiDES e genOOMm, Jatkub Lomiljonil sarnaselleRekiljel . v racanmnanc
ACCTACAGGAGGACCTAGTATTAGCCCCAGTCCAGAAAAAGTCTCAAGACTTCCCTTAAAATGAGAAAAAGAAAAAATCAGTTTAAATATTTCATTTGAAGAATTAACATGGTACTATCT
TTAAAAAAATTTCTATCTTCTTCATAATTTACATACACACACTCCCAAGATGGCCCCAAAATTTAAATGCACATATTGAAATCATAAAAATATTAGAAAAATAAAATATGGGAGTTTTAA
AAAAATTGTTATTGTAAGGAAGGTATTCTAATTGTGACATAAAACACAGAAGATAAAAAAGATTGACAAATCTGATTACATGAAAATACGAAAACTATGCATARAAAAATCAAAAGATAA
ATGAAGAACAGAGAAAAAAATGACAAAGAACTAATTCCCCAAATACATCATGAGAGCTACAATGAGGAAAAGATAAACAACCCATAGAAAAATGGGCAAATGCTATAAATTATTGACATA
TAGATGGAATACAAAGATCTTTTAGAAGTTCACCCTCACTTTTTAAAAGAAATGAGCAAATTTGAACCACAAGATACCAATTTTCACCTATCTCTATCGAACACTCTATGCTAGTGAGTG
AACACCGGTAGGCAATTTGGCAATTTGGCAATTTGGCAAATTGAGGCACATACCTTATGACCCAGAATTCCACTTCTAAGAATTTAACTTACAAGTTTAGACATGCAGATATGACATGGT
ATGTATACAAGCTTATGTGCTATAGCAGAGTTTTGCAATAGCAAAAGATGAAAATAATCTAAATATTCATCAACGATGTAAGTAAACCAGGTTATATCCACGCAGTGAAATACTATACAG
ACAGTAAGAACAGTAAAGAGTAAGAAAGCTCCTTATATGTAGGTACAGGAAGATCTCCAAGATGATTTCATTGTTGGTGTAACCAGTGAGGTGCTGAATGGTACATATGGTATTGCTACC
ATTTGTGTAAAGAAAAAAGAGGGATACTGCAATAGTCCTGTCCAGTTAAAAAAAAAAAAAAGGAAAAGAAAAAAGGGGGAGGGAAATCATGCTCTCTTIGTTCTCGTGCTCTCTCTCTCTC
TCAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAGTGTGTACATATATATATGTGGAATTTCTCTGCAAGAAACCTGCAATATCTGTTGCCTTCCCCTAAGGGGATGGAGGGCTGGG
CACCTGCACAACTGATGTGTATACAAAGGCTGAGCAACTGTTATATGTAGAATATATTTACTATATTCTATGTTCCCTTCTGTAACTTTTGAATTTTGTACCATATAAAATTATTCTGTT
TAAAGTTAAACAAAACAATGCTATGGAAAAAAAGGGTTTACCACTATAGATATTGCAACATTTTAAATCAATCTAGTTTTTAGGGACCTTAAACAGAGATCTGTGGCTTGCAGCCTTATA
TCCTTAGACCTTATAGAGTACACAAAAATATACCATTAATAACTTTCAAAACTTCATAAAGAACATTGAAATTCTTTAATCACAATAAGCCATCCAGATCAATTATCACATTAGTGTGTT
AGCTGTTGGCTGCAATTTTATACAGAAACTTGGTACAGCAACATTGGTGTCTCTTGCTGATCAGAAAATCCAATGGATTGTTACCATTATCATAGGAATTTATTAAGTGGCACTTTCCAG
AGTGTTCCACAGAATACCAGCTCTTTAAGAGATCAACAAGTCTTGTTTGAAAAAATAGTTACAGCCAGGTGTGGTGGCTCACATTTGTAATCCCAGCCACCTTGGAAGGCCAAAGTGGGA
GGATTGCTTGAGGCCAGGTGTTCAAGACCAGCCTGGGCAACTCAGCAAGACCCTGTCTCTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAGAAAAAAGAAAAGAAAGAAARAAAATG
GTTCCATAGTTAAAGTGAGTTGTGGAACATTTAATAAAGTATCCCTACTCCAGGATTTTCAAGGTCTARAGACATTAATGTGAACTGGGCATCTCTAAGT TAGAGGACAGCAGACAGCCC
TCTCCAAACTTGCTTAACCATAAACCCTTATCTTAATGAGCATATCAACAGACGGGTGTTCTTCTGAGCCCTTTCTGAGAAATAAATTTTCTGGAAATGTAAATGGTATGCCGGCCAAAT
GGCAATAGAACCTACCATAAACCTATCCAGCTATATACATAAATGCTTAATAAAAAGTGGGAAGAACGTGCCGGGCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCTAGCACTTTGGGAGGCTGAGG
CAGGTGGATCACGAGGTCAGGAGATCGAGACCATCCTGGCTAACATGGCGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAAAATGTAGCCGGGTGTGGTGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAG
CTACTCGGGAGGCTGAGGCAAGAGAATAGCGTGAACCCGGGAGGCGGAGCTTGCAGTGAGCCGAGATCGCTCCACTGCACTCCAGCCTGGGCTACGGAGCGAGACTCCATCCCCCACTCC
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGTTGGGGGGAAGGACTATTTACACCACAAAGGGTTTATCTGATGGTAAAAATTTTCAAACTACATTGTTACATGAGTAAATGAGGGAGTCCTCGGTACT
AAGCTGATTAGACTCTGAAGTCTAAGAGAACAATTACATGCTATAAGGGCGCCATACCGACTATGATATGAAGTGCGTGGGCCCAGAGAGAGAGAGAGAGCTACGAGGGGARAGCCTTCT
TGGGGATCAGAGAGGCAGCTGCCTAGAGATGGGATGAGAATCTGATATGTCACTAATACCAGGTCTATACGCATCTAGGCAGTACACAAAAACGCATGTCAATATCATGCCACCAGGATC
TGGATTTTTATGTCAAAATGCAAAAGCACTCCTCAGACAGACAGCACAGAAACACTTAAGGACTTTGAGATGATTTCTAAGATCCCGTGCATAAATCTGGGGAAAGTGGAAGAAGGCCTT
TAGTATGAATTGATTATTTTGCCACTAGGGATAACTCTTTTCTAAAGCAGAGGAATGCTTCAGGCAGCTCAGCCACAATCTAGGCTACGGGGAGACAGCAAAAAAACTACAAAGGAAAAT
TTTTTTTTTAAGTGGTAAAAAGAACGACTGATTTGGACCACATTTACCTGTCAAACTGCCCATTCAGGGAATTCTAAAACCAGGAAGAGCACCTAAGTGAAACCAATGTTACATTTATTG
ACAGGCTTGCTGCTAGTCAAACTCGGGGTGAAAGGCAACAATAATACAGAGAGTAGAGAAATGCAAGTATAGAAGAATGGACCCCAGCTTTAACTTGGAAGGGCARATATTTTGGCCTAC
ACTCAAAGGAAAGTGGGAAATACTTCTAAAATACATACCAATACCGTAGCCACGTTATTTGGAARAGCCTTTGCCAGGATAGAAGAAGATGCAGTCATTGCTGCAGCAAAGCTAACTGCA
TCCATTACTCTCACTAGAAAACACATAGCAATAAATACTGGCCCATCTGGAACTCGGTCCAATACACTAAAAAGGAATAAGACAATTCTGAAATGCCAAGCTGGTTTTCTTTTTTTTTTT
TTCCTTTTTAACTGTACTCACTAAAAAGAATAGTACCTCACTCATGGTTTTTAGAATAAACCGCTTTAGAATATGATTTTTTTAAAAGAGTTGCTTTGTTGTCTTTTCAGGAGGAGGAAA
TTACCCTTTTTCTTTTTTTGGTAACCATTTGAGTCATAATGACAGCTTAGTCGCCCTTTTCTGCTGATATAACTGGTCCCCCAGATAATAGCACTAAATAAACTTTTTTGGAATATGTAG
AATCAGCTGGGCGCAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCAGGCAAATCACGAAGTCAGGAGATCGAGACCATCCTGGCCAACACGGTGARACCCCGTCTCTA
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Genoomide uurimiseks tuleb
genoomide jarjestusi maarata
(genoome sekveneerida)

Sekveneerimise tehnoloogiad:

| generatsiooni tenhnoloogiad (Sangeri tehnoloogia)

Selle tehnoloogiaga on maaratud inimese, hiire, roti ja veel ca
neljakiimne imetaja genoomide jarjestus.

Hind ca 1000 nukleotiidi / $

Il polvkonna tehnoloogiad (lllumina/Solexa, Roche/454,
lonTorrent)
Hind ca 50 000 000 nukleotiidi / $



Illumina HiSeq 2000




Jarjestuse andmed Illumina
HiSeq2000 masinast:

» Uks analiits kestab 2 nadalat
(2 paeva laboris ettevalmistust + 12 paeva masina t60)

« Masinast tuleb valja kuni 6 miljardit
100 nukleotiidi pikkust lugemit (ik. raw read).
Kokku 600 000 000 000 nukleotiidi koos iga nukleotiidi
kvaliteedi (usaldusvaarsuse) hinnanguga.

« Sellest mahust piisab, et analliusida 2 inimese taisgenoomi
vOI 192 erinevat bakteritlve.



Mis nende andmetega teha saab?

6 miljardit jarjestuse juppi:




Mis nende andmetega teha saab?

1. Varieeruvuse uurimine t
teadaoleva genoomiga liikides —— %
mapping of reads and variant callin

(mapping 9) —*

2. Genoomide jarjestuse maaramine
seni jarjestamata genoomiga liikidele
(de novo genome assembly)




Lugemite paigutamine (mapping)

480 14591 14501 14511 14921 14931
NSigElpI{e[laleloly g™ 7. O T TALA T ACAGGAAGAANNNGGC AGGACAGAAT TACARGGTGC TGGCCCR
Erinevused:
o cocoggagacttaaatacaggse guyaaaaaqgdgcaggacadgaattacgagatgotggoocad
CCCC CCCEEAGACTTAAATACAGGAAGAANMAGECAGEACAGAATTACARGGTGCTEECCCA
CCCC CCCEEAGACTTAAATACAGEL GFAALMAGGCAGGACAGAAT TACGAGETGC TEECCCA
CCCC coccggagacttaaatacagg:es quaaaaaggcaggacagaattacgaggtgoctggococad
slelelet=] CCHEAGACTTARATACAGGAAGAAALDGGCAGGACAGAAT TACAAGSTGCTGECCCA
coCccag cggagacttaaatacaggaagaaaaadgoa Cc aattacgaggtgctggcccad
CCCcCcAagoc Jggagacttaaatacaggadyaaaaaggcagqyacagaattacgagatgotggooccad
CECE AT agacttaaatacaggaagaaasaggcagqgacagqaattacaaggtgectggoccocad
Ccoccagococ Jagacttaaatacaggaguyaaaaaqicaggacadaattacgaggtgotggoocad
ccccagococcoe  AGACTTAAATACAGGAAGARAANGECAGGACAGAATTACAAGETGCTEGGCCCA
CCCCAgoCCCC FACTTAAATACAGCARGARAAAGEGCAGGACAGAATTACAAGETGCTEGECCCA
ccccagococcocyg GACTTAAATACAGGAAGARAADGSCAGGACAGAATTACAAGGETGCTGGCCCA
coccagococccy  GACTTAAATACAGGAAGAARAANGSCAGGACAGAAT TACAAGGTGCTEGGCCCA
CCCCAagoCcCCc FACTTAAATACAGGLG TAAAAAGGCAGGACAGAAT TACGAGETGCTEECCCA
CoCccago cggagacttaaatacaggaadqaaaaaqggoaggacadgaattacaaggtgoctggococad
coccagococcy  GACTTAAATACAGGAAGARAANGGCAGGACAGAATTACAAGETGCTGGCCCA
o cggagacttaaatacaggagqiaaaaaggoaggacadgaattacgaggtgotggoocad
ccccagococcoogy ACTTAAATACAGGELGFARAANGECAGGACAGAAT TACGAGATGCTEGGCCCA
CCCCAGCCCCCEE CTTAAATACAGEAMGAAALAGGCAGGACAGAATTACARGSTGCTGECCCA
ccccagocccccg gacttaaatacaggagyaaaaaqggcaggacadaattacgaggtgoctggococad
ccccagocccccyg  gacttaaatacaggagyaaaaaqgcaggacadgaattacgaggtgoctggococad
ccoccagoccococggayg  TTAAATACAGGAAGAAALAAGSCAGSACAGAATTACAAGSETGCTEECCCA
CoCccagococoggad aaatacagqgaadgaaaaaqdgocaggacagaattacaaggtgoctggococad
CocCcagococcggadg ARATACAGGAAGARAAAD GGCAGGACAGARTTACAAGETGCTGECCCA




Lugemite paigutamine (mapping)

14591 14501 14511 145921 14531

RefrentSQenoom: LA TTALATAC AL AN SO AGEAC ASALT TACAAGST GO TS0 OO A
Erinevused: B E
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Tulemus ei ole alati nii ilus kui loodetud:

» Sekveneeritud meeste Y-kromosoom on paljudes kohtades
heterostigootne (naiteks: peaks olema A aga arvuti pakub AG)

» Perekondade sekveneerimisel ndhakse palju mittemendeliaalselt
paranduvaid positsioone:

ema isa

AA TT

laps

AA

Leidsime 5000 sellist positsiooni valke kodeerivates piirkondades) !



Lugemite paigutamine genoomile

Lugemite genoomile paigutamist segavad asjaolud:
» Masinast tulevates 100 bp lugemite jarjestustes esineb vigu (1-2%)

= | oomulik varieeruvus inimeste vahel
Voimalikud on nii asendused kui deletsioonid/insertsioonid; seetottu el
saa paigutamisel nouda 100%-list kokkulangemist teadaoleva
referentsgenoomiga.

= Genoomis on palju korduva jarjestusega piirkondi, ca 45%
kogupikkusest



Uurisime probleeme kontrollitud
keskkonnas:

» Tegime genoomist arvutiga kunstlikke 100 bp pikkusi lugemeid, viisime
sisse tegelikult esinevaid mutatsioone ja Uritasime need lugemid
genoomile tagasi paigutada.

» Stnteetiliselt tekitatud lugemite genoomile tagasipaigutamisel ei leia 2-
8% lugemitest enam oma 0Oiget kohta.

= Valede asukohtade tottu on oht, et leitakse olematuid variatsioone.

Ohustatud ca 150 000 kohta genoomis ja potentsiaalselt on sellest
probleemist puudutatud kuni 7500 geeni (kolmandik koigist geenidest). Ka
moned heades ajakirjades raporteeritud haigusriski suurendavad
mutatsioonid on sellistes piirkondades.



Selline peaks olema tulemus:

53565471 53565481 53565491 53565581 53565511 53565521 53565531 53565541 53565551 53565561 53565571
ATCTTGGTACACTTACACACCCCACCTTGGTACACTCACACACCTTGCCTCAGTACACTCACACACACCACCTTGGTACACTTGCATTGCCTTGETACATTCACACACCCCAACTCAL
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Paljud lugemid on paigutatud valesse
kohta:

238556481 23P556411 238556421 238556431 238556441 238556451 238556461 238556471 238556481 238556491 238556581 238556511 238556521 23855653
CTGTCGCCCTGTC CCAGCCACTCACTGCACGCAGGTGGAGGGAGCAGGAGCAGGGTCACGCCCTGTCACCCTGTGGCCAGCCACTCACTGCACGCAGGGTTTTGCTGTCTTTATGTCTTCAGGGCATT TCCATGAGAAGT]

AR B B R E B R R B B RS B ES EE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R SRR
R R

OE R R R R R R E R R E R R EE R R R RS R EEE R R R R E R EE R R R R R R R R EE R R R R R R R EE R R R R RS EE R R R R FEFRFERRERRRRRRRRRRRRERRRRRF

L e R N e

RO E R R R R R R R R R R R R SRR R R R R R R SRR R R RV E R R R R R R R R R R VEEEEEE R SRR EEEEEE FEFRFFRRRRRRRRRRRRRRRF

L R e N R R N e

BE R R R R SRR R B R EE R R R R R R R R EE R R R SRR BEEEE R R R R R R AR SRR R R R R R SRR EEEEEE FEFRFFRRERRERREE

R e R e N R ST

BB EE B R R R R R R R R R R SRR R R R B R AR R R R R R R R R LB E R R R R R R R R R R RS FEFERFERFEE

R R N R e g e R R N R ST

BOEOE R R R R R R R R R R R R R R R KRR R R R R R R SRR R SRR R R R R R R R R RS EEEEEE FEFE

L N e L N -
R R ]
R

R R

R R R R

e - < T T T T e T




Paljud lugemid on paigutatud valesse
kohta ja valedeks genotuupideks

maaratud:

25738921 25738931 25738941 25738951 25738961 25738971 25738981 25738991 25739€€1 25739011 25739821 25739031 25
ARGTCAGACCAGGTGTEETGGLTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGLGAAGCCAAGGAGGGAGGATTGLTTGAGCTGAGGAGT TCAAGATCAGCCTAGGCAACATAGCAAGACCTTGTCTCTACAAA

FEFRFFRFFRRFRRFFRRFRRFRRFRRFRRFRRFRRFRRFRRRFRBIFRBFV ARV AR BRI A BFRCF RPN RRR
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Kuidas vale-paigutuse probleeme
lahendada?

A) Toenaoslik lugemite paigutamine

Lugemite paigutamisel leida igale lugemile TOENAOSUS tema
paiknemiseks just selles kohas.

Seejuures on mitmeid parameetreid mida vaja eelnevalt hinnata:
= alternatiivsete paiknemiste arvu

= mutatsiooni tekke tdendosust igas positsioonis

» sekveneerimisvea tdendosust

" jpms.

Paigutada genoomile ainult sellised lugemid, millel on selgelt tiks suure

tbendosusega asukoht genoomis, tlejadnud eemaldada andmestikust.

Tulemus: Seda lahenemist on erinevate t6dgruppide poolt proovitud, kuid
praktikas pole laialt levinud.



Kuidas vale-paigutuse probleeme
lahendada?

B) Katseline probleemsete piirkondade leidmine ja eemaldamine.

1. Leida regioonid genoomis, mis antud metoodika korral valesti
paigutatakse

2. Koostada valesti paigutuvate piirkondade must nimekiri (mask)

3. Eemaldada need regioonid andmestikust

Tulemus: Tanu maski kasutamisele ja monede muude lugemite paigutamist
mojutavate parameetrite muutmisele saame parandumisvigade arvu
vahendada kuni 10x (geenide sees 5000 pealt 500-ni).

Jareldus:
=> Pimesi ei saa uhtegi Il p6lvkonna sekveneerimise tulemust usaldada

=> Ulejaanud vigade tekkepdhjus vajab taiendavat uurimist
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