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Esipuhe

Tamé on uudistettu versio CSC:n vuonna 2001 séhkdisesti julkaisemasta
Geenikartoitusoppaasta.

Tassé oppaassa esitelladn geenikartoituksen keskeisid menetelmia seké opas-
tetaan niiden soveltamiseen CSC:n laskentaympadristdssé. Painopiste on ih-
misen monitekijéisten sairauksien taustalla olevien alttiusgeenien kartoitta-
misessa. Oppaassa keskitytdan seké kytkenté- ettd assosiaatioanalyysin me-
netelmiin ja siind tarkastellaan erityisesti tapauksia, joissa kiinnostuksen koh-
teena oleva fenotyyppi (sairauden aste) voidaan ilmaista kaksiarvoisella muut-
tujalla.

Opas on tarkoitettu henkil6ille, jotka tarvitsevat geenikartoituksen laskenta-
menetelmid tydssadn. Teksti alkaa alkeista, joten syvallinen tietdmys aihepii-
rista ei ole tarpeen.

Teoksen siséltoon ja ulkoasuun liittyvat kommentit ja ehdotukset voi toimit-
taa CSC:lle sahkopostiosoitteeseen vesa.ollikainen@csc. fi.

Haluamme kiittdd Jarno Tuimalaa arvokkaista kommenteista sekd oppaan
kieliasun tarkistamisesta.

Espoossa 10.12.2004
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Johdanto

Geenikartoituksen tavoitteena on I0ytéa tilastollisia yhteyksia yksildiden pe-
rimassa olevien varianttien ja naiden yksildiden ilmiasun valilla. Geenikar-
toitus on haastava tilastollinen ja tietojenkésittelytieteellinen ongelma.

Té&ssa oppaassa tarkastellaan geenikartoitusta sovellettuna ihmisen perinnél-
listen sairauksien alttiusgeenien I6ytdmiseen. Painopiste on alusta loppuun
sellaisissa sairauksissa, joissa tarkasteltava ilmiasu voidaan esittd8 kaksiar-
voisen muuttujan avulla. Talléin jokaisesta tutkimukseen osallistuvasta ih-
misestd voidaan periaatteessa sanoa, sairastaako han tarkasteltavaa sairautta
vai ei. Kéytanngssé tallainen l1ahtokohta valitaan useimmissa ihmisen sairaus-
geenien kartoitusprojekteissa, silla sairauden asteen tarkempi mittaaminen on
usein paitsi vaikeaa myds moniselitteista.

Ihmisen sairausgeenien kartoitus on paitsi laskennallisesti haastava myds pal-
kitseva ongelma, jolla on tarkeitd laé&ketieteellisia sovelluksia: sairauksien
taustalla olevien geenien tunteminen edistéd niiden diagnostiikkaa ja hoitoa.
Kuvattavat menetelmat ovat toki sovellettavissa ja laajennettavissa muihinkin
organismeihin ja piirteisiin. Erityisesti kasvi- ja eldinjalostuksessa painopis-
te kohdistuu kuitenkin jatkuva-arvoisiin ominaisuuksiin, jotka jatetdan tassa
oppaassa tarkastelun ulkopuolelle. Thmisen sairausgeenien kartoituksen seké
kasvi- ja eldingenetiikan valilla on toki muitakin merkittévia eroja, jotka liit-
tyvét koeasetelmiin: siind missa vaikkapa kasvinjalostuksessa voidaan luoda
raataloityja risteytysasetelmia, on ihmisen kohdalla tyytyminen havaittuihin,
todellisista sukupuista ja véaestoistd kerattaviin aineistoihin.

Ongelman haasteellisuutta lisaa, etta paapaino perinndllisten sairauksien gee-
nikartoituksessa on siirtynyt monitekijaisiin sairauksiin, joissa mik&éan ge-
neettinen tekija yksin ei riitd selittdmdan sairauden syntya. Tallaisten sai-
rauksien alttiusgeenien etsiminen on vaikeaa: se vaatii sairauden ja perimén
valisen syy-seuraussuhteen analysointia, innovatiivista koesuunnittelua, suu-
ria aineistoja ja usein laskentaintensiivista, eksploratiivista lahestymistapaa.
Koeasetelmissa painopiste on hitaasti siirtymassé perheaineistojen analysoin-
nista kohti populaatiopohjaisia Idhestymistapoja. My6s laboratoriotekniikan
kehittyminen on muuttanut koeasetelmia: ihmisen sekvensoinnin tuloksena
on ldydetty suuri méaéra yhden eméksen mutaatioita, niin kutsuttuja SNP-
kohtia (single nucleotide polymorphisms), joiden avulla yksittaisen ihmisen
DNA:sta saatavan datan mééré voi olla huomattavan suuri. Erés keskeisista
kysymyksista on, kuinka tasta suuresta informaatioméaarésté saadaan eristet-
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tya tutkijoita kiinnostavaa tietoa.

Tamén oppaan nédkokulma on kaytannonléheinen: keskeisen teorian ohella
tutustutaan geenikartoitusaineistojen kasittelyyn CSC:n laskentaympéristos-
sé ja perehdytéén tavallisimpien geenikartoitusohjelmistojen kayttoon. Né&-
kokulma on tarkoituksella sovelluspainotteinen, miké johtuu alan ohjelmisto-
kehityksen luonteesta. Koska huomattava osa alan ohjelmistoista on nopeasti
etenevan akateemisen kehitystyon tuloksia, on loppukayttéjalle tarjolla usein
vain komentopohjaisia kéyttoliittymia, jotka vaativat aluksi opettelua, mutta
ovat osaavissa késissa toisaalta joustavia ja tehokkaita.

Téama opas alkaa katsauksella geenikartoituksen keskeisiin kasitteisiin ja la-
hestymistapoihin (luku 2). Seuraavaksi tarkastelemme geenikartoitukseen tar-
vittavan informaation esittdmisté tietokoneella (luku 3) ja tutustumme gee-
nikartoitusongelman taustalla oleviin keskeisiin tilastollisiin késitteisiin (lu-
ku 4). Sen jalkeen tarkastelemme kahta perheineistojen lahestymistapaa, pa-
rametrista (luku 5) ja ei-parametrista kytkentéanalyysia (luku 6). Luvussa
7 tutustumme kytkentéepétasapainon késitteeseen, joka luo perustan vaes-
topohjaiselle geenikartoitukselle. samassa yhteydessa esitelladn vaestopoh-
jaista analysointia kdytannossa. Luku 8 perehdyttdd haplotyyppipohjaisiin
assosiaatiomenetelmiin, joissa hyddynnetddn samanaikaisesti informaatiota
useista lahekkaisistd periman kohdista. Oppaan viimeisessé luvussa tarjo-
taan suuntaviivoja analyysivaiheiden automatisoinniksi suurissa geenikartoi-
tusprojekteissa.
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Geenikartoituksen
lahestymistavat

Tassé luvussa méadritelladn keskeisié késitteitd, joiden paalle geenikartoituk-
sen teoria voidaan rakentaa. Luvun lopussa tutustutaan lyhyesti kahteen gee-
nikartoituksen lahestymistapaan: perheaineistoihin perustuvaan kytkentéana-
lyysiin ja véestdaineistoja hyddyntavaan assosiaatioanalyysiin.

2.1 Monogeeniset ja monitekijaiset sairaudet

Viime vuosina ihmisen geenikartoituksen painopiste on siirtynyt yhden gee-
nin monogeenisista sairauksista monitekijaisiin sairauksiin, joissa yksilon sai-
rastumisen ajatellaan olevan seurausta geneettisten tekijoiden ja ymparisto-
tekijoiden yhteisvaikutuksesta, joka voi olla hyvinkin monimutkainen. Mo-
nitekijaisen sairauden ollessa kyseessd mik&an geeni yksindan ei siis riité se-
littdmaan yksilon sairastumista, ja geenien sijainnin lisdksi monet analyysin
kannalta keskeiset parametrit ovat tuntemattomia. Téllaisia parametreja ovat
esimerkiksi vaikuttavien geenien lukumaéra, yksittaisten geenien vaikutus-
ten voimakkuus, ympéristdtekijoiden vaikutus ja eri tekijoiden yhteisvaiku-
tukset.

Erityisesti monitekijdisten sairauksien alttiusgeenien paikantamiseksi on tois-
taiseksi véhan menetelmid. Niinpé lahtokohtana on etsié aluksi yhta alttius-
geenid, jolla toivotaan olevan riittdvén selked vaikutus ilmiasuun.

Kun geneettistd sairautta kuvataan formaalisti, puhutaan usein sairausmal-
lista, joka maéritetddn penetranssivektorin seké riskialleelin populaatiofrek-
venssin avulla. Penetranssivektori maarittad ehdolliset todenndkoisyydet, joil-
la erilaisia genotyyppejé alttiuslokuksessa kantavat henkil6t sairastuvat. Esi-
merkiksi penetranssivektori

TDD 0.99
1= TD+ = 0.8
T4+ 0.001

maéaritta riskialleelin suhteen homotsygootin sairastumistodennakdisyydek-
si 99%, heterotsygootin sairastumistodenndkoisyydeksi 80% ja riskialleelia
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kantamattoman henkilon sairastumistodennékoéisyydeksi 0.1%. Edella maa-
ritelty sairausmalli kuvaa monitekijaisen sairauden tapauksessa sitd vaiku-
tusta, jonka yksittainen alttiustekijé aiheuttaa. Muiden tekijdiden vaikutus on
talldin projisoitu nakymattomiin.

Yksinkertaisimmillaan geneettiset sairaudet ovat dominantteja tai resessiivi-
sid. Dominantti ja resessiivinen sairaus ovat erikoistapauksia sairausmalleis-
ta: edellisen penetranssivektori on [1,1,0]" ja jalkimmaisen [1,0,0]".

Sairauden prevalenssi kuvaa sen yleisyyttad vaestdssd. Prevalenssi voidaan
helposti laskea sairausmallin avulla, mutta kdytannossé tilanne on usein k&an-
teinen: prevalenssi tunnetaan, mutta penetranssivektori ja riskialleelin po-
pulaatiofrekvenssi ovat hdméaran peitossa. Minka tahansa prevalenssiarvon
kanssa yhteensopivia yhden geenin sairausmalleja on dareton maarad. Gee-
nikartoitusprojekteissa sairausmallia joudutaan ndin ollen yleensa pitdméaan
tuntemattomana.

Kuten todettiin, monitekijisten sairauksien yhteydesséd mikaan geneettinen
tekija ei riitd yksin selittdmaén sairauden syntyé. Tilannetta, jossa useat gee-
nit vaikuttavat sairauden syntyyn, kutsutaan lokusheterogeniaksi. Tilannetta,
jossa saman geenin erilaiset variantit aiheuttavat (saman tai samankaltaisen)
sairauden, kutsutaan alleeliheterogeniaksi. N&it4 kahta heterogenian tyyppia
kutsutaan yhteisnimelld geneettinen heterogenia.

Geneettisen tekijan voimakkutta kuvataan toisinaan myos relatiivisen riskin
avulla. Relatiivinen riski kertoo, kuinka moninkertainen sairastumistoden-
nékoisyys riskialleelin kantajalla on verrattuna riskialleelia kantamattomaan
henkil6on.

2.2 lhmisen genomi, markkerit ja fenotyypit

Ihmisen genomi on organisoitunut 22 autosomaaliseksi kromosomipariksi
seké kahdeksi sukupuolikromosomiksi.

Geenikartoitus perustuu markkereiden kayttoon. Markkerilla tarkoitetaan sel-
laista periman kohtaa, jossa eri yksil6iden vélilla on geneettisté vaihtelua. Eri
yksil6iden variantteja noissa periman kohdissa kutsutaan alleeleiksi. Geeni-
kartoitusprojektissa kunkin yksilon DNA-ndytteesta selvitetddn, mitd kahta
alleelia han kussakin markkerilokuksessa kantaa. Tuota alleeliparia kutsu-
taan genotyypiksi.

Suurin osa markkereista sijaitsee periman ei-koodaavissa kohdissa, joissa
eri alleeleihin ei kohdistu minkaénlaista valintapainetta. Yleisimmin kéytetyt
markkerit ovat joko kaksialleelisia SNP-markkereita tai monialleelisia mik-
rosatelliittimarkkereita, joissa eri alleelit vastaavat eri mittaisia toistojaksoja.
Ihmisen genomin kartoituksen myota saatavilla olevien SNP-markkereiden
mé&ara on kasvanut erittdin suureksi ja kasvaa edelleen.

Markkerien eri alleelien yleisyyksia kutsutaan alleelifrekvensseiksi. Alleeli-
frekvenssit vaihtelevat populaatiosta toiseen vaestohistoriallisista eroista joh-
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tuen. Useat geenikartoitusmentelmat toimivat paremmin, jos véaestotason al-
leelifrekvensseista on saatavilla mahdollisimman oikeaa tietoa. Kéytanndssa
alleelifrekvenssit joudutaan usein arvioimaan varsinaista tutkimusta varten
keratysta otoksesta.

Markkerin informatiivisuus kuvaa sen kayttokelpoisuutta geenikartoitukses-
sa. Informatiivisuus on sitd korkeampi, mita suurempi on markkerin alleelien
lukuméaré ja mité tasaisempi alleelifrekvenssien jakauma on. Informatiivi-
suudelle on kehitetty mittoja, joista tunnetuimmat ovat:

1. Heterotsygotia-aste (heterozygosity):

2. polymorfismin informaatiosisaltd (polymorphism information content,

PIC) :
n n-1 n
PIC=1-3 003 3 201
i=1 i=1j=i+1

Edelld merkinté p; tarkoittaa alleelin i frekvenssia. Esimerkiksi kaksialleeli-
sen SNP-markkerin, jonka alleelifrekvenssit ovat 0.6 ja 0.4, heterotsygotia-
asteeksi saadaan 0.48 ja PIC-arvoksi 0.3648. Mitan arvot vaihtelevat nollan
ja yhden valilla.

Fenotyypill& tarkoitetaan yksilon ilmiasua eli sitd piirrettd, josta tutkija on
kiinnostunut. Sairausgeenien kartoitusprojekteissa fenotyyppi voi olla kak-
siarvoinen, jolloin yksild on sairas tai terve, tai jatkuva-arvoinen, jolloin sai-
rauden aste kuvataan mitattavana arvona. Fenotyyppié kaytetaan usein kri-
teerind, jonka perusteella otos poimitaan tutkimusta varten.

2.3 Sukupuut ja periytyminen

Tarkastellaan yhden autosomaalisen kromosomiparin periytymisté sukupuus-
sa. Kuva 2.1 esittdd sukupuuta, johon kuuluu yhdekséan henkil6a. Naispuoli-
set henkil6t on merkitty ympyrdin ja miespuoliset nelidin. Sukupuun neljaa
ylinté henkil6a (numerot 1-4), joiden vanhempia ei ole sukupuussa mukana,
kutsutaan perustajayksil6iksi. Kullekin neljasta perustajayksilosta on kuvaan
piirretty kaksi kromosomia, jotka on merkitty erilaisin rasteroinnein. Kussa-
kin kromosomiparissa isalta peritty kromosomi on piiretty vasemmanpuolei-
seksi ja didin oikeanpuoleiseksi.

Néemme, ettd kussakin periytymistapahtumassa lapsi perii toisen kromoso-
min iséltaan ja toisen aidiltddn. Vanhemmalta peritty kromosomi ei kuiten-
kaan aina periydy sellaisenaan, vaan se voi olla yhdistelma kahden vanhem-
malla esiintyvdn kromosomin periméaineksesta. Esimerkiksi tytté 5 on pe-
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2
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O

1 2 1 3 1 1

3 1 2 1 2 2 Perustaja—
yksildiden

% g % % % % kromosomit

=

1 2 2 - 1 2
3 1 3 — 2 2
1 3 1 - 2
4 3 2 — % 2
2 2 | 1 2
3 2 1 2
2 1 2 2

Kuva2.1: Esimerkki kromosomisegmenttien ja niiden alueella olevien markkerien
periytymisesta sukupuussa.

rinyt yldosan kromosomistaan isan isdnpuoleisesta ja alaosan isan aidinpuo-
leisesta kromosomista. Talldin isan meioosissa (tapahtumassa, jossa sukuso-
lut muodostuvat) isén kahden vastinkromosomin valilla on tapahtunut teki-
jainvaihtoa (engl. crossing-over). Kaikki geenikartoitusmenetelmat perustu-
vat tavalla tai toisella tekijainvaihdon laskennalliseen mallintamiseen.

Se, montako tekijdinvaihtokohtaa lapselle periytyvaan kromosomiin on muo-
dostunut, riippuu karkeasti muun muassa kromosomin fysikaalisesta pituu-
desta. Odotusarvo kromosomissa yhden meioosin aikana muodostuville te-
kijainvaihtokohdille maarittelee kromosomin geneettisen pituuden. Yhden
morganin — eli 100 senttimorganin — mittaiselle kromosomialueelle muo-
dostuu odotusarvoisesti yksi tekijainvaihtokohta. Thmisen kromosomien pi-
tuudet vaihtelevat muutamasta kymmenestd muutamaan sataan senttimorga-
niin. Laskennallisessa analyysissa tehdd&n useimmiten oletus, etté tekijéin-
vaihtokohtien lukumadara noudattaa Poisson-jakaumaa, jonka parametrina on
kromosomin geneettinen pituus morganeina. Tekijdinvaihtokohtien oletetaan
yleensd jakautuvan satunnaisesti ja toisistaan riippumattomasti tarkastelta-
valle kromosomialueelle.

Kahden pisteen valill4 sanotaan tapahtuneen rekombinaatio, jos havaitaan,
ettd meioosin seurauksena pisteet ovat l1ahtdisin vanhemman eri vastinkro-
mosomeista. Rekombinaatio voidaan havaita, jos pisteiden valilla on ollut
pariton maara tekijainvaihtokohtia. Todennakdisyyttd, ettd genomissa kah-
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den pisteen vélill4 on tapahtunut rekombinaatio, kutsutaan rekombinaatio-
fraktioksi. Rekombinaatiofraktion arvo vaihtelee nollan ja puolikkaan vélil-
18; erityisesti arvo on nolla, jos lokukset ovat paéllekkdin. Kahden samassa
kromosomissa olevan lokuksen arvo kasvaa nollasta ja l&hestyy puolikasta,
kun lokukset siirtyvat kauemmaksi toisistaan. Eri kromosomeissa olevien lo-
kusten valinen rekombinaatiofraktio on aina 0.5 johtuen siit, ettd eri kromo-
somit periytyvét toisistaan riippumattomasti. Lokusten sanotaan olevan sitd
vahvemmin kytkeytyneitd, mité Iahempéna nollaa niiden vélinen rekombinaa-
tiofraktio on.

Geneettiset etdisyydet (m) voidaan muuttaa rekombinaatiofraktioiksi (9) kart-
tafunktioiden avulla. Ndista tunnetuimpia ovat Haldanen karttafunktio
1— e—2m
0=——
2

seka Kosambin karttafunktio
1—e™4m
" 2ire )

Myos kaédnteisten kaavojen johtaminen on helppoa. Geneettisten etdisyyksien
ja rekombinaatiofraktion valista suhdetta on havainnollistettu kuvassa 2.2.

0.5

Haldane
Kosambi -------

0.45

04 | i
035 | 4
03 i
0.25 | i

%
/
0.2 | / .
/
%

Rekombinaatiofraktio

0.15 | _
01} i

0.05 | .

0 1 1 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Lokusten sijainti toisiinsa verrattuna (M)

Kuva 2.2: Geneettisen etdisyyden ja rekombinaatiofraktion suhde Haldanen ja
Kosambin karttafunktioita soveltaen.

Lokusten valista geneettista kytkentédd voidaan hyddyntaa sen selvittamises-
s, miten kromosomien kohdat ovat periytyneet. Kuvaan 2.1 on merkitty nel-
j& markkeria ja niissa esiintyvét alleelit. Markkerilokusten alleelit periytyvét
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lapsille vastaavien kromosomisegmenttien mukana. Sovittamalla tarkastelta-
valle kromosomialueelle riittdvan tihed markkerikartta ja méaarittdmalla yk-
sildiden genotyypit markkerikohdissa voidaan arvioida sitd, miten kromoso-
mialueet periytyvét sukupuissa ja mitad kromosomialueita tietyn fenotyypin
mukaiset yksilot jakavat. Tdma on geenikartoituksen taustalla oleva ajatus.

2.4 Lahestymistavat ja geenikartoitusohjelmistot

Geenikartoitukseen on olemassa kaksi l&hestymistapaa: kytkentdanalyysi ja
assosiaatioanalyysi. Kytkentdanalyysissa tarkastellaan sairauden periytymis-
t& sukupuuaineistoissa, kun taas kytkentdepétasapainoon perustuvassa asso-
siaatioanalyysissé aineisto kerataan vaestosta tai véestoisolaatista, jossa sai-
rautta esiintyy. Kytkentdanalyysia esitellddn luvuissa 5 ja 6, ja assosiaatio-
analyysiin palataan luvussa 7.

Genominlaajuiset geenikartoitusprojektit ovat perinteisesti edenneet siten, et-
t& genomista etsitdén aluksi kytkentéanalyysin keinoin lupaavia alueita kayt-
téen suhteellisen harvaa markkerikarttaa. Tamén jalkeen néiden alueiden in-
formatiivisuutta parannetaan genotyyppaamalla lisad markkereita ja ottamal-
la mahdollisuuksien mukaan uusia perheitd analysoitavaksi. Kytkentdmene-
telmén tarkkuusrajojen tullessa vastaan aluetta pyritdédn kaventamaan edel-
leen kytkentdepatasapainoon perustuvin menetelmin (assosiaatioanalyysi), ja
ihannetapauksessa téssa vaiheessa voidaankin hyddyntéé samaa, geneettises-
t& isolaatista kerdttyd aineistoa kuin kytkentéanalyysissd. Monitekijaisten sai-
rauksien ja tiheiden SNP-karttojen myo6t4 geenikartoituksen painopiste on
siirtyméssa assosiaatiomenetelmien suuntaan, ja jopa puhtaasti kytkentaepa-
tasapainoon perustuvat geenikartoitusprojektit ovat yleistyméssa. Toisaalta
kytkentdanalyysi sdilyttdnee asemansa geenikartoituksen keskeisend tyoka-
luna vield pitkdan: esimerkiksi eri puolilla maailmaa keréttyjen aineistojen
meta-analyysi kytkentdamenetelmin tarjoaa monia mahdollisuuksia.

Taulukossa 2.1 esitetdan tassé oppassa kaytettavat ohjelmistot, jotka on asen-
nettu CSC:n Corona-sovelluspalvelimelle. Corona-palvelin otetaan kayttoon
alkuvuodesta 2005, johon saakka sovelluspalvelimena toimii Cedar-palvelin.
Tamaéan oppaan esimerkeissa komentokehotteen konenimené esiintyy corona.
Ohjelmien kaytté Cedar-palvelimelta on konenimed lukuunottamatta saman-
laista.

CSC:lle asennetut geenikartoitusohjelmistot alustetaan ennen kéayttéa komen-
nolla:

corona% use genemap

Alustus péivittda erditd ympdristbmuuttujien arvoja siten, ettd ohjelmia voi
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Taulukko 2.1: Sovelluspalvelimelle asennettuja geenikartoitusohjelmistoja

Aihe Ohjelmistot
Parametrinen kytkentaanalyysi Genehunter, Linkage
Ei-parametrinen kytkentéanalyysi Merlin, Genehunter, Simwalk
Periytymisen epétasapainotesti (TDT) Genehunter
Linkage-parametritiedoston luonti Linkagepar
Tiedostomuotojen muunnokset Mega2
Sukupuutiedoston tarkistaminen Pedcheck
Assosiaatioanalyysi Haplo-assoc
Periytymisen simulointi Merlin

sen jélkeen kayttaa istunnon aikana viittaamalla niihin pelkall& ohjelman ni-
mell& tdydellisen polun sijasta.
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Aineistojen esitys
tietokoneella

Geenikartoitusprojektissa analysoitava informaatio koostuu henkildiden su-
kulaisuussuhteista, fenotyypeistd, genotyypeista ja toisinaan ymparistoteki-
joiden arvoista. Jotta geneettistd aineistoa voitaisiin kasitella tietokoneella,
on tdma informaatio sekd sukupuiden rakenne kuvattava formaalissa, tieto-
koneen ymmartaméassad muodossa.

Erddnlaisen standardin aseman on saavuttanut Linkage-esitysmuoto, joka
koostuu sukupuu- ja parametritiedostosta. Linkage-esitysmuoto otetaan tds-
s& oppaassa aineistojen esityksen lahtokohdaksi. Aineistojen rakentaminen
ja esikasittely CSC:n laskentaympéristossa yleisimpid kytkentédanalyysioh-
jelmia varten on esitetty kaaviona kuvassa 3.1. Yleisimmin kéytetyt kyt-
kentéanalyysiohjelmat, Merlin[ ] ja Genehunter[ ], saavat
syo6tteenadn Linkage-muotoisen sukupuu- ja parametritiedoston sellaisenaan.
Néistd sukupuutiedosto rakennetaan esimerkiksi tekstieditorilla tai (tuotanto-
ymparistdssd) automaattisesti perhe- ja genotyyppiaineiston perusteella, kun
taas parametritiedoston luontiin on olemassa apuohjelmia (t&ssé esitelty Lin-
kagepar sekéd Makedata, Downfreq ja Preplink). Kolmas yleinen kytkenta-
analyysiohjelma, Simwalk (eli Simwalk2)[ ], edellyttdd lisaksi tiedos-
tomuodon muuttamista omaan formaattiinsa; tdhan voidaan kdyttaa esimer-
kiksi Mega2-apuohjelmaal ]. My@6s Linkage-kytkentdanalyysiohjel-
maal , , ] varten sukupuutiedosto on késiteltdvé apuoh-
jelmalla (Makeped). Syotetiedostojen rakentamiseen ja tiedostomuotojen
muunnoksiin tutustutaan tassa luvussa yksityiskohtaisesti.

3.1 Linkage-tiedostomuoto

Tarkastellaan aluksi tiedostojen esittdmisté Linkage-muodossa, joka on ylei-
simmin kaytetty geneettisten aineistojen esitysmuoto.

Linkage-muotoinen aineiston kuvaus koostuu kahdesta tiedostosta: sukupuu-
tiedostosta ja parametritiedostosta. Muodostamme téllaiset tiedostot kuvan
3.2 esittdmaélle sukupuulle, jonka tahdelld merkityistd henkildistd on geno-
tyypattu kahdeksan mikrosatelliittimarkkeria. Seitseman ensimmaisen hen-
kilon sairausstatuksesta ei ole varmaa tietoa, joten status merkitdan néiden
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: . : : Sairausmalli,
Sukupuutiedosto - marikerikartta |

Linkagepar

Uudelleenkoodattu » i
Makeped Sukupuutiedosto Parametritiedosto Karttatiedosto
Muunnettu Mega2
sukupuutiedosto

Simwalk-
syo6tetiedostot

Linkage [Merlin, Genehunter } [ Simwalk }

Kuva 3.1: Sukupuu- ja parametritiedostojen luonti ja esikasittely Kytkentaanalyy-
sid varten.

yksildiden osalta tuntemattomaksi.
O
: ﬂ{» ; ﬂ@ g X
9

*
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} * 16|:'*7 ‘ *12 . * a * *
10 11 13 14 15
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Kuva 3.2: Esimerkkitiedostoa vastaava sukupuu. Sairaat yksilét on merKkitty tdyte-
tylld mustalla symbolilla. Genotyypit on kerdtty asteriskilla merkityiltd yksilGilté,
ja heisté tiedetddn myds sairausstatus.

3.1.1 Linkage-sukupuutiedoston rakenne

Linkage-muotoisessa sukupuutiedostossa kuvataan perherakenne, fenotyyp-
pi sek& markkerilokusten genotyypit. Tiedosto voidaan laatia kasin tekstie-
ditorilla tai se voidaan — automatisoidussa tuotantoympéristossa — generoida
tietokannassa olevan genotyyppidatan avulla. Kun analysoitavana on yksi bi-
né&érinen fenotyyppi, on sukupuutiedoston rakenne seuraava:
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Sarake  Merkitys

Sukupuun tunniste

Yksil6étunniste

Isén tunniste (perustajayksil6lla 0)

Aidin tunniste (perustajayksilélla 0)

Sukupuoli, 1 = mies, 2 = nainen

Fenotyyppi, 0 = ei havaintoa, 1 = terve, 2 = sairas, affection status
@) Alttiusluokka (valinnainen)

7/8-n  Markkerialleelit pareittain, erotettuina vélilyonneilla

OO0, WN B

Markkerikohdissa puuttuvien alleelien symbolina kéytetdan nollaa. Samoin
tuntematon sairausstatus merkitaén nollalla.

Kuvan 3.2 sukupuusta tehty Linkage-muotoinen sukupuutiedosto ndyttad seu-
raavalta:

11 0 010 000O0OO0OOOOOO0OOOOOO
1 2 0 020 00O0O0OO0OO0OOOOOOOOO
1 31210 00000000O0O0OO0CO0OO0OCO0COO
1 4 0 020 0000000O0O0O0CO0COOOO0O
1 51210 0000000O0O0O0OO0OCO0OO0OCOCOO
1 6 0020 0000O0O0O0O0O0O0OO0OOO0OOCOO
17 0 010 0000OO0OOOOOO0OOOOOO
1 8 1 222 6456520011342651
1 9 3 412 4461223517426641
110 3 421 6400525517322651
111 5 611 640000001300235414
112 5 621 65555554173326514
113 5 612 4565250017436¢6114
114 7 812 1416123371343651
115 7 822 1416623331343621
116 0 011 6251135427236642
117161212 2600350071336225
118161221 6555155427236644
119161221 2615354571336200

Té&han sukupuutiedostoon viitataan my6hemmissa esimerkeissa nimella
demoped.pre.

Koska yksilét kuuluvat samaan sukupuuhun, merkitaén heille sama perhetun-
niste (1) ensimmaiseen sarakkeeseen. Yksilotunnisteina on kéytetty kuvassa
3.2 esiintyvia yksilonumeroita. Esimerkissé genotyypit ovat saatavilla vain
yksilgilta 8-19, jolloin yksilét 1-7 ovat mukana aineistossa vain sen vuoksi,
jotta sukupuun rakenne saadaan kuvattua. Erityisesti on huomattava, etta jo-
kaisella yksil6l1& on oltava sukupuussa sek isd etta &iti tai ei kumpaakaan.
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Niinpé& esimerkiksi yksildista 14 ja 15 on genotyypatyn didin (yksild 8) lisék-
si sukupuutiedostossa esitettdva genotyyppaamattoman ja sukupuuhun muu-
ten kuulumattoman isén tiedot. Tdmé on tehty siten, ettd tiedostoon on luo-
tu ylimaérainen yksild 7, jonka fenotyyppi- ja genotyyppitiedot on merkitty
tuntemattomiksi.

Osa kytkentdanalyysiohjelmista sallii perhe- ja yksil6tunnisteiksi mielival-
taisia numeroita tai merkkijonoja. Jotta tiedosto olisi yhteensopiva kaikkien
ohjelmistojen kanssa, kannattaa tunnisteina kayttaa pienia kokonaislukuja.

Alleelit koodataan kokonaisluvuin. Koska alleelifrekvenssit on parametritie-
dostossa (ks. luku 3.1.3) lueteltava kaikille alleeleille ykkdsesté alkaen suu-
rimpaan alleelinumeroon asti, on alleelitunnisteinakin jarkevéa kéayttaa pienia
kokonaislukuja.

Edell4 olevassa esimerkkitiedostossa néytteet on kerdtty 12 henkil6lta (yksi-
16t 8-19). Yksittaiset markkerit ovat olleet toimimattomia joillakin yksil6il-
14; talléin vastaava genotyyppi on merkitty tiedostossa "0 0". Yksilgilta, jot-
ka kuuluvat sukupuuhun, mutta joilta DNA-ndytetta ei ole saatu, merkitdén
kaikki genotyypit puuttuviksi.

Linkage-tiedostomuoto sallii yksildille valinnaisen alttiusluokan kuvaami-
sen. Alttiusluokalla tarkoitetaan aineiston alaryhmaéa, jolle maaritetdén pa-
rametrista kytkentdanalyysid varten oma penetranssivektorinsa. Penetrans-
sivektorit voivat riippua esimerkiksi idstd tai sukupuolesta. Jos aineisto ha-
lutaan jakaa esimerkiksi kolmeen alttiusluokkaan (alle 30-vuotiaat, 30-60-
vuotiaat ja yli 60-vuotiaat), merkitd&n nuorimpaan ryhméaan kuuluville ih-
misille ylimééaraiseen, seitseménteen sarakkeeseen (sairausstatuksen ja geno-
tyyppien véliin) luku 1. Vastaavasti keskimmaiseen ikaryhmaén kuuluville
merkitaan kyseiseen sarakkeeseen luku 2 ja vanhimpaan ikaryhmaén kuulu-
ville luku 3. Varsinainen penetranssivektorien siséltd kuvataan erillisessa pa-
rametritiedostossa (ks. luku 3.1.3). Edelld esitetyssa esimerkissa alttiusluokat
eivat ole kaytossa.

3.1.2 Sukupuutiedoston tarkistaminen Pedcheck-ohjelmalla

Sukupuuaineiston tekninen virheettdmyys on hyva tarkistaa aina ennen tilas-
tollisia analyyseja. Tyypillisid virheitd ovat yksinkertaiset laboratorio- ja koo-
dausvirheet. Ndma johtavat siihen, ettd lapsilla saattaa esiintyd alleeleja, joita
kummallakaan vanhemmista ei ole. Jos virheit& ilmenee useassa lokuksessa
samalla yksil6lla, voi tdma selittyd sillg, ettd sukulaisuussuhteet (erityisesti
biologinen isyys) poikkeavat sukupuussa kuvatusta.

Aineiston oikeellisuus voidaan selvittda Pedcheck-nimisen[ ] ohjelman
avulla. Pedcheck-ohjelmalle annettavan sukupuutiedoston tulee olla Linkage-
muodossa. Ohjelmalle annetaan sukupuutiedoston ohella joko Linkage-muo-
toinen parametritiedosto tai erityinen markkerinimitiedosto. Ohjelman kes-
keiset komentoriviparametrit ovat:
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-p sukupuutiedosto: méarittdd sukupuutiedoston nimen
-d parametritiedosto: maéarittdd parametritiedoston nimen
-m: ilmoittaa, ettd kéytetddn sukupuutiedostoa, jo-

ka ei ole Makeped-apuohjelman luoma

-n markkerinimitiedosto:  maarittdd markkerinimitiedoston nimen. Tie-
dosto on annettava silloin, jos parametritiedos-
toa ei anneta syotteend.

-o tulostiedosto: madrittaa tulostiedoston nimen. Oletusnimena
on pedcheck.err.
-2: kertoo, ettd kéyttaja haluaa ns. toisen tason tar-

Kistuksen. Tdma tehdéan, jos ns. ensimmaisen
tason tarkistuksessa ei 16ytynyt virheitd. Jos
sukupuutiedosto lapéisee toisen tason tarkis-
tuksen, on aineisto varmasti Mendelin periy-
tymissaéntdjen mukainen.

Seuraavaksi laadimme Pedcheck-ohjelmaa varten markkerinimitiedoston.
Markkerinimitiedostossa merkitddn X- tai x-symbolein sellaiset lokukset, joi-
ta ei haluta tarkistaa. Muille lokuksille annetaan nimi. Seuraavassa on tasté
esimerkki (tiedostonimend 1ist.markers):

X

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8

Sukupuutiedostossa esiintyvé ensimmainen lokus kuvaa sairausstatusta, jo-
ten sille ei haluta tehdd Mendel-tarkistusta.

Testaamme ohjelmaa edelld esitetylle, nimella demoped. pre tallennetulle su-
kupuutiedostolle, johon luomme ensin keinotekoisen Mendel-virheen. Muu-
tetaan tiedostoa demoped. pre siten, etté toiseksiviimeisen yksilon 18 viimei-
sen lokuksen toinen alleli on virheellinen:

11816122 16555155427236641

Kéynnistamme tarkistuksen komennolla:

corona% pedcheck -p demoped.pre -m -n list.markers
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Tamén jélkeen katsomme tiedostoa pedcheck.err, johon virheet on kirjoi-
tettu. Esimerkkiaineistosta 16ytyi yksi virhe:

##### GENOTYPE ERROR: Pedigree 1 Locus 8 Name M8 #####

ERROR: Child 18 is consistent with each parent separately,

but not as a pair.

ORIGINAL SCORING:

Father 16: 2/4 Mother 12: 4/5
Child 17: 5/2

Child 18: 1/4

Child 19: 0/0

Virheiden korjaamisen jdlkeen edellinen komento on annettava uudestaan.
Kun kaikki virheet on korjattu, ohjelma antaa raportin, jossa lukee

PedCheck has found NO LEVEL O inconsistencies in the pedigree
data.
PedCheck has found NO LEVEL 1 inconsistencies in the pedigree

data.
RERUN USING LEVEL 2.

Téman jalkeen teemme ns. toisen tason tarkistuksen antamalla komennon,
johon on lisétty optio -2:

corona% pedcheck -p demoped.pre -m -n list.markers -2

Koska ohjelma ei havaitse uusia virheitd, aineisto noudattaa mendelistisia pe-
riytymissaantojé. Jos ensimmaisen tason virheita ei 10ydy, voidaan Pedcheck-
ohjelmalla myds etsid todennékoisimpid virheldhteitd (optio -3) korjauseh-
dotuksineen (optio -4). Vaikka datan korjaaminen téllaisten todenndkdisyys-
laskelmien perusteella on uhkarohkeaa, voi tulosteista olla apua genotyyp-
pausvirheiden jaljityksessa.

3.1.3 Linkage-parametritiedosto ja sen luonti

Edelld kasiteltiin Linkage-muotoisen sukupuutiedoston luontia ja tarkistus-
ta. Sukupuutiedostossa kuvattiin yksilokohtaiset tiedot: perherakenteet, sai-
rausstatukset ja henkildiden genotyypit. Linkage-muotoisessa parametritie-
dostossa puolestaan kuvataan kaikille henkildille yhteiset parametrit: sairaus-
malli, kaytetyt fenotyypit ja markkerit sek& markkereiden alleelifrekvenssit.
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Historiallisista syista tiedosto sisaltad myds kenttid, joilla vélitetddn paramet-
reja analyysiohjelmalle; useat ohjelmistot jattavat ndma kentat huomiotta.

Parametritiedosto on kétevintéd luoda jollakin tarkoitukseen kehitetyll& apuoh-
jelmalla. Esimerkiksi Linkagepar-nimiselld ohjelmalla parametritiedosto voi-
daan helposti luoda sukupuutiedostosta lahtien. CSC:l1& kehitetty ohjelma
kaynnistetddn antamalla parametrina sukupuutiedoston nimi:

corona% T1inkagepar demoped.pre

Ohjelma kéynnistyy tulostamalla yhteenvedon aineistosta:

Pedigree statistics:

19 individuals.
8 markers.

Press Enter to continue.
Painamalla Enter-ndppainta ruudulle ilmestyy paéavalikko:

Linkagepar - a CSC tool for constructing Linkage parameter files

Version 20-Feb-04. Requests/comments to vesa.ollikainen@csc.fi

(1.) Penetrance vector 1 : 0.01 0.99 0.99

(2.) Disease allele frequency : 0.001

(3.) Intermarker distances : 0.10.10.10.10.1210.1210.1
(4.) Allele frequencies : Estimate from all individuals.
(5.) Downcode alleles : yes -- to file: out.pre

(6.) Output parameter file : out.dat

(7.) Output map file : out.map

(9.) Generate files and exit.
(X ) Exit without generating files.

Ohjelma nayttdd muokattavissa olevat parametrit (1-7) seka kunkin paramet-
rin voimassa olevat arvot. Arvoja voidaan muuttaa syottdméallé vaihtoehdon
numero ja vastaamalla ohjelman esittdmiin kysymyksiin. Valikossa voidaan
muuttaa seuraavia arvoja:

Penetranssivektori. Penetranssit eli sairauden todennakdisyydet annetaan
kunkin genotyypille edustajille: riskialleelia kantamatomille henkildil-
le (+4), heterotsygooteille riskialleelin haltijoille (D+) ja riskialleelin
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suhteen homotsygooteille henkil6ille (D D). Jos aineistossa on maéri-
telty alttiusluokat, ohjelma kysyy pentetranssivektorin arvot erikseen
kullekin alttiusluokalle.

Sairausalleelin frekvenssi. Riskialleelin frekvenssi populaatiotasolla.

Markkerien etéisyydet. Markkerien etdisyydet syotetédédn joko rekombinaa-
tiofraktioina tai senttimorganeina. Jos kdytetaan senttimorganeita, kéyt-
t4ja valitsee joko Haldanen tai Kosambin karttafunktion. P&avalikossa
etaisyydet ndkyvét aina rekombinaatiofraktioina riippumatta siitd, mis-
s& muodossa ne on syotetty.

Alleelifrekvenssit. Ohjelmalle kerrotaan tapa, jolla alleelifrekvenssit arvioi-
daan: arviointi voidaan tehda perustajayksildiden perusteella ("estima-
te from founders™), kaikkien yksildiden perusteella ("Estimate from all
individuals™) tai alleelifrekvenssit voidaan asettaa yhta suuriksi ("Use
equal allele frequencies™). Kaytetyilla alleelifrekvensseilld on vaiku-
tusta kytkentdanalyysin tuloksiin, silla ohjelmistot laskevat niiden pe-
rusteella tuntemattomien perustajagenotyyppien todennakdisyyksia.
Jos populaatiotason alleelifrekvensseja ei ole saatavilla, joudutaan ne
arvioimaan aineistosta. Talléin pelkkien perustajayksiloiden kéayttami-
sessd on se etu, ettd ne ovat ldhtokohtaisesti riippumattomia toisistaan
ja heijastavat paremmin populaatiotason alleelifrekvenssejd. Toisaal-
ta perustajayksiloitd on yleensa véhan, jolloin frekvenssit ovat herk-
kid satunnaisvaihtelulle. Jos populaatiotason alleelifrekvenssit mark-
kereille ovat tiedossa esimerkiksi aiemmista tutkimuksista, kannattaa
niita kayttad. Talloin frekvenssit voidaan syottaa jalkikéteen ohjelman
generoimaan parametritiedostoon.

Alleelien uudelleenkoodausmenetelma. Alleelit voidaan tarvittaessa uudel-
leennumeroida ykkosesté alkaen. Jos uudelleennumerointi valitaan, jou-
dutaan myds sukupuutiedosto Kirjoittamaan uudelleen. Tall6in ohjel-
ma Kysyy kéyttajalta tiedostonimen uudelle sukupuutiedostolle.

Tulostettava parametritiedosto. Tulostettavan parametritiedoston nimi.

Tulostettava karttatiedosto. Ohjelma tulostaa myds karttatiedoston Mega2-
tiedostomuunnosohjelmaa varten. Kéyttdja voi muuttaa karttatiedoston
nimen.

Ohjelmasta poistutaan valinnalla 9. Poistuttaessa ohjelma kirjoittaa paramet-
ritiedoston ja — jos sukupuu haluttiin uudelleennumeroida — uuden sukupuu-
tiedoston. Valinnalla X ohjelman suoritus voidaan keskeyttdd generoimatta
tulostiedostoja.

Muutamme esimerkkitiedostomme Kkarttaetdisyyksiksi 5 cM valitsemalla paa-
valikosta valinnan 5. Seuraavaksi ohjelmalle kerrotaan, ettd etdisyydet syo-
tetddn senttimorganeina kéyttden Haldanen karttafunktiota. Taman jalkeen
markkerien valiset etdisyydet annetaan yksi kerrallaan. Kussakin vaiheessa
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ohjelma néyttaa valintaa vastaavan oletusarvon hakasulkeissa. Oletusarvo hy-
vaksytddn painamalla pelkastadn Enter-ndppaintd. Jos oletusarvoa ei hyvak-

sytd, syoOtetddn uusi arvo.

How do you want to enter intermarker distances?

(1.) Recombination fractions.

(2.) Haldane centiMorgans.

(3.) Kosambi centiMorgans.

[1] 2

Enter 7 intermarker distances one at a time.
Use Haldane centiMorgans.

Markers
Markers
Markers
Markers
Markers
Markers
Markers

1
2
3
4
5
6
7

O N O Ui A W N

[11.
[11.
[11.
[11.
[11.
[11.
[11.

1572]
1572]
1572]
1572]
1572]
1572]
1572]

(U2, BV, BV, BN, RO, RV, |

Esimerkissamme arvioimme alleelifrekvenssit kaikkien sukupuun jasenten
perusteella. Yhdestd sukupuusta koostuva aineisto olisi todellisuudessa liian
pieni alleelifrekvenssien luotettavaan arviointiin. Alleelifrekvenssien arvioin-
ti tehddén tassd vain demonstrointitarkoituksessa.

Ohjelman avulla generoidaan kolme tulostiedostoa: uudelleenkoodattu su-
kupuutiedosto, parametritiedosto ja karttatiedosto. Viimeksimainittua tiedos-
toa tarvitaan, jos tiedostot halutaan muuttaa Linkage-tiedostomuodosta jo-
honkin toiseen muotoon Mega2-muunnostyokalun avulla (ks. luku 3.2). En-
nen generointia vaihdamme kayttoliittyméssa vield tulostettavien sukupuu-,
parametri- ja karttatiedostojen nimiksi ex-1.pre (valinta 5), ex-1.dat (va-
linta 6) ja ex-1.map (valinta 7):

(1.
2.
Q.

(5.
(6.

(7.

)
)
)
(4.) Allele frequencies
)
)
)

Output map file

Penetrance vector 1

Downcode alleles

Disease allele frequency :
Intermarker distances

Output parameter file

0.01 0.99 0.99

0.001

0.0475813 0.0475813 0.047...
Estimate from all indiv.

yes -- to file: ex-1l.pre
ex-1.dat

ex-1.map
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(9.) Generate files and exit.
(X ) Exit without generating files.

Valinnalla 9 poistutaan ohjelmistosta. Generoitu parametritiedosto ex-1.dat
néyttaa seuraavanlaiselta (kenoviivamerkki kuvaa rivin jatkumista seuraaval-
ta riviltd. Parametritiedostossa rivit on kirjoitettava yhteen ilman rivinvaihtoa
tai kyseista merkkid):

9005

0 0.0 0.0 0

123456789

1 2 # TRAIT

0.999 0.001

1

0.01 0.99 0.99

35 # ML

0.0833333 0.125 0.333333 0.125 0.333333
33 # M2

0.277778 0.444444 0.277778

35 #M3

0.136364 0.318182 0.136364 0.363636 0.0454545
33 # M4

0.3125 0.25 0.4375

34 #Ms

0.458333 0.0833333 0.0833333 0.375

33 #M6

0.181818 0.590909 0.227273

33 # M7

0.25 0.125 0.625

34 # M8

0.272727 0.136364 0.318182 0.272727

00

0.5 0.0475813 0.0475813 0.0475813 0.0475813 0.0475813\
0.0475813 0.0475813

1 0.1 0.45

Parametritiedoston ensimmaisella rivilla kerrotaan kuinka monta lokusta ana-
lyysissd on mukana (9 = sairauslokus + 8 markkerilokusta). Kolmannella ri-
villa on lueteltu lokukset jarjestyksessa. Neljannelld rivilld on ensimmaéinen
lokus maéritelty sairauslokukseksi (1) ja sen alleelien mééraksi 2. Rivilla vii-
si on esitetty sairausalleelien frekvenssit. Rivilla kuusi kerrotaan alttiusluok-
kien lukumaéaré (1) ja sitd seuraavalla rivilla ensimmaisen ja ainoan alttius-
luokan penetranssit riskilokuksen eri genotyypeille. Jos alttiusluokkia olisi
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useampi kuin yksi, olisi parametritiedostossa yksi rivi kutakin alttiusluokkaa
kohden siten, ettd ensimmainen rivi maarittdd ensimmaisen alttiusluokan pe-
netranssivektorin, toinen toisen jne. Rivill4 kahdeksan maaritellddn seuraa-
va lokus markkeriksi (3) ja annetaan alleelien lukumaaré ja rivill& yhdekséan
vastaavat alleelifrekvenssit. Seuraavat rivit vastaavat muita markkerilokuk-
sia. Toiseksi viimeiselld rivilla annetaan lokusten véliset etéisyydet rekom-
binaatiofraktion avulla siten, ettd ensimmaéinen luku vastaa sairausalleelin ja
ensimmaisen markkerilokuksen valisté etdisyytta (tata ei luonnollisestikaan
tiedetd, ja annettu arvo 0.5 vastaa alkuarvoa) ja tdmén jalkeiset luvut mark-
kerilokusten vélisié tunnettuja etéisyyksia (ensin markkerien 1 ja 2 etdisyys
toisistaan, sitten markkerien 2 ja 3 jne.). Loput tiedostossa annettavat arvot
eivat ole kayttajan kannalta merkityksellisié. Lisad tietoa parametritiedoston
sisdllosta 10ytyy mm. Terwilligerin ja Ottin teoksesta [ ].

3.2 Tiedostomuotojen muunnokset: Mega2

Mega2-ohjelmalla[ ] voidaan muuntaa syotetiedostoja eri geenikar-
toitusohjelmien tiedostomuotojen vélilla. Ohjelmiston avulla voidaan myds
rakentaa Unix-komentotiedosto, joka ajaa halutun analyysin.

Tarkastellaan aluksi Simwalk-sy6tetiedostojen tekoa esimerkkisukupuutam-
me vastaavista Linkage-tiedostoista. Simwalk-ohjelman kéyttod esitell&én lu-
vussa 6.4. Tassé yhteydessé keskitymme ainoastaan syotetiedostojen muun-
tamiseen.

Mega2-ohjelmisto vaatii syotteekseen kolme pakollista tiedostoa: sukupuu-
tiedoston, parametritiedoston ja karttatiedoston. Ndmaé sydtetiedostot voidaan
rakentaa Linkage-muotoisista tiedostoista erittdin helposti:

Sukupuutiedostoksi kelpaa Linkage-muotoinen sukupuutiedosto sellaise-
naan. Tiedosto saa olla késitelty Makeped-ohjelmalla, mutta se ei ole
valttaméatonta.

Parametritiedostoksi k&y Linkage-muotoinen parametritiedosto, jossa kaik-
kien lokusten on oltava nimettyja. Kukin lokus nimetéan rivilla, jossa
esitelldan lokuksen tyyppi. Nimea edeltaa risuaitamerkki (#).

Karttatiedostoksi laaditaan tiedosto, jossa on yksi rivi kutakin kartassa esiin-
tyvad lokusta kohden. Kullakin rivilla esitellddn kromosomin numero,
sijainti senttimorganeina ja lokuksen nimi. Tiedoston alussa on otsik-
korivi, josta Mega2 paattelee kaytettavan karttafunktion. Jos toisena
sanana esiintyy merkkijono KOSAMBI, soveltaa ohjelma Kosambin
karttafunktiota geneettisten etdisyyksien muuttamisessa rekombinaa-
tiofraktioiksi, muussa tapauksessa Haldanen.

Linkagepar-apuohjelma (ks. luku 3.1.3) tuottaa kaikki kolme Mega2-ohjelman
vaatimaa syotetiedostoa kayttdjan antamasta sukupuutiedostosta lahtien kéyt-
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t4jan antamien parametriarvojen perusteella. Linkagepar-ohjelman tuottama
karttatiedosto ex-1.map nayttadad esimerkkiaineistollemme seuraavanlaiselta:

CHROMOSOME KOSAMBI NAME
0.0000 M1
4.7726 M2
9.5451 M3
14.3177 M4
19.0903 M5
23.8629 M6
28.6354 M7
33.4080 M8

R R R R R R R R

Karttatiedostossa kerrotaan, ettd kaikki markkerit sijaitsevat kromosomissa
1, ne sijaitsevat 4.77 senttimorganin vélein (vastaa viittd Haldanen senttimor-
gania) ja ovat nimeltdan M1, ..., M8. Kartan ensimmaisen markkerin sijain-
niksi voidaan asettaa nolla, jolloin loput sijainnit ilmaistaan suhteessa tahan
ensimmaiseen markkeriin. Kromosominumerolla 1 ei t&ssé yhteydessa ole
merkitystd. Numerolla on kaytt6a vain siind tapauksessa, jos halutaan kasi-
tell&d samaan aikaan useita kromosomeja, jolloin niille voidaan luoda yhteinen
karttatiedosto.

Ohjelmisto kaynnistetddan komennolla:

corona% mega2

Ohjelman kéynnistyttyd néytolle ilmestyy ensimmainen valikko, jossa an-
namme syotetiedostojen nimet:

Mega2 input menu:

0) Done with this menu - please proceed

1) Chromosome number: 1
2) Input file extension: 01
3) Locus datafile: ex-1.dat
4) Pedigree datafile: ex-1.pre
5) Map datafile: ex-1.map

6) Omit datafile (optional): _
7) Include all pedigrees whether typed or not

8) Set up for simulating genotyping errors: [no ]
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Aloitusvalikossa annetaan kromosomin numero (valinta 1). Ohjelma etsii au-
tomaattisesti tydskentelyhakemistossa olevia kyseiseen kromosomiin liityvié
syotetiedostoja. Néiden syotetiedostojen kromosomikohtainen pééte voidaan
antaa valinnalla 2. Esimerkiksi kromosomille 1 ohjelma etsisi automaattises-
ti syotetiedostoja nimeltd datain.01, pedin.01 ja map.01. Syotetiedosto-
jen tdydelliset nimet voi vaihtoehtoisesti antaa kasin — kuten ylla olevassa
esimerkissa — valitsemalla vuoron per&én kohdat 3, 4 ja 5 ja kirjoittamalla
analysoitavien tiedostojen nimet. Tallin tiedostonimille ei ole mitaan rajoit-
teita.

Valitsemalla O paéstdén seuraavaan valikkoon, jossa valitaan haluttu tiedos-
tomuoto:

ANALYSIS MENU

1 SimwWalk2-format 15 TDTMax analyses

2 MENDEL-format 16 SOLAR-format

3 ASPEX-format 17 Vitesse-format

4 GeneHunter-Plus format 18 Linkage-format

5 GeneHunter format 19 Test Tloci for HWE
6 APM-format 20 Allegro-format

7 APM MULT format 21 MLBQTL format

8 Create nuclear families 22 SAGE 4.0 format

9 SLINK-format 23 Pre-makeped format
10 SPLINK-format 24 Merlin/SimwWalk2-NPL
11 Homogeneity analyses 25 PREST format
12 SIMULATE-format 26 PAP format
13 Create summary files 27 Merlin format
14 SAGE-format 28 Loki format

Select an option between 1-28 >

Mega2-ohjelma tukee useita tiedostomuotoja, ja vain osa ylla luetelluista oh-
jelmista on asennettu CSC:n laskentaymparistoon. Naisté keskeisié ovat:

1. SimWalk2-format: Ohjelma tekee Mendel-muotoiset syétetiedostot seké
ajotiedoston Simwalk-ohjelmaa varten.

5. Genehunter format: Ohjelma kirjoittaa Linkage-muotoiset syotetiedos-
tot sekd ajotiedoston Genehunter-ohjelmaa varten.

8. Create nuclear families: Ohjelma pilkkoo suuret sukupuut trioiksi, jois-
sa on mukana isd, &iti ja lapsi. Trioaineistoja voidaan kéyttaa esimer-
kiksi periytymisen epétasapainotestin (TDT) tekemiseksi. Ohjelmalla
luodut trioaineistot ovat Linkage-formaatissa.
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9. SLINK-format: Ohjelma tekee syotetiedostot SLINK-simulaatio-ohjel-
malle[ ]. SLINK-ohjelman avulla voidaan simuloida genotyyp-
pien periytymistd ehdollistaen havaituille sairausstatuksille. Ohjelmaa
kaytetaan kytkentaanalyysin voimalaskelmissa yleensa yhdessa Linkage-
ohjelmistopaketin kanssa.

18. Linkage-format: Ohjelmatekee Linkage-muotoiset sy6tetiedostot siten,
ettd sukupuutiedosto on post-makeped-formaatissa (vastaa Makeped-
ohjelmalla késiteltya sukupuutiedostoa).

23. Pre-makeped format: Ohjelmatekee Linkage-muotoiset sydtetiedostot,
joita ei ole késitelty Makeped-ohjelmalla.

24. Merlin/Simwalk2-NPL: Ohjelma tekee sydtetiedostot Merlin- ja
Simwalk-ohjelmia varten samoin kuin komentotiedoston, jonka avulla
analyysi voidaan automaatisesti jakaa kahden ohjelmiston valille. Tal-
16in pienet sukupuut analysoidaan Merlin-ohjelmalla, ja saadut tulok-
set syOtetddn simwalk-ohjelmalle, joka yhdistaa ne suurista sukupuista
saatuihin tuloksiin.

27. Merlin format: Ohjelma tekee ns. QTDT-muotoiset sydtetiedostot Merlin-
ohjelmaa varten. Merlin-ohjelman syéte voidaan tosin antaa myds Lin-
kage-muodossa.

Kun haluttu analyysivaihtoehto on valittu, Mega2-ohjelma kysyy tarvittaessa
kyseiseen muunnosvaihtoehtoon liittyvia lisédtietoja. Téastd eteenpéin ohjel-
man suoritus etenee valitun vaihtoehdon mukaisesti. Esimerkiksi aineistojen
muuntaminen Simwalk-muotoon (valinta 1) esitellaén luvussa 6.4.
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Tilastollisia nakokulmia

Geenikartoituksen ja genetiikan juuret ovat syvéll4 tilastotieteessd. Jo las-
kennallisen genetiikan isén Gregor Mendelin (1822-1884) tulokset perustui-
vat puhtaasti tilastotieteen soveltamiseen, ja tilastotieteen uranuurtaja R.A.
Fisher (1890-1962) oli taustaltaan geneetikko. Téssé luvussa tarkastelemme
geenikartoitusta tilastollisena ongelmana ja pohdimme tilastollisen merkitse-
vyyden ja voiman késitteitd, jotka ovat geenikartoituksessa keskeisié.

4.1 Geenikartoituksen tavoitteet ja hypoteesit

Geenikartoitusprojektin tavoitteena voi olla genomin l&pikaynti, geenin si-
jainnin tilastollinen osoittaminen tai sen tilastollinen poissulkeminen. Tavoit-
teesta riippuen geenikartoitusprojektin hypoteesit tulee muotoilla eri tavoin.

Genominlaajuisessa geenikartoituksena tavoitteena on yleensd etsid geno-
mista lupaavia alueita, joihin tarkempi mielenkiinto kohdennetaan. Talléin
voidaan valita kustannusteoreettinen lahestymistapa, jossa perimasta etsitdan
laskettavan tunnusluvun tai -lukujen perusteella osajoukko, eli kokoelma aluei-
ta eri kromosomeista, johon tarkempi mielenkiinto kohdistetaan. Kyse on tél-
16in eksploratiivisesta analyysistd. Tavoitteena ei ole kytkenndn tai assosiaa-
tion tilastollisesti pitdva osoittaminen, vaan halutaan vain asettaa genomin
alueet paremmuusjarjestykseen.

Geneettisen kytkenndn tilastollinen osoittaminen perustuu kytkenté- tai as-
sosiaatioanalyysiin. Lahtokohtaisesti kussakin analysoitavassa pisteessé teh-
daan tilastollinen testi, jossa nollahypoteesi asetetaan vastaamaan konserva-
tiivista tilannetta, vallitsevaa késitysté:

Ho: tarkasteltava kohta (markkeri) ei ole geneetti-
sesti kytkeytynyt fenotyyppiin.

Vaihtoehtoinen hypoteesi maaritelladn siten, ettéd se poissulkee nollahypotee-
sin. Jos nollahypoteesi hylataan, jaa vaihtoehtoinen hypoteesi voimaan:

Ha: tarkasteltava kohta (markkeri) on geneettisesti
kytkeytynyt fenotyyppiin.
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Siind missa testauksen tavoitteena on yleensé geneettisen kytkennén osoitta-
minen, pyritadan joskus myds sulkemaan pois genomin kohtia. Periaatteessa
geneettinen kytkentd voidaan katsoa suljetuksi pois silloin, jos nollahypotee-
si kykenee selittdmaén aineistosta lasketut tunnusluvun arvot huomattavasti
paremmin kuin vaihtoehtoinen hypoteesi. Tallainen poissuluku on kuitenkin
tilastollisesti péteva vain, jos testauksen taustalla olevat oletukset sairauden
ja kohdan (markkerin) valisestd suhteesta patevat. Tastd suhteesta voidaan
yleensa esittdd vain valistuneita arvauksia.

Vaikka geenikartoitus pystytddn pukemaan tilastollisiksi testeiksi, muodostaa
testien suuri maard ongelman. Kun testattavia kohtia (markkereita) on suuri
méard, kasvaa todennakdisyys, ettd puhdas sattuma tuottaa yhden tai useam-
man tapauksen, jossa nollahypoteesi hylattéisiin. Tata kutsutaan moninker-
taisen testauksen ongelmaksi, ja siihen palataan kappaleessa 4.4.

4.2 Tilastollinen merkitsevyys

Loydetyn tuloksen tilastollinen merkitsevyys kertoo siitd, kuinka voimak-
kaasti tulokseen on syyta uskoa. Tilastollista merkitsevyytta kuvataan p-ar-
volla, joka méaritelladn todennakoisyytend, jolla pelkké sattuma johtaisi nol-
lahypoteesin hylkddmiseen. Mit& pienempi p-arvo on, sitd huonommin sat-
tuma kelpaa tuloksen selittdjéksi ja sita luotettavampi nollahypoteesin hyl-
kéykseen perustuva johtop&atos on.

Formaalisti tilastollista merkitsevyytta kuvaava p-arvo voidaan Kirjoittaa:
p = P(Ho hylatdén | Ho patee).

Tilastollista merkitsevyytta kuvaava p-arvo tulkitaan toisinaan virheellisesti
todennakoisyydeksi, ettd nollahypoteesi on tosi.

4.3 Tilastollinen voima

Tutkimuksen tilastollisella voimalla tarkoitetaan todennakdisyyttd, ettd koe-
asetelman avulla kyet&édn 16ytamaan se aineistosta I0ydettavissa oleva tulos
tai ilmid, josta ollaan kiinnostuneita. Tilastollinen voima maaritelldén toden-
nékoisyytend, ettd nollahypoteesi hylatéan silloin, kun se kuuluukin hylata.
Formaalisti tilastollinen voima F voidaan Kirjoittaa:

F = P(Ho hylatiéan | Ha péatee)

Geenikartoituksessa tutkimuksen tilastollinen voima on ymmarrettavasti sita
parempi, mitd suurempi on otoskoko ja mité selkeampi taustalla oleva muut-
tujien (fenotyypin ja markkerien) riippuvuus on. Tilastollisen voiman suu-
ruus riippuu kriteeristd, jolla nollahypoteesi hylataan. Jos hylkdys halutaan
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tehdd vain erittdin varmoissa tapauksissa, asetetaan hylkéyksen kriteeriksi
asetettu p-arvoraja, ns. merkitsevyystaso, alhaiseksi ja kdantéen.

Geenikartoituksessa voimalaskelmia tehd&én ainakin kahdesta syysté:

1. Halutaan arvioida ennen néytteiden kerdamista ja/tai genotyyppaamis-
ta, minkalaiset onnistumisen mahdollisuudet aiotulla koeasetelmalla
on.

2. Jos tutkimuksesta saadaan negatiivinen tulos (alttiusgeenia ei 16ydy),
voidaan vakuuttua siitd, ettd koeasetelma olisi paljastanut geenin, jos
sellainen olisi tarkasteltavalla alueella ollut edellyttéen, ettd sen vai-
kutus fenotyyppiin on oletetun kaltainen. Voimalaskelmalla pyritaan
talloin osoittamaan, ettd negatiivinen tulos ei johdu liian pienesté tai
vadranlaisesta otoksesta tai liian harvasta markkerikartasta.

Nykyaan yhd useammat tieteelliset julkaisut arvostavat tai jopa edellyttavat
voimalaskelmia julkaistavien tulosten yhteydessé.

4.4 Moninkertaisen testauksen ongelma

Moninkertaisen testauksen ongelma aiheutuu siité, ettd koesarjassa tehdaan
useita tilastollisia testejd, jolloin todenn&kdisyys, ettd jokin niistd antaa ti-
lastollisesti merkitsevan tuloksen, kasvaa. Geenikartoituksessa ongelmaa ai-
heuttavia tekijoitd on useita:

o Tilastollinen testi toistetaan useille markkereille tai markkeriryhmille.
o Testi toistetaan markkerin tai markkeriryhman eri alleeleille.
e Testi toistetaan kayttaen eri fenotyyppié.

e Testi toistetaan kayttéen erilaista oletusta fenotyypin ja genotyyppien
suhteesta.

o Testi toistetaan muuttamalla otokseen kuuluvia henkildita ja/tai mark-
kereita.

Tunnetuin menetelma moninkertaisen testauksen ongelman korjaamiseksi on
Bonferroni-korjaus, jossa yksittéiset testit oletetaan toisistaan riippumatto-
miksi. Tallgin korjattu p-arvo kuvaa todennakdisyyttd, ettd ainakin yksi ndis-
t& riippumattomista testeistd antaa tilastollisesti merkitsevéan tuloksen. Tar-
kastellaan tilannetta, jossa yksittdisessa testissd havaittu kiinnostavin p-arvo
on pg. Tallgin todennakaisyys, etta yksittainen testi tuottaa tatd huonomman
p-arvon, on 1 — po, ja todenndkoisyys, ettd toistettaessa n testid kaikki niis-
té tuottavat arvoa pg huonomman p-arvon, on (1 — pg)". Todennakdisyys p*,
ettd jokin testeistd tuottaa arvoa pp paremman p-arvon, on tallgin:

p*=1—(1-po)"



34 Geenikartoitusopas

Tamé on koko testisarjan Bonferroni-korjattu p-arvo.

Edell4 todettiin, ettd Bonferroni-korjaus soveltuu tilanteisiin, jossa tilastolli-
set testit ovat toisistaan riippumattomia. Geenikartoituksessa tdma ei yleensa
ole tilanne, sill& geneettisesti kytkeytyneille markkereille tehdyt testit riippu-
vat toisistaan. Tdma riippuvuusrakenne on usein monimutkainen, ja sen ana-
lyyttinen kasittely on vaikeaa. Talléin erds mahdollisuus on muodostaa si-
muloimalla nollahypoteesijakauma parhaalle yksittdisen testin antamalle p-
arvolle (tai sen perustana olevalle tunnusluvulle), ja verrata todellisesta ai-
neistosta saatua arvoa tahan jakaumaan. Esimerkiksi kytkentdanalyysissa tar-
kasteltavaksi tunnusluvuksi voidaan ottaa korkeimman kytkentdhuipun arvo
tarkasteltavalla alueella tai koko genomissa. Nollahypoteesin mukaiset simu-
loidut aineistot voidaan generoida siten, ettd kussakin aineistossa perustaja-
yksil6ille arvotaan alleelit niiden frekvenssijakauman perusteella, ja alleelien
annetaan periytyé sukupuissa siten, ettd simuloidaan kromosomialueelle osu-
via tekijanvaihtokohtia. Tallaisen alleelienpudotussimulaatioiden tuloksena
saadaan keinotekoisia aineistoja, joista kukin voidaan analysoida tdsmalleen
samoin kuin todellinen aineisto. Kunkin analyysin tuloksena Kirjataan muis-
tiin voimakkain kytkentatunnusluvun arvo, jolloin télle arvolle saadaan em-
piirinen, nollahypoteesin mukainen jakauma. Lopuksi todellisesta aineistosta
saatua arvoa verrataan tdhan jakaumaan. Jos todellisessa aineistossa havait-
tiin esimerkiksi korkein kytkentatunnusluvun arvo 2.8, ja tuhannesta simuloi-
dusta aineistossa 13:ssa havaitaan jossain kohdassa arvo, joka on véhintaan
yhtésuuri kuin 2.8, saadaan empiiriseksi, moninkertaisen testauksen suhteen
korjatuksi p-arvoksi

p =13/1000 =0.013 ~ 0.01

Tapaus-verrokkiasetelmiin perustuvassa assosiaatioanalyysissé korjatut p-ar-
Vot perustuvat usein niin sanottuun permutaatiotestaukseen, jossa sairaussta-
tusta ilmaisevan sarakkeen arvot sekoitetaan kussakin aineistossa korttipakan
tavoin. Sekoituksen tuloksena fenotyypin ja genotyyppien vélinen yhteys rik-
koutuu, ja aineistosta laskettavat tunnusluvut vastaavat nollahypoteesitilan-
netta, jossa fenotyypin ja genotyypin valinen yhteys on puhtaasti satunnai-
nen.

Raportoidut p-arvot voidaan jattdd myos korjaamatta moninkertaisen tes-
tauksen suhteen. Talléin koeasetelma ja testausproseduuri on kuvattava eri-
tyisen tarkasti, ja lukijalle on tehtdva selvéksi, ettd kyse on nominaalisista
p-arvoista.
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Parametrinen
kytkentaanalyysi

5.1 Taustaa

Kytkentaanalyysin tavoitteena on kartoittaa alttiusgeenin todennakdéinen si-
jaintipaikka tarkastelemalla fenotyyppien ja alleelien esiintymista ja periyty-
misté sukupuissa.

Parametrisessa kytkentdanalyysissa sairauden taustalla oleva geneettinen mal-
li — eli penetranssivektori ja riskialleelin populaatiofrekvenssi — oletetaan tun-
daan tarkastelemalla ilmiasun periytymista sukupuussa (ns. segregaatioana-
lyysi) toisinaan silti saada karkea arvio sairauden periytymismallista tarkas-
teltavassa aineistossa. On myds mahdollista, ettd monitekijdisen sairauden ol-
lessa kyseessa 10ytyy potilaiden alaryhméd, joiden suvuissa sairausfenotyyppi
periytyy mendelistisesti dominantin tai resessiivisen sairausmallin mukaises-
ti. Jos sairausmalli voidaan paéatelld, parametrinen kytkentdanalyysi ndyttéa
kyntensé: sen tilastollinen voima on ei-parametrisia analyysimenetelmia pa-
rempi, kun sairausmalli on mééritelty oikein.

Monien muiden tilastollisten estimointitehtdvien tavoin kytkentaanalyysi pe-
rustuu ns. suurimman uskottavuuden (maximum likelihood) menetelm&én,
jossa pyritdén loytaméaan kaikkein todennékdisin arvo tuntemattomalle pa-
rametrille, tassé tapauksessa sairausgeenin sijainnille. Talldin kytkentéana-
lyysin ajatellaan koostuvan seuraavista vaiheista:

Hypoteesien maarittdminen
Uskottavuusfunktion muodostaminen
Parametrien estimointi

Hypoteesien testaus

o~ 0w D

Tilastollisten johtopaatdsten muodostaminen

Seuraavaksi tarkastelemme ndita vaiheita esimerkin avulla. Analysoimme
kuvassa 5.1 esitettyd sukupuuta yhden mikrosatelliittimarkkerin suhteen. Ole-
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tamme, ettd kyseessa on dominantti, taysin penetrantti sairaus, jossa ei esiin-
ny fenokopioita haettavan sairauslokuksen suhteen. Alttiusgeenin ja fenotyy-
pin valill4 on siis tdydellinen vastaavuus.

1,3 24

_ @
 meme

Kuvab.1: Esimerkkisukupuu Kytkentdanalyysié varten. Kaikkien sukupuun hen-
kiléiden DNA-ndytteistéd on genotyypattu yksi mikrosatelliittimarkkeri.

Teemme sukupuusta ja annetuista oletuksista aluksi muutaman havainnon,
jotka yksinkertaistavat laskennallista kasittelya:

1. Koska kyseessd on dominantti, tdysin penetrantti sairaus, on perheen
isalla riskialleeli, mutta aidilla ei sita ole.

2. Koska perheessé on terveité jalkelaisia, on isa riskialleelin suhteen he-
terotsygootti.

3. Edell& olevan perusteella kullakin sairaalla jalkeldisella on yksi kap-
pale riskialleeleita ja terveilld yksil6illa kaksi kappaletta normaaleja
alleeleita.

4. Jokaisen markkeri- ja sairauslokuksen alleelin periytyminen voidaan
paatelld sukupuussa yksikaésitteisesti (lukuunottamatta sitd, kummasta
isdn vastinkromosomista riskialleeli on 18htdisin).

5.1.1 Hypoteesien maarittaminen

Suurimman uskottavuuden menetelméssé kyse on hypoteesien testaamisesta.
Kytkentaanalyysissé nollahypoteesi tarkoittaa, ettd etsittava sairauslokus ei
ole kytkeytynyt tarkasteltavan markkerilokuksen kanssa (kaksipisteanalyysi)
tai ei ole kytkeytynyt tarkasteltavaan kytkentaryhmaén (monipisteanalyysi).
Vastaavasti vaihtoehtoinen hypoteesi tarkoittaa, ettd sairauslokus on kytkey-
tynyt tutkittavan markkerin tai kytkentdryhmén kanssa.

Esimerkissamme on kyse kaksipisteanalyysistd. Nollahypoteesiksi maarite-
td&n nyt konservatiivinen tilanne:

Ho: 6 =0.5, ominaisuuteen vaikuttava lokus ei ole kytkey-
tynyt markkerilokuksen kanssa
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Vaihtoehtoinen hypoteesi on tallgin:

Ha: 6 < 0.5, ominaisuuteen vaikuttava lokus on kytkeyty-
nyt markkerilokuksen kanssa

5.1.2 Uskottavuusfunktion muodostaminen

Uskottavuusfunktio maérittdd todenndkdisyyden havaitulle aineistolle esti-
moitavan parametrin funktiona. Ajatuksena on, ettd mitd paremmin jokin pa-
rametrin arvo kykenee selittdimaén havainnot, sitd luultavammin tuo paramet-
rin arvo vastaa todellisuutta. Formaalisti uskottavuusfunktio voidaan kirjoit-
taa:

Lp=a(P) = P(d|6)

Edell&d merkintd d kuvaa havaittua aineistoa, joka ajatellaan satunnaismuut-
tujan D havaittuna arvona, ja 6 on estimoitava parametri. Erityisesti kaksi-
pisteanalyysissd parametri 6 kuvaa sairaus- ja markkerilokuksen vélisen re-
kombinaatiofraktion arvoa.

Esimerkkimme perheelle (kuva 5.1) uskottavuusfunktio kokonaisuudessaan
saa seuraavan muodon:

LO) = Y > Y ...) P(Gr)P(YEIGF)P(Gm)P(YmIGm)

Gm Gfr Gc1 Ger

7
[ [P(GcilGr,Gm)P(YcilGei)
i=1

Edelld olevassa uskottavuusfunktion lausekkeessa merkinndt Gg ja Gy ku-

vaavat vanhempien mahdollisia haplotyyppikonfiguraatioita ja merkinnéat

Gcy,...,Gey vastaavasti lasten 1,...,7 mahdollisia haplotyyppikonfiguraa-

tioita. Haplotyyppikonfiguraatiolla tarkoitetaan tassé tapaa, jolla sairaus- ja

markkerilokusten alleelit jarjestaytyvéat vastinkromosomeihin. Esimerkiksi su-
kupuun (kuva 5.1) isélld on kaksi mahdollista haplotyyppikonfiguraatiota.

Markkerilokuksen alleeli 1 voi sijaita samassa vastinkromosomissa sairaus-

lokuksen riskialleelin kanssa, tai se voi sijaita samassa vastinkromosomissa

sairauslokuksen normaalin alleelin kanssa.

Uskottavuusfunktion lausekkeessa esiintyy todennakdisyys kullekin haplo-
tyyppikonfiguraatiolle (esimerkiksi isdlle P(G)). Isén tapauksessa kumpi-
kin kahdesta mahdollisesta haplotyyppikonfiguraatiosta on lahtokohtaisesti
yhté todenndkdinen. Fenotyyppien todennakdisuudet ehdolla haplotyyppi-
konfiguraatio (esimerkiksi isédlle P(Gg)P(Yg|Gg)) maardytyvat puolestaan
suoraan annettujen penetranssien perusteella.

Lasten haplotyyppikonfiguraatioiden todennakdéisyydet ehdolla vanhempien
vastaavat konfiguraatiot (edell& kuvatuin merkinnéin P(Gci|Gg,Gwm)) riip-
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puvat lokusten vélisestd rekombinaatiofraktiosta. Todennakoisyys, ettd lo-
kusten valilla on tapahtunut rekombinaatio yhdessa meioosissa, on suuruu-
deltaan 6. Vastaavasti rekombinaatiota ei ole tapahtunut todennékdéisyydella
1 — 6. Nuo todennékdisyydet esitetddn kuvassa 5.2. Kuten edelld todettiin,
mahdollisia isan haplotyyppikonfiguraatiota on kaksi kappaletta. Ylempi ku-
va esittda toista ndistd mahdollisuuksista ja alempi toista.

1] 3
D +

2| 4
+ +

O
 mem

°

5

3|2 114 1] 2 1|4 112 3|4 1] 2
+ + D + D + D + D+ ++ + +
NR NR NR NR NR NR R
3|1 2| 4
D + + +

O
 mem

°

]

3|2 114 1] 2 114 112 3|4 1] 2
+ + D + D + D + D+ ++ + +

R R R R R R NR

Kuvab5.2: Kaksi mahdollista isdn haplotyyppikonfiguraatiota esimerkkisukupuus-
sa. Kunkin lapsen alle on merkitty, onko meioosissa tdytynyt tapahtua rekombinaa-
tio (R) vai ei (NR).

Ylemman kuvan tilanteessa lasten haplotyyppikonfiguraatioiden selittdmi-
seksi tarvitaan yksi rekombinaatio ja alemman kuvan tilanteessa kuusi re-
kombinaatiota. Lapsia — ja meiooseja — on yhteensé seitseman. Uskotta-
vuusfunktion laskennassa hyodynnetéan sitd, ettd periytyminen eri lapsille
on toisistaan riippumatonta. Vastaavat todennakdoisyydet voidaan téllgin ker-
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toa keskenaan.

Ylemman kuvan tapauksessa lasten haplotyyppikonfiguraatioiden todenné-
koisyys sievenee muotoon
6-(1—06)°

ja alemman kuvan tapauksessa muotoon
6%.(1—0)
Uskottavuusfunktio voidaan nyt Kirjoittaa muodossa
LO)=1/2-0-(1—6)°+1/2.6%-(1—-0)

Huomaa, ettd kaikkiin muihin vanhempien ja lasten haplotyyppikonfiguraa-
tioihin liittyvét termit on voitu sieventéé pois, koska ne ovat havaitun datan
kanssa ristiriidassa. Talloin ne kerrottaisiin nollan suuruisilla fenotyyppito-
dennékdisyyksilla.

Esimerkissamme uskottavuusfunktio kirjoitettiin kahdesta sukupolvesta muo-
dostuvalle perheelle. Se voidaan yleistdad mielivaltaiselle sukupuulle. Kun
perheen koko kasvaa, muuttuu funktio nopeasti rakenteeltaan monimutkai-
semmaksi, ja uskottavuusfunktion arvojen laskenta tehddan kaytanndssa nu-
meerisesti.

5.1.3 Parametrien estimointi

Parametrien estimoinnin tavoitteena on 10ytaa sellainen parametrin arvo, joka
maksimoi uskottavuusfunktion arvon.

Yksinkertaisessa esimerkkitapauksessakin uskottavuusfunktio on seitseman-
nen asteen funktio. Se voitaisiin periaatteessa maksimoida johtamalla deri-
vaattafunktio ja mééarittdmalla sen nollakohdat. K&ytdnngdssa estimointi teh-
daan numeerisesti. Tassa tapauksessa rekombinaatiofraktiolle saadaan esti-
maatti 6 = 0.143. T&té vastaa uskottavuusfunktion arvo L(0) = 0.02833.

5.1.4 Hypoteesien testaus

Hypoteesien testaamisella haetaan vastausta siihen, kuinka luotettavana pi-
dedmme estimoitua parametrin arvoa. Talldin vertamme estimaatiin liittyvaa
uskottavuusfunktion arvoa nollahypoteesin mukaiseen arvoon, ja katsomme,
poikkeavatko ne toisistaan enemman, kuin pelkka sattuma antaisi aiheen olet-
taa.

Esimerkissamme nollahypoteesia (¢ = 1/2) vastaa uskottavuusfunktion arvo
0.0078125. Kytkentdanalyysissa hypoteesien testaaminen perustuu ns. LOD
scoreen (Zmax)[ ], joka maaritetd&n kymmenkantaisena logaritmina us-
kottavuusfunktioiden arvojen suhteesta:
L(6)
Zmax =100 ——=
max O10 L(1/2)
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Tassé tapauksessa LOD score on 0.559. LOD scoret ovat additiivisia perhei-
den yli, joten jos analyysi olisi toistettu samaa sairausmallia ja markkerikart-
taa kéyttaen usealle perheelle, voitaisiin arvot summata téssa vaiheessa.

Kytkentdanalyysissa arvon 3 ylittdvaa LOD scorea pidetdén perinteisesti 0soi-
tuksena tilastollisesti merkitsevasta kytkennastd. TAma vastaa tilastotietees-
sé yleisemmin kaytetyn uskottavuusosaméaéran testisuureen arvoa 13.8. Siita
johdettu p-arvo on suuruudeltaan 0.0002. Koska kytkentdanalyysi toistetaan
yleensd suurelle maaralle markkereita, on LOD scorerajan 3 valinnalla halut-
tu saavuttaa tilanne, jossa nollahypoteesin hylkdamisen todennékdisyys olisi
riittdvan pieni myos genominlaajuisessa haussa. Esimerkkimme tapauksessa
LOD score jaé reilusti tuon rajan alle, ja nollahypoteesi jaa voimaan.

5.1.5 Tilastollisten johtop&atdsten muodostaminen

Kun hypoteesit on testattu, jad tutkijan viimeiseksi tehtévaksi tilastollisten
johtopééatdsten muodostaminen. Kéytanndssa kytkentdanalyysin tuloksen pe-
rusteella ei yleensé voida julistaa geenin olemassaoloa, vaan lopullinen ve-
rifikaatio on tehtdva kaventamalla aluetta edelleen esimerkiksi assosiaatio-
menetelmin ja hakemalla alueella sijaitseva vaikuttava geeni ja siind oleva
mutaatio. Tdma on yleensd huomattavan tyolasta.

Vastaavasti negatiivinen tulos ei yleensa ole pitdva osoitus siitd, ettei tarkas-
telluilla alueilla ole alttiusgeenejé. Syyna voi olla, etté tarkastellut alueet ei-
vat ole téssé otoksessa kytkeytyneet fenotyyppiin, tai otoskoko voi olla riit-
tdmaton kytkennén osoittamiseen.

5.2 Analyysin nopeudesta

Kytkentaanalyysissé tietokoneresurssien tarve on otettava huomioon, silla
suuren sukupuun analyysi tietokoneella voi kest&a useita tunteja tai jopa vuo-
rokausia. Toisaalta laskennan vaatiman muistin méaéra voi pahimmillaan olla
niin suuri, etta tarpeet tayttavaa tietokonetta ei maailmasta 10ydy.

Kaikkein tarkein laskenta-aikaan vaikuttava tekija on laskenta-algoritmi. Kyt-
kentdanalyysiin on kaksi tunnettua, tarkkaa laskenta-algoritmia: Elston-

Stewart- ja Lander-Green-algoritmi. Elston-Stewart-algoritmi [ ] mah-
dollistaa nopean laskennan suurille sukupuille, jos markkereita on vahan.
Algoritmin tehokkuus heikkenee ratkaisevasti, jos halutaan kéyttdd useam-
paa kuin 4-5 markkeria samanaikaisesti. Elston-Stewart-algoritmi on kaytos-
sé Linkage-ohjelmistossa. Lander-Green -algoritmi [ ], mahdollistaa no-
pean laskennan monipisteanalyysissd, jossa hyddynnetaan useita markkereita
samanaikaisesti. Algoritmi on tehokas vain pienille sukupuille, joissa on kor-
keintaan 30-40 yksilod. Tarkka laskenta-aika riippuu sukupuun rakenteesta.
Algoritmi on toteutettu mm. Merlin- ja Genehunter-ohjelmistoissa. Edellises-
s& algoritmi on optimoitu tehokkaammin, jolloin laskenta-aika on pienempi.
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Uusien tiheiden markkerikarttojen my6té Lander-Green-algoritmi on muo-
dostunut suositummaksi valinnaksi. Algoritmin tila- ja aikavaativuus kasvaa
kuitenkin eksponentiaalisesti sukupuun koon funktiona. Tdmé4 tarkoittaa, et-
t& tietokoneiden tehon kasvamisesta ei ole kuin marginaalista apua: todella
suurten sukupuiden analysointi ei tule olemaan algoritmilla mahdollista nyt
eika tulevaisuudessa.

Jotta myds suuria sukupuita voitaisiin analysoida monen pisteen kytkenté-
analyysillg, on kehitetty approksimatiivisia menetelmig, jotka perustuvat ns.
Markovin ketjuihin ja Monte Carlo -otantaan. Tahan perustuu mm. Simwalk-
ohjelma. Heuristisilla menetelmill& on kuitenkin k&&ntdpuolensa: se mikéa
voitetaan tilantarpeessa ja laskenta-ajassa, menetetién tuloksen tarkkuudessa
ja luotettavuudessa.

Algoritmin ohella laskenta-aika riippuu tietenkin analysoitavasta aineistosta:
kuinka monta yksilo4 ja sukupuuta aineisto sisaltdd, ovatko sukupuut suuria
vai pienid, ja ovatko perherakenteet yksinkertaisia vai onko niissa silmukoi-
ta (ks. kuva 5.2). Myds analysoitavien markkerien méara aineistossa vaikut-
taa laskentanopeuteen: kuinka monta markkeria halutaan testata yhté aikaa,
eli halutaanko kéyttaa kaksipiste- vai monipisteanalyysia ja kuinka monelta
yksilolta puuttuu markkerihavaintoja. Yleensé suuret sukupuut, joissa mark-
keriaineistoa on vain parin viimeisen sukupolven yksiloistd, ovat laskennal-
lisesti raskaita, koska analyysialgoritmin on kéytéva lapi kaikki markkerige-
notyyppimahdollisuudet, joita puuttuvan havainnon haltijoilla voisi olla.

My®os tietokoneen suorittimen nopeus vaikuttaa laskenta-aikaan, mutta vain
vakiokertoimen verran. Muistin maéra voi sen sijaan muodostua pullonkau-
laksi. Esimerkiksi Lander-Green-algoritmin vaatima muistitila kasvaa las-
kenta-ajan tavoin eksponentiaalisesti sukupuun koon kasvaessa. Jos muis-
ti loppuu kesken, laskenta epdonnistuu, tai sukupuusta joudutaan karsimaan
pois vahiten informatiivisia yksilGita.

5.3 Analyysi Genehunter-ohjelmalla

Genehunter-ohjelma soveltuu parametriseen kytkentaanalyysiin tilanteissa,
joissa sukupuiden koko ei ole erityisen suuri. Toisaalta ohjelman kayttamén
Lander-Green-algoritmin ansiosta laskenta-aika kasvaa ainoastaan lineaari-
sesti markkerien maarén funktiona, joten ohjelma soveltuu tilanteisiin, jois-
sa analysoitavia markkereita on paljon, jopa satoja tai tuhansia. Koska se-
k& parametrinen ettd ei-parametrinen kytkentdanalyysi tehddin Genehunter-
ohjelmalla samalla tavalla, kasittelemme ohjelman kayttéa tarkemmin luvus-
sa 6.2 ei-parametrisen kytkentdanalyysin yhteydessd. Tutustumme seuraa-
vaksi Linkage-ohjelmistoon, joka on geenikartoitusohjelmista tunnetuin ja
yha yleisesti kaytossa.
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Sukulaisuussilmukka (inbreeding loop, consanguinity loop):

Aviosilmukka (marriage loop):

B ®

[]Ijj g)()

[]

O

Kuvab.3: Aineistossa olevat silmukat.
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5.4 Analyysi Linkage-ohjelmistolla

Linkage-ohjelma[ : , ] soveltuu parametriseen kytkenté-
analyysiin. Se kéyttaa laskennassa Elston-Stewart -algoritmia, jossa laskenta-
aika kasvaa lineaarisesti suhteessa sukupuiden kokoon mutta eksponentiaali-
sesti suhteessa markkereiden maaraén. Niinpa ohjelmalla voidaan analysoida
suuriakin sukupuita, mutta markkereita voidaan ottaa mukaan analyysiin vain
muutama kerrallaan. Ohjelmaa kannattaa siis kayttaa tilanteissa, joissa suku-
puut ovat suuria, mutta halutaan analysoida vain yhta tai korkeintaan muuta-
maa markkeria kerrallaan. CSC:lle on asennettu ohjelmiston perusalgoritme-
ja korvaava, jonkin verran nopeampi Fastlink-toteutus| , ].

Linkage-ohjelmisto apuohjelmineen muodostuu joukosta eri tarkoituksiin ke-
hitettyj& ohjelmia, joita kutsutaan perakkéisessa jarjestyksessa. Néita ohjel-
mia ovat (katso kuvaa 5.4):

Makeped: muuntaa sukupuuaineiston Linkage-ohjelmalle sopivaan muotoon

Unknown: madrittdd mahdolliset genotyyppiyhdistelmat yksil6ille, joilta puut-
tuu markkereita

Mlink: laskee LOD scoret kayttajan maarittamilla rekombinaatiofraktion ar-
voilla

llink: etsii sen rekombinaatiofraktion arvon, joka maksimoi uskottavuus-
funktion arvon

Linkmap: tekee monipisteanalyysin tapauksessa, jossa lokusta verrataan usean
markkerin muodostamaan kiinteddn karttaan

Lcp: apuohjelma, jonka avulla voidaan kdynnistaa analyysitehtévia

Lrp: ohjelma, joka tulostaa kytkentdtuloksesta havainnollisemman raportin

Tyypillisimmilldan kytkentédanalyysin teko Linkage-ohjelmistolla koostuu
CSC:n laskentaympéristssa seuraavista tyovaiheista:

1. Sukupuutiedosto laaditaan tekstieditorilla. Tiedosto voidaan myds tuo-
da tekstimuodossa vaikkapa Excel-taulukosta. Valmis tiedosto on syy-
té tarkastaa Pedcheck-apuohjelmalla (ks. luku 3.1.2).

2. Sukupuutiedosto muunnetaan makeped-ohjelmalla analyysiohjelmien
ymmartdmé&an muotoon.

3. Parametritiedosto tehdaan joko tekstieditorilla tai esim. Linkagepar-
ohjelmalla (ks. luku 3.1.3). Ohjelman avulla kuvataan kaytettdva sai-
rausmalli ja markkerikartta.

4. Halutut analyysit méaaritellddn Lcp-ohjelmalla. Ohjelma tuottaa tulos-
teena komentotiedoston.
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Icp
tekstieditori Preplink tai :
J \ makedata outfile.dat
sukupuutiedosto parametritiedosto T
esim. ped.pre esim. datafile.dat | / mlink
J unknown
makeped —_ pedflledat . \‘ ilink

i

final dat

o T

final.out

Kuva 5.4: Kaavio Linkage-ohjelmistoon kuuluvista ohjelmista ja apuohjelmista
sekd syéte- ja vélitiedostoista.

5. Analyysit suoritetaan ajamalla komentotiedosto, joka muuntaa tarpeen
mukaan syotetiedostoja ja kutsuu sukupuun tarkistusohjelmaa unknown
sekd kytkentéanalyysiohjelmia Mlink ja Ilink.

6. Tulostiedostoa tarkastellaan Lrp-ohjelman avulla.

Kohtien 4 ja 5 sijasta voidaan toimia myds siten, ettd Unknown-, Mlink- ja
Ilink-ohjelmia kutsutaan késin. Talloin tehtdva analyysi maaritellaan para-
metritiedoston yhteydessé.

Tutustumme seuraavaksi Makeped-muunnosohjelman kéytt6én. Ohjelmaa tar-
vitaan sukupuutiedoston muuntamiseksi Linkage-ohjelmien ymmértamaan
muotoon.

5.4.1 Sukupuutiedoston muuntaminen Makeped-ohjelmalla

Makeped-apuohjelmaa kaytetddn sukupuutiedoston muuntamiseen ns. post-
makeped -tiedostomuotoon. Esimerkiksi Linkage-kytkentdanalyysiohjelmisto
odottaa saavansa syOtteen tdssd muodossa. Kaéytettdessd pelkdstddn
Genehunter- ja Merlin-ohjelmia voidaan tdmé vaihe ohittaa.

Sukupuutiedoston kasitellddn Makeped-ohjelmalla néin:

corona% makeped ex-1l.pre ex-l.ped n
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Ohjelmalle annetaan argumentteina alkuperéisen sukupuutiedoston seké luo-
tavan, kasitellyn sukupuutiedoston nimet. Kolmas argumentti n on valinnai-
nen. Jos se annetaan, ohjelma olettaa, ettd sukupuussa ei ole silmukoita ja
ettd yksilot, joista uskottavuusfunktion laskenta aloitetaan, voidaan valita au-
tomaattisesti. Jos argumenttia n ei anneta, ohjelma kysyy lisatietoja kéytté-
jalta.

Muodostettua sukupuutiedostoa voi tarkastella komennolla:

corona% more ex-1.ped

Tiedosto nayttad seuraavalta:

1100 3 00110 0000000000000000 Ped: 1 Per:1
12 00 3 00200 000000000000000O0 Ped: 1 Per: 2
1312 95 5100 0000000000000000 Ped: 1 Per: 3
14 00 90 0200 00000000000000O0O0 Ped: 1 Per: 4
1 51 211 8 8100 00000000000000O0O0 Ped: 1 Per:5
1 6 0 011 0 0200 00000000000000O0O0 Ped: 1 Per: 6
17 0 014 0 0100 00000000000000O0O0 Ped: 1 Per: 7
1 8 1 214 0 0202 5323420011231341 Ped: 1 Per:38
1 9 3 4 01010102 3331221314313331 Ped:1 Per:9
110 3 4 0 0 0201 5300423314211341 Ped: 1 Per:10
111 5 6 01212101 5300000013001243 Ped: 1 Per: 11
112 5 6171313201 5422443214221343 Ped: 1 Per: 12
113 5 6 0 0 0102 3432240014323313 Ped:1 Per: 13
114 7 8 01515102 1313121141232341 Ped:1 Per: 14
115 7 8 0 0 0202 1313521131232321 Ped:1 Per:15
116 0 017 0 0101 5221133224123332 Ped:1 Per: 16
1171612 01818102 2500340041223124 Ped:1 Per: 17
1181612 01919201 5422143224123333 Ped: 1 Per: 18
1191612 0 0 0201 2512342341223100 Ped: 1 Per: 19

Makeped-ohjelma lisdé tiedostoon sarakkeita, jotka mahdollistavat tehok-
kaampien laskenta-algoritmien kdyton. Né&ita sarakkeita ovat linkit ensim-
maiseen lapseen (viides sarake) sekd ensimmaiseen isanpuoleiseen (kuudes
sarake) ja aidinpuoleiseen (seitsemaés sarake) sisarukseen.

5.4.2 Kaksipisteanalyysi

Seuraavaksi maérittelemme ja ajamme kytkentdanalyysin Linkage-ohjelmis-
ton ja siihen kuuluvan Lcp-apuohjelman avulla. Teemme aluksi kaksipistea-
nalyysin kullekin markkerille erikseen. Analyysi tehddén kahdessa vaihees-
sa:
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1. Hankitaan Mlink-ohjelman avulla yleiskuva siitd, miten uskottavuus-
funktion arvo muuttuu rekombinaatiofraktion funktiona.

2. Etsitdan uskottavuusfunktion maksimiarvo seké sitd vastaavat rekom-
binaatiofraktion arvo ja LOD score Ilink-ohjelmalla.

Lcp-ohjelman avulla mééritelldén, minkélaisia analyysejé aineistolle halu-
taan tehda. Kéynnistetdén Lcp-ohjelma:

corona% lcp

Aluksi avautuu péavalikko:

COMMAND file name [pedin] : pedin
LOG file name [final.out] : final.out
STREAM file name [stream.out] : stream.out
PEDIGREE file name [pedin.dat] : ex-1.dat
PARAMETER file name [datain.dat] : ex-1.ped
Secondary PEDIGREE file name []
Secondary PARAMETER file name []

Kéyttdja maarittelee tassa valikossa ohjelman syote- ja tulostiedostot. Ensim-
maéiselld rivilla mééritelld&n sen komentotiedoston nimi, johon Lcp-ohjelma
tallentaa analyysiohjelmien kutsusarjan. Kun kéyttaja poistuu Lcp-ohjelmasta,
hén kutsuu tatd komentotiedostoa, joka suorittaa analyysin eri osat alusta lop-
puun.

YI0s ja alas voi siirtyd kohdistinndppéimilla. Valikosta toiseen padsee

[PageDownl-nappaimella tai nappainyhdistelmalla[Ctrl-n]. Padvalikosta eteen-

péin siirryttadessa ohjelma tarkastaa, ettd sukupuu- ja parametritiedostot ovat
olemassa.

Seuraavaksi ilmestyy valikko Pedigree options:

General pedigrees : <-
Three-generation pedigrees :

Experimental cross pedigrees :
Tassé valitaan sukupuiden tyyppi. Ylin valinta sopii rakenteeltaan mielival-
taisille sukupuille.

Valikko General pedigree analysis options siséltdd nyt eri analyysi-
vaihtoehdot:
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LODSCORE :

ILINK :

LINKMAP :
MLINK : <-

Kaytdssa on nelja ohjelmaa:

1. Lodscore-ohjelma laskee parittaiset LOD scoren -arvot kahden lokus-
joukon kaikkien lokusten vélilla. Ohjelmaa ei késitella tassé esimer-
kissé.

2. llink etsii iteratiivisesti sellaisen rekombinaatiofraktion arvon, joka
tuottaa mahdollisimman korkean LOD scoren. Saatava rekombinaa-
tion arvo on siis suurimman uskottavuuden arvio (maximum likelihood
estimate, MLE) rekombinaatiofraktiolle.

3. Linkmap on ohjelma monipistekytkentdanalyysin tekemiseksi. Moni-
pisteanalyysissa sairauslokusta ei verrata ainoastaan yhteen vaan useam-
paan markkeriin samanaikaisesti. Menetelmalla saavutetaan hydtya,
jos yksittaisten markkerien informatiivisuus on puutteellinen.

4. Mlink laskee kiinteisiin rekombinaatiofraktion arvoihin liittyvat us-
kottavuusfunktion arvot ja LOD scoret. Kéyttajd maérittelee Mlink-
ohjelmalle rekombinaatiofraktion alkuarvon, loppuarvon ja askeleen
suuruuden. Lcp-ohjelman avulla Mlink-ohjelmaa voi kutsua myos ai-
van vapaavalintaisella joukolla rekombinaatiofraktion arvoja.

Koska haluamme aluksi laskea tiettyjd, kiinteita rekombinaatiofraktion arvo-
ja vastaavat LOD scoret, valitsemme Mlink-ohjelman. Tdémén jalkeen ohjel-
ma kysyy, milld tavoin rekombinaatiofraktion arvot valitaan.

Specific evaluation : <-
Lod score table :
Multiple pairwise Lod table :

Vaihtoehdoista ylin, Specific evaluation, vastaa tilannetta, jossa Mlink-
ohjelmaa kutsuttaisiin suoraan komentoriviltd. Kayttaja méérittelee talldin
rekombinaatiofraktion alkuarvon, loppuarvon ja askelvalin. Toinen vaihtoeh-
to, LOD score table, sallii kéyttdjan luetella vapaavalintaisen joukon re-
kombinaatiofraktion arvoja.

Valitsemme aluksi ylimmén vaihtoehdon. Seuraavasta valikosta valitsemme
ainoan vaihtoehdon:

No sex difference : <-
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Tamén jalkeen kerromme ohjelmalle, mitd lokuksia verrataan toisiinsa, ja
mit4 rekombinaatiofraktion arvoja kaytetaan:

Locus order [] : 1 2
Recombination fractions [.1] : .0
Recombination varied [1] : 1
Increment value [.1] : .1
Stop value [.5]

Kohtien merkitys on seuraava:

e Kohta Locus order maarittad testattavat lokukset. Esimerkissamme
valinta 1 2 kertoo, ettd sairauslokusta (1) halutaan verrata ensimmai-
seen markkerilokukseen (2).

e Kohdassa Recombination fractions madritetddn alaraja rekombi-
naatiofraktiolle.

e Kohdassa Recombination varied arvo 1 kertoo, ettéd rekombinaatio-
fraktion arvoa halutaan vaihtaa askeltaen.

e Kohdassa Increment value madritetddn rekombinaatiofraktion askel-
vali.

e Kohdassa Stop value madritetdan suurin testattava arvo rekombinaa-
tiofraktiolle. Ohjelma laskee joka tapauksessa rekombinaatiofraktion
arvoa 0.5 vastaavan uskottavuusfunktion arvon, joten téssa kohdassa
voisi olla pienempikin arvo.

Yllaolevassa esimerkissa kdytetdan rekombinaatiofraktion arvoja 0, 0.1, 0.2,
0.3, 0.4, ja 0.5. Kun arvot ovat kohdallaan, kéyttaja painaa [PageDown}nap-
péintd, jolloin ohjelma lis&é analyysin tiedot komentotiedostoon. Tassé koh-
din ohjelmisto on suunniteltu hieman heikosti, silla kayttéja ei saa painalluk-
sesta minkaanlaista palautetta.

Haluamme tehd& kaksipisteanalyysin Mlink-ohjelmalla myos sairauslokuk-
sen ja muiden markkereiden suhteen. Tatd varten vaihdetaan Locus order
-kohtaan arvoksi 1 3 ja painetaan [PageDownl|-nappéinta. Seuraavaksi anne-
taan arvoksi 1 4 ja painetaan [PageDown], minka jalkeen kaydaan lapi muut
markKkerit siten, etti viimeisend arvona annetaan 1 9. N&in olemme madritel-
leet kahdeksan erillista kaksipisteanalyysid, jotka suoritetaan perajélkeen.

Lopuksi Lcp-ohjelmasta poistutaan nappéinyhdistelmalla [Ctrl-z]. Lcp-ohjel-
ma on nyt Kirjoittanut analyysikomennot tiedostoon nimelté pedin. Analyysi
kéynnistetddn ajamalla kyseinen komentotiedosto:

corona% pedin



5 Parametrinen kytkentdanalyysi 49

Analyysin tulokset tulostuvat tiedostoon final.out. Tulokset alkavat seu-
raavasti:

Locus Order 12

LINKAGE (V5.1) WITH 2-POINT AUTOSOMAL DATA
ORDER OF LOCI: 1 2

1 -41.387416 -17.974288 LOD= 0.000000
TOTALS -41.387416  -17.974288
-2 LN(CLIKE) = 8.27748e+01 LOD SCORE = 0.000000

PEDIGREE | LN LIKE | LOG 10 LIKE

1 -38.032712 -16.517362 LOD= 1.456926
TOTALS -38.032712  -16.517362
-2 LNCLIKE) = 7.60654e+01 LOD SCORE = 1.456926

PEDIGREE | LN LIKE | LOG 10 LIKE

1 -38.786277 -16.844630 LOD= 1.129658
TOTALS -38.786277 -16.844630
-2 LNCLIKE) = 7.75726e+01 LOD SCORE = 1.129658

Tulosteen alussa kohdassa Order of loci ndhdaén, etti analyysi on tehty
aluksi sairauslokuksen (1) ja ensimmaisen markkerilokuksen (2) valilla. Oh-
jelma laskee aluksi rekombinaatiofraktion arvoa 0.5 vastaavan uskottavuus-
funktion arvon, jota tarvitaan LOD scoren laskennassa. Taman jalkeen re-
kombinaatiofraktion arvoa liu’utetaan ja kutakin arvoa kohti tulostetaan us-
kottavuusfunktion arvo sekd LOD score. Esimerkiksi rekombinaatiofraktion
arvoa 0 vastaa LOD score 1.46.
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Tuloksista saadaan kauniimpi raportti Lrp-ohjelman avulla. Raportin tuot-
tamiseen tarvittavat tiedot ovat tiedostossa stream.out, joka syntyi ajetun
analyysin aikana. Lrp-ohjelman kéytt6 on helppoa. Ohjelma kaynnistetddn
komentorivilta:

corona% 1lrp

Raportille annetaan haluttu otsikko:

STREAM file name [stream.out] : stream.out
REPORT title [] : Kaksipisteanalyysi

Eteenpdin siirrytddn — kuten Lcp-ohjelmassakin — nappaimella [PageDown]
Seuraavaksi kerrotaan, ettd kyseessé olivat tavalliset sukupuut:

General pedigree reports : <-
Three-generation pedigree reports :
Experimental cross pedigree reports :

Full stream file reports :
Haluamme LOD score -taulukon Mlink-ohjelman tulosteista:

Two-point lodscore report (LODSCORE)
Multi-point order report (ILINK)
Location score report (LINKMAP)

Lod table report (MLINK) : <-

Seuraavaksi voidaan madritell& tulostusasua. Haluamme tulosteen taulukko-
na kuvaruudulle kymmenkantaiseen log-uskottavuusfunktioon perustuen
(LOD scoret). Koska mukana on vain yksi sukupuu, ei tuloksia téssa tapauk-
sessa tarvitse eritell& sukupuu sukupuulta.

Table format : <-
Full format :

Display LOG 10 results [Yes] : Yes
Display LOG e results [No] : No
Include Pedigrees [No] : No

Output report to the screen : <-

Output report to a file :
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Nyt LOD scoret nahddédn muotoiltuna taulukkona:

LOD TABLE REPORT

File: stream.out Kaksipisteanalyysi Screen: 1of1
Order 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

1=2 1.46 1.13 0.79 0.45 0.15 0.00 a

1=3 1.15 0.87 0.59 0.32 0.09 0.00 a

1=4 1.40 1.08 0.75 0.41 0.13 0.00 a

1=5 0.86 0.62 0.40 0.20 0.06 0.00 a

1=6 -0.04 -0.02 -0.01 -0.00 0.00 0.00 a

1=7 1.39 1.05 0.71 0.38 0.11 0.00 a

1-8 1.67 1.32 0.96 0.58 0.21 0.00 a

1=9 1.16 0.93 0.66 0.38 0.13 0.00 a

= = Test Interval
= LOD Scores (LOG 10)
= LOG 10 Likelihoods (LOG 10)

T o

Tulosteesta ndhdaan, ettd kaytetylld rekombinaatiofraktion askelvalilla sai-
rauslokuksen (1) ja toiseksi viimeisen markkerin (8) valinen LOD scoren
maksimiarvo on 1.67, jota vastaa rekombinaatiofraktion arvo 0.

Seuraavaksi tarkennamme rekombinaatiofraktion estimaattia kayttdmall& oh-
jelmaa llink, jolloin uskottavuusfunktion arvoa ei lasketa ennalta maaratyisséa
pisteissd, vaan ohjelma etsii sen pisteen, jossa maksimiarvo saavutetaan. Tuo
piste on rekombinaatiofraktion suurimman uskottavuuden arvio.

Jotta analyysien teko olisi helpompaa, kdytdmme jélleen apuna Lcp-ohjelmaa.
Kéynnistdmme Lcp-ohjelman ja sy6tdmme vastaavat tiedot kuin edellakin,
mutta valitsemme kéytettévéksi ohjelmaksi talla kertaa Ilink-ohjelman:

LODSCORE :
ILINK : <-

LINKMAP :
MLINK :

Viimeiselld sivulla, jossa lokukset madritellaén, ohjelma kysyykin vain yhta
rekombinaatiofraktion arvoa. Tahan ohjelmalle annetaan rekombinaatiofrak-
tion alkuarvo, josta maksimointi aloitetaan:

Locus order [] : 1 2
Recombination fractions [.1] : .1

Analyysin tiedot kirjoitetaan jalleen komentotiedostoon painamalla n&ppain-
ta [PageDown]. Taman jalkeen vaihdetaan testattaviksi lokuksiksi 1 3, sen
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jalkeen 1 4 ja néin jatkaen arvoon 1 9 asti. Tamén jalkeen Lcp-ohjelmas-
ta poistutaan nappainyhdistelmalla [Ctrl-z] Komentotiedosto ajetaan jélleen
komennolla:

corona% pedin

Esimerkiksi sairauslokuksen (1) ja toiseksi viimeisen markkerilokuksen osal-
ta tulokset (tiedostossa final.out) ndyttavat talta:

Locus Order : 18
Male Recomb. Fractions : 0.10000000
CHROMOSOME ORDER OF LOCI :
1 2
THETAS:
0.001
-2 LNCLIKE) = 6.45798e+01
LOD SCORE = 1.66509e+00
NUMBER OF ITERATIONS = 3
NUMBER OF FUNCTION EVALUATIONS = 9
PTG = -4.20175e+01

FTededdhdefhddhddhddRdd Nl hd N hddhddRddeRdd Rl hddhddehddeRddn

ROR SR SR R Sk Sk Sk SR SR SR Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk SR Sk Sk Sk Lk

Tulosteesta selviad, ettd suurimman uskottavuuden arvio rekombinaatiofrak-
tion arvolle on 0.001, ja maksimoitu LOD score on suuruudeltaan 1.67. Myds
Ilink-ohjelmalla tehtyjen analyysien tuloksia voidaan katsella raportointioh-
jelmalla Lrp.

5.4.3 Monipisteanalyysi

Monipisteanalyysissa sairauslokusta verrataan usean markkerin muodosta-
maan kytkentdryhmaan. Laskenta on talléin hitaampaa, mutta markkereiden
informaatiota kdytetdén tehokkaammin hyvaksi, mik& saa usein aikaan pa-
remman paikannustuloksen. Monipisteanalyysi voidaan kaksipisteanalyysin
tapaan maéritella Lcp-apuohjelmalla. Tallgin kaytettavéksi ohjelmaksi maa-
ritetddn Linkmap. Koska Elston-Stewart-algoritmi hidastuu analysoitaessa
useita markkereita samanaikaisesti, otetaan analyysiin mukaan vain muuta-
ma markkeri kerrallaan. Taulukko 5.1 néyttéa, miten sairauslokusta (X) voi-
daan liu’uttaa esimerkkitapauksessamme yhdeksasta markkerista (M1-M9)
koostuvan kartan yli siten, ettd analysoitavana on kussakin vaiheessa nelj
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vierekkaistd markkeria. Taulukon osoittamat lokus- ja intervallinumerot syo-
tetddn Lcp-apuohjelmassa seuraavasti (esimerkki vastaa taulukon 5.1 ylintéd
rivid):

Test loci [] : 1
Order of fixed loci [] : 2 3 4 5
Recombination fractions [.1] : .0476 .0476 .0476
Test interval [0] : O
Number of evaluations in interval [5]

Esimerkissa kahden vierekkaisen markkerin véliseksi rekombinaatiofraktiok-
si on syotetty 0.0476 (vastaa n. 5 cM geneettista etéisyyttd). Arvoista en-
simmainen vastaa kahden vasemmanpuoleisen ikkunaan kuuluvan markkerin
valista rekombinaatiofraktiota. Nelja& markkeria vastaa ndin ollen kolme re-
kombinaatiofraktion arvoa. Viimeinen kohta (Number of evaluations 1in
interval) kertoo, monessako askeleessa sairauslokusta liu’utetaan kunkin
intervallin sisalla.

Kunkin analyysimaarityksen jalkeen painetaan [PageDown}-nappéinta ja syo-
tetdan seuraava analyysivaihe (taulukon 5.1 seuraava rivi).

Taulukko 5.1:  Esimerkki monipisteanalyysistd Linkmap-ohjelmalla. Sairauslo-
kusta (X) liu’utetaan yli yhdekséstd markkerista (M1-M9) koostuvan kartan siten,
ettd analyysisséd on samanaikaisesti mukana neljé vierekkdista markkeria. Kullakin
rivilld esitetddn myos analyysivaihetta vastaavat Lcp-apuohjelman kenttiin syétet-
tavét arvot.

Analysoitavat lokukset Test loci | Order of fixed loci | Test interval
X-M1---M2---M3---M4-- 1 2345 0
—-M1-X-M2---M3---M4-- 1 2345 1
--M1---M2-X-M3---M4-- 1 2345 2
—-M2---M3-X-M4---M5-- 1 2345 2
—-M3---M4-X-M5---M6-- 1 3456 2
--M4---M5-X-M6---M7-- 1 4567 2
—-M5---M6-X-M7---M8-- 1 5678 2
--M6---M7-X-M8---M9-- 1 6789 2
--M6---M7---M8-X-M9-- 1 6789 3
—-M6---M7---M8---M9-X 1 6789 4

Ohjelma tulostaa kullekin sijainnille uskottavuusosamadaréan perustuvan loca-
tion scoren . Location score muutetaan LOD scoreksi jakamalla se vakiolla
2In10 ~ 4.605. Tulosten taulukoimiseksi voidaan kayttaa Lrp-apuohjelmaa.
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Ei-parametrinen
kytkentaanalyysi

6.1 Taustaa

Parametrisessa kytkentdanalyysissa mééritell&&n sairauden periytymismalli,
joka koostuu penetransseista ja riskialleelien frekvensseistd populaatiossa.
Ei-parametrisessa kytkentéanalyysissa (non-parametric linkage analysis, mo-
del free linkage analysis) periytymismallia ei yksiselitteisesti maaritetd, vaan
tutkitaan, missa kohdissa saman fenotyypin omaavilla sukulaisilla on yhteis-
t& alkuperéé olevia genomin kohtia ja keilla sukulaisilla nuo yhteiset kohdat
esiintyvét.

Kun tarkastellaan yksiloille yhteisid genomin kohtia, puhutaan ns. IBS-jaka-
misesta (sharing identity-by-state) ja IBD-jakamisesta (sharing identity-by-
descent). IBS-jakamisella tarkoitetaan sitd, ettd yksil6illa on samassa mark-
kerikohdassa sama (samannumeroinen) alleeli. IBD-jakamisessa vaaditaan
lisdksi, ettd tuo alleeli on yhteistd esivanhempaisalkuperdd. 1BD-jakamisen
ehtona on siis, ettd yksil6illa on yhteinen esivanhempi, jonka samasta vas-
tinkromosomista molemmat ovat tuon yhteisen alleelin perineet.

Yksinkertaisin ei-parametrinen kytkentdanalyysi perustuu sairaiden sisarus-
parien analysointiin [ ]. Téllgin arvioidaan, jakavatko sairaat sisarukset
odotettua enemman alleeleita IBD jossakin markkerilokuksissa. Tarkastelun
kohteena ovat IBD-statukset siita syystd, ettd niistd saadaan enemmén infor-
maatiota kuin IBS-statuksista. Kuvassa 6.1 on esitetty eroavaisuuksia 1BD-
ja IBS-statusten vélill4. Nékyvin ero on viimeisessa tapauksessa, jossa kum-
matkin vanhemmat seka lapset ovat heterotsygootteja samojen alleelien suh-
teen. Tassé tapauksessa ei tiedetd, onko sisarusten alleelit 1 peritty samalta
vanhemmalta vai onko toinen sisaruksista perinyt alleelin 1 iséltaan ja toinen
aidiltaan.

6.1.1 Sairaiden sisarusparien menetelma

Sairaiden sisarusparien menetelméa (affected sib pair method, ASP) on mo-
nen muun menetelmén tavoin tehokkaimmillaan resessiivisesti periytyvien
sairauksien geenien paikallistamisessa. Sitd kaytetddn myds monitekijéisten
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Kuva6.1: Lasten IBD- ja IBS-statuksia nelihenkisissé perheissa.

sairauksien geenikartoituksessa, koska se ei vaadi periytymismallin maarit-
tdmistd. Monet ei-parametriset menetelmét ovatkin tavalla tai toisella ASP-
menetelmén laajennuksia. ASP-testissd kaytettdva aineisto koostuu joukosta
perheitd, joissa on kaksi sairasta sisarusta sekd heidén yhteiset vanhempan-
sa. Tallaisia nelikkoja kerét&an suuri joukko. Yleisesti myds oletetaan ndiden
nelikoiden olevan toisistaan riippumattomia, jolloin ne eivat ole vélitonta su-
kua keskendén. Jotta menetelmé olisi mahdollisimman tehokas, saa puuttu-
via genotyyppeja olla vain vahan. Tehokkuutta lisdd myds, jos vanhemmat
ovat heterotsygootteja markkereiden suhteen siten, ettd lasten valinen IBD
voidaan selvittaa.

Testisuureen laskeminen alkaa 1BD-statuksen maérittdmisestd kaikille sisa-
ruspareille; talloin tutkitaan, jakavatko sisarusparit 0, 1, vai 2 alleelia IBD.
Tamaén jalkeen merkitaan niiden sisarusparien, joissa IBD-status on 0, luku-
méaaraé no:lla, ja vastaavasti ni:11a ja n,: lla niiden sisarusparien lukumaarg,
jotka jakavat 1 tai 2 alleelia IBD. Naiden lukumaéarien avulla lasketaan ASP-
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testisuureen arvo S:

s_ i (n ) _(no—eof®  (ni—e)’®  (n2—e)’

€ €o €1 €2

i=0
missé eg = 0.25n, e; = 0.5n ja e, = 0.25n. Testisuure S noudattaa nollahy-
poteesitilanteessa x >-jakaumaa kahdella vapausasteella eli S ~ x2.

Kuvassa 6.2 havainnollistetaan, misté testisuureen lukuméaréat tulevat nolla-
hypoteesin vallitessa (eg = 0.25n, e; = 0.5n ja e, = 0.25n, missd n on ha-
vaintojen kokonaismaaré eli n = ng+ ny + ny). Oletetaan, etté isan alleelit
ovat 1 ja 2 ja &idin alleelit ovat 3 ja 4, jolloin voidaan yksiselitteisesti méaarit-
t&4 sisarusten valinen IBD-status. Talléin kummallakin sisaruksella on nelja
erilaista genotyyppivaihtoehtoa: 13, 14, 23 ja 24. Ndista saadaan 16 erilaista
sisarusgenotyyppikombinaatiota esim. 13 ja 13, 14 ja 24 jne.

Kun kaikille ndille kombinaatioille méaéaritetaan IBD-status, nahdaan, etta 25 %
sisarusten genotyyppiyhdisteistd antaa IBD-statukseksi 0. Samoin ndhdaén,
ettd 50 % antaa IBD-statukseksi 1 ja 25 % statuksen 2. Toisaalta voidaan kat-
soa my0s, kuinka monta alleeliparia on IBD eli peritty samalta vanhemmalta.
Néiden osuus on 50 % ((0.5 x 1+ 0.25 x 2)/2).

x >-testin lisaksi kdytetadn ns. keskiarvotestia (mean test) , jossa testataan on-
ko IBD-alleeliparien lukuma&ra suurempi kuin puolet kaikista alleelipareista.
Testisuure téssd tapauksessa on:

_ (0.5n7+n3)—0.5n
N J/n/8 '
misséd n on sisarusparien kokonaislukumaard, 0.5n on lausekkeen (0.5n; +
n,) odotusarvo ja n/8 sen varianssi nollahypoteesin vallitessa. Testisuure

noudattaa standardia normaalijakaumaa. Koska testataan (0.5n; +ny) > 0.5n,
testi on yksisuuntainen.

S

6.1.2 Menetelman laajennukset

Menetelméé voidaan laajentaa siten, ettd puuttuvien havaintojen (markke-
rialleelitiedot puuttuvat esim. toiselta vanhemmalta) aiheuttamaa informaa-
tiohukkaa korvataan laskemalla todenndkoisyydet eri IBD-statuksille kayt-
tden hyvéksi suvun muiden henkildiden (kuten sisarusten ja isovanhempien)
genotyyppitietoja.

Toinen tapa laajentaa testid on huomioida kaikki perheen sairaat sisarukset
kahden sisaruksen sijasta. Testid voidaan edelleen yleistdé ottamalla huo-
mioon sisarusten sijasta sukupuun kaikki sairaat yksilét. Tallgin puhutaan
ns. extended relative pair analysis (ERPA) -menetelmésté.

Genehunter- ja Merlin-ohjelmissa menetelmaa on laajennettu usealla tavalla:
ne sallivat puuttuvia havaintoja ja tarkastelevat samaan aikaan mielivaltaisen
monen sairaan sukulaisen IBD-jakamista. Liséksi ne yhdistévat eri markke-
reista saatavan informaation (monipisteanalyysi).
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Tautilokus ei ole kytkeytynyt markkerilokuksen kanssa, joten aineistossa on
odotusarvoisesti 25 % sisaruspareja, jotka eivat jaa yhtaan alleelia keskenéan,
50 %, jotka jakavat yhden alleelin kesken&an ja 25 %, jotka jakavat kaksi allee-
lia IBD keskendén.

Sisarus 1 Sisarus 2

Isén gameetit  Isdn gameetit

1 2 1 2
Aidin 3 13 23 13 23
gameetit 4 14 24 14 24

Sisarusyhdistelmat:

©
O

-
w
[y
SN
OrF, N

IBD=0: 4/16=0.25
IBD=1: 8/16=0.5
IBD=2: 4/16=0.25

Kaikkiaan alleelipareja 32. Naist4
16 on IBD eli 50 %.

N

w

[N

SN
RODNPF

'_\
SN
N
w
PNOPR

N
D
N
w
NP, PO

Kuva 6.2: Nollahypoteesi ASP-testissé.
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6.2 Genehunter-ohjelman kaytto

Genehunter-ohjelma [ ] on yleisimmin kéytettyja kytkentdanalyy-
siohjelmistoja. Sit4 voi kayttaa seuraaviin tarkoituksiin:

parametrinen kaksi- ja monipistekytkentéanalyysi
ei-parametrinen kaksi- ja monipistekytkentaanalyysi
markkereiden informatiivisuuden laskeminen
haplotyyppien méérittdminen

Sairaiden sisarusparien analyysi
QTL-varianssikomponenttianalyysi

N o gk~ w DN

Periytymisen epétasapainotesti (TDT).

Kohdat 1-6 perustuvat periytymisvektoreihin. Genehunter-ohjelman kéytta-
mésté Lander-Green-algoritmista johtuen ohjelmalla voidaan analysoida vain
kohtuullisen pieni& sukupuita, joissa tapahtuu noin 20-25 meioosia. Toisaal-
ta laskenta-algoritmi mahdollistaa usean markkerin samanaikaisen kytkenta-
analyysin eli monipisteanalyysin.

6.2.1 Kytkentdanalyysi Genehunter-ohjelmassa

Genehunter-ohjelman avulla voidaan samalle aineistolle suorittaa samanai-
kaisesti sekd parametrinen ettd ei-parametrinen kytkentdanalyysi. Ohjelma
kéyttd4 Lander-Green -algoritmia [ ] uskottavuusfunktion laskemisessa.
Laskenta-algoritmi perustuu ns. periytymisvektoreiden (inheritance
vector) madrittdmiseen ja niiden todennékdisyyksien laskemiseen.

Kuvassa 6.3 on esimerkki periytymisvektoreiden muodostamisesta yhdelle
lokukselle ja yhdelle sukupuulle. Esimerkissé oletetaan, ettd isén isan ge-
notyyppi on AB ja isan &idin genotyyppi on AC. Isén genotyyppi on AC ja
lapsen AB, mutta aidin genotyyppié ei tunneta. Naiden tietojen valossa tiede-
taén, ettd isd on perinyt A-alleelin isdltdén ja C-alleelin aidiltaan. Tiedetdan
myos, ettd perheen pojan alleeli A on peritty isélta, ja se on alunperin tul-
lut isén isélté eli tiedetddn tdman alleelin isovanhempaisalkuperd. Tiedetédan
my0s, ettd poika on perinyt alleelin B didiltddn. Tamé jattaa joukon avoimia
kysymyksid vastaamatta eli isén alleelien isovanhempaisalkuperét seka po-
jan &idiltdén periman B-alleelin isovanhempaisalkupera (eli kummasta vas-
tinkromosomista alleelit on peritty).

Kysymysté voidaan l&hted ratkaisemaan numeroimalla kaikki sukupuussa ta-
pahtuneet meioosit. Tassé sukupuussa niitd on nelja: (1: isén isalta isélle, 2:
isan aidilta isélle, 3: isalta pojalle ja 4. didilta pojalle). Ainoastaan meioo-
si 3 voidaan méaérittad suoraan, eli se on peritty isoisdltd. Merkitdan tapah-
tumaa koodilla 0 (koodi 1 tarkoittaa, ettd alleeli on peritty isoéidilt4 eli on
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AB AC
tai tai

Meioosit:

2 Periytymisvektori
0000
0001
0100
0101
1000
1001
1100
1101

PR RPPRPOOOCOR
PrROORROO
coocococococow
RrOROROROMN

0 = alleeli peritty isoisalt4 (= vanhemman paternaalinen alleeli)
1 = alleeli peritty isodidiltd (= vanhemman maternaalinen alleeli)

Kuva6.3: Periytymismahdollisuudet meiooseissa ja niité vastaavat periytymisvek-
torit.

maternaalista alkuperdd). Muidenkin meioosien kohdalla on aina kaksi vaih-
toehtoa; peritty alleeli on joko paternaalista tai maternaalista alkuperaa eli
0 tai 1. Kaikki mahdollisuudet (8 kappaletta) on kirjoitettu taulukkoon, jo-
ten télle sukupuulle on olemassa 8 erilaista periytymisvektoria. Naille kai-
kille lasketaan todennékdisyydet. Genehunter kasittelee kaikkia markkerilo-
kuksia yhdessd, joten periytymisvektoreista muodostuu matriisi, jossa esi-
tetdan kaikkien lokusten yli méaritellyt periytymisvektorit perhekohtaisesti.
Tamén matriisin eri periytymisvektorimahdollisuuksille lasketaan todenné-
koisyydet, jotka riippuvat markkereiden vélisistd etdisyyksista ja sukupuuin-
formaatiosta.

Maériteltyjen periytymisvektoreiden avulla voidaan lokuskohtaisesti maérit-
taé eri yksiloiden véliset IBD-statusmahdollisuudet ja niiden todennakoi-
syydet. Samoin voidaan laskea markkereiden valissa oleville alueille 1BD-
statusten todennékdisyydet. Periytymisvektoreiden todennakdisyyksissé esiin-
tyvé vaihtelu on myos ldhtékohtana, kun lasketaan informatiivisuusastetta
kromosomin eri kohdissa.
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6.2.2 Genehunterin NPL-testit

Genehunter-ohjelma siséltaa kaksi erilaista IBD-statuksiin perustuvaa ei-pa-
rametrista kytkentaanalyysitestia: Spairs ja Sai. Naista Sqi on yleenséa voimak-
kaampi testi, mutta voima riippuu aineistosta ja sairauden periytymismeka-
nismista.

Spairs-testisséa haetaan kaikki sukupuusta 16ytyvat sairaat yksilot, ja lasketaan
IBD-status naista muodostettujen sukulaisparien kesken. Esimerkiksi silloin,
jos sukupuussa on kaksi sairasta lasta seké heidan sairas isoditinsa, lasketaan
IBD-statukset sisarusten kesken, isodidin ja ensimmaéisen sisaruksen kesken
sekd isodidin ja toisen sisaruksen kesken. Tamaén jalkeen lasketaan, kuinka
monta alleeliparia sairaat sukulaisparit jakavat kesken&an IBD. Liséatietoa tes-
tista 16ytyy artikkelista [ ].

Toinen testi, Sy, perustuu samoin IBD-statusten laskemiseen kaikkien sai-
raiden sukulaisten kesken. Nyt kuitenkin katsotaan koko sairaiden yksildiden
joukkoa samanaikaisesti. Perusajatuksena on, etta jos useat sairaat sukulaiset
jakavat saman alleelin IBD, on se arvokkaampi osoitus lokuksen kytkeyty-
misesta sairauslokuksen kanssa kuin jos useat sukulaisparit jakaisivat eri al-
leelin keskendan. Tastakin testistd on enemmé&n Whittemoren ja Halpernin
artikkelissa [ ].

Arvojen Spars ja Sai avulla lasketaan testisuure, joka noudattaa standardoi-
tua normaalijakaumaa nollahypoteesin Hg vallitessa (Hp = sairauslokus ja
markkerilokus eivét ole kytkeytyneitd toisiinsa).

6.2.3 Tiedostojen rakenteet

Genehunter tarvitsee kaksi Linkage-muotoista sy6tetiedostoa: sukupuutie-
doston ja parametritiedoston. Linkage-tiedostomuotoon tutustuttiin luvussa
3.

6.2.4 Genehunter-ohjelmiston kaskyt

Genehunter kaynnistetadn komennolla:

corona% gh

Ohjelma avaa komentorivikayttoliittymén, johon kaytt4ja voi kirjoittaa ko-
mentoja yksi kerrallaan:

npl:1>
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Load

61

Ohjelmalle annetaan ensin parametritiedosto komennolla Toad parametritie-
doston nimi. Seuraavassa esimerkki:

npl:1> load ex-1.dat

Parsing Linkage marker data file...
= loc8)

8 markers read (last one

Ohjelma varoittaa tdssa vaiheessa, jos jonkin markkerin alleelifrekvenssit ei-

vat summaudu ykkdseen tai jos tiedostossa on jokin muu syntaksivirhe.

Scan

Aineisto voidaan yksinkertaisimmillaan analysoida komennolla scan suku-
puutiedoston nimi:

npl:3> scan ex-1l.pre

analyzing pedigree 1...

WARNING: due to computation time and memory constraints,

individuals 18 19 have been dropped from the analysis.
8395 13 14 15 12 17 10 11

NPL score

using non-originals:
position

0.
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

© 00 N O U1 A W N

H R R R R R R R
® N O U~ WNRO

00

N

N NN N N DNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDN

LOD score
.004752
.010418
.016873
.024115
.032142
.040952
.044646
.049122
.054378
.060415
.067232
.068469
.070484
.073277
.076850
.081202
.081269
.082125
.083770

=

R R R R R R RERRNNNNNNNRNRN

.999322
.010278
.023015
.037563
.053953
.072213
.053064
.035540
.019608
.005234
.992381
.986718
.982549
.979868
.978668
.978941
.970490
.963587
.958225

p-
0.
.046875
.046875
.046875
.046875
.027344
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875
.046875

O O O O O O O O O o o o oo oo o o

value
046875

information

0.733700

O O O O O O O O O O o o o o oo o o

.727282
.724886
.725526
.729032
.735605
.731756
.736611
.750260
.774546
.820090
.812122
.807882
.806287
.807147
.810636
.809112
.810561
.814636
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19.00 2.086206 1.954393 0.046875 0.821531
20.00 2.089432 1.952080 0.046875 0.832524
21.00 2.090444 1.941886 0.046875 0.816253
22.00 2.092249 1.933288 0.046875 0.806123
23.00 2.094847 1.926272 0.046875 0.799660
24.00 2.098241 1.920817 0.046875 0.796395
25.00 2.102432 1.916905 0.046875 0.796516
26.00 2.091690 1.859900 0.062500 0.777785
27.00 2.081484 1.805289 0.062500 0.764689
28.00 2.071811 1.752970 0.078125 0.756358
29.00 2.062669 1.702843 0.078125 0.752696
30.00 2.054055 1.654807 0.078125 0.755033
31.00 2.022823 1.554892 0.078125 0.718040
32.00 1.991166 1.458684 0.078125 0.696745
33.00 1.958963 1.365983 0.078125 0.686667
34.00 1.926073 1.276590 0.078125 0.688905
35.00 1.892327 1.190310 0.078125 0.714431

Ohjelma tulostaa seuraavat tiedot:

position: sairauslokuksen etdisyys ensimmaisestd markkerista senttimorga-
neina

LOD score: parametrisen monipisteanalyysin tuottama LOD score

NPL score: ei-parametrisesti testatun kytkennén voimakkuutta kuvaavan tun-
nusluvun arvo

p-value: NPL scorea vastaava tilastollinen merkitsevyys (p-arvo), joka pe-
rustuu oletukseen aarimmaisen informatiivisesta markkerikartasta

information: markkeriaineiston informatiivisuus, jonka yksikkoné kéytetaan
entropiamittaa. Mitan arvot vaihtelevat nollan (ei lainkaan informaa-
tiota) ja ykkdsen (taydellinen informaatio) vélilla.

Tulosteen alussa Genehunter esitti varoituksen siitd, etta kaikkia yksil6ité ei
muistirajan vuoksi otettu mukaan analyysiin. Muistirajan kasvattamista esi-
tellddn komennon max bits yhteydessé.

Use

Markkerikartan markkereiden valiset etdisyydet voi antaa joko suoraan para-
metritiedostossa tai erikseen komennolla

use 1 markkerin_nimi etdisyys 2_markkerin_nimi

Esimerkki:
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npl:4> use 1 5.2 2 5.2 3 5.2 45.255.265.275.28
Current map (8 markers):

Tocl 5.2000 Toc2 5.2000 loc3 5.2000 Toc4 5.2000 Toc5 5.2000
Toc6 5.2000 Toc7 5.2000 loc8

Ohjelma ilmoittaa kaytetyn kartan senttimorganasteikolla.

Total stats

Komento total stats summaa LOD scoret ja NPL scoret yli perheiden eli
antaa koko aineistoa vastaavat arvot. Komento voidaan antaa sen jalkeen, kun
aineisto on analysoitu Scan-komennolla. LOD scoret lasketaan suoraan yh-
teen. NPL scoret yhdistetddn summaamalla ne ja jakamalla summa sukupui-
den lukuma@aran nelidjuurella.

Max bits

Komento max bits maarittdd, kuinka suuria sukupuita ohjelmalla voidaan
analysoida. Parametrina annettava luku kertoo, montako bittid periytymis-
vektorissa saa enintaan olla. Periytymisvektorin bittien méaéra voidaan laskea
sukupuusta kaavalla 2n — f, missa n on sukupuun jalkeldisten ja f perusta-
jayksildiden mééara. Jos jokin sukupuu vaatii enemman bitteja kuin raja sallii,
karsii Genehunter automaattisesti sukupuusta vahiten informatiivisia yksildi-
ta.

Esimerkkiaineistollemme oletusarvona ollut raja oli liian pieni, koska kaksi
yksilod jouduttiin karsimaan. Kasvatamme rajan 20 bittiin:

npl:2> max bits 20

Currently analyzing a maximum of 20 bits per pedigree
Single point
Komennollasingle point on voidaan kytked paalle kaksipisteanalyysi. Esi-

merkkiaineiston kaksipisteanalyysi (kayttéen edelld korotettua max bits -arvoa)
néyttaa talta:

npl:3> single point on

Single point mode is now ’on
npl:4> scan ex-1.pre

analyzing pedigree 1...
using non-originals: 8 3 9 5 13 14 15 12 17 10 11 18 19
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position LOD score NPL score p-value information
M1 1.404340 0.699873 0.105469 0.575417
M2 1.105625 0.512174 0.132812 0.215846
M3 1.346509 0.542153 0.132812 0.341879
M4 0.836817 0.019589 0.347656 0.167874
M5 -0.035105 0.377323 0.144531 0.400945
M6 1.334552 0.409835 0.144531 0.260851
M7 1.607164 0.554887 0.132812 0.524790
M8 1.109399 0.130700 0.265625 0.422012

Ohjelma antaa samat LOD scoret kuin Linkage-ohjelmisto.

Count recs

Komento count recs on laskee havaitut rekombinaatiot ja vertaa havait-
tuihin rekombinaatiohin perustuvaa karttaa (observed map) kdyttdjan anta-
maan karttaan (real map). Komento annetaan ennen scan-komennolla teh-
tdvad monipisteanalyysié. Esimerkkiaineistollemme tuloste on seuraavanlai-
nen:

OBSERVED RECOMBINATION:
interval theta observed

1-2 0.0476  0.0228 (0.5023/22)
2-3 0.0476 0.0426 (0.9373/22)
3-4 0.0476 0.0124 (0.2736/22)
4-5 0.0476  0.0134 (0.2955/22)
5-6 0.0476 0.0182 (0.3995/22)
6-7 0.0476 0.0287 (0.6315/22)
7-8 0.0476  0.0542 (1.1931/22)
real map = 35.00, observed map = 19.96, total recs = 4.23

Jos kartat eroavat toisistaan huomattavasti, syyna voivat olla virheet markke-
riaineistossa tai kaytetyssa geneettisessé kartassa. YIl& olevassa esimerkissa
meioosien lukumaara oli vain 20, joten havaintoaineisto oli pieni, ja havait-
tujen rekombinaatioiden maarassa on paljon satunnaisvaihtelua. Jos ero olisi
havaittu suuremmassa aineistossa, olisi syytéa tarkistaa virnemahdollisuudet.

Haplotype

Komento haplotype on tulostaa kaikkein todennékdisimmat haplotyypit ai-
neiston kaikille yksiloille. Haplotyypilld tarkoitetaan saman kromosomin
markkerilokuksissa esiintyvien alleelien jonoa. Haplotyyppi kuvaa siis sité,
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mitka alleelit kullakin yksil611& on toisaalta isélté ja toisaalta aidilta perityssa
kromosomissa. Koska Genehunter antaa vain todennékdisimman haplotyyp-
pikonfiguraation, muutkin konfiguraatiot ovat mahdollisia ja joskus jopa yhta
todennakaisid, kuin ohjelman antama paras vaihtoehto. Mahdollisuuksien lu-
kumaara yleensé kasvaa sitd mukaa, mitd enemmaén puuttuvia havaintoja on
ja mitd harvempaa karttaa kaytetaan.

gulklupuun perustajayksildiden osalta Genehunter tulostaa haplotyypit ruu-
ulle:

HAPLOTYPES OF ORIGINAL INDIVIDUALS:

indiv 1: 3 3 2 1 1 3 3 1
o 0 O O O o0 o0 o
indiv 2: 5 2 4 3 1 2 1 4
o 0 O O O o0 o0 o
indiv 4: 3 1 2 3 4 1 3 3
o o0 o0 O O o0 o0 1
indiv 6: 4 2 4 2 4 2 3 3
3 0 0 O 3 o0 2 3
indiv 7: o 0 1 1 4 2 2 4
i 1 5 1 3 2 2 2
indiv 16: 2 1 3 2 4 2 3 2
5 2 1 3 2 1 3 3

Esimerkiksi yksilon 16 haplotyypit ovat 2-1-3-2-4-2-3-2 ja5-2-1-3-2-1-
3-3. Nolla kuvaa puuttuvaa informaatiota; ndissa kohdissa haplotyyppien
maéarittdminen ei ollut mahdollista puuttuvien genotyyppien vuoksi.

Kaikkien yksildiden haplotyypit 16ytyvét tiedostosta haplo.dump. Tiedosto
néyttaa seuraavalta:

1 2.072
1 0 0 0

16 0 0 1

(o)}

o

o

o
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5 1 2 0 3 3 2 1 1 3 3 1
5 2 4 3 1 2 1 4
8 1 2 2 3 3 2 1 1 3 3 1
5 2 4 3 1 2 1 4
9 3 4 2 3 3 2 1 1 3 3 1
3 1 2 3 4 1 3 3
10 3 4 1 5 2 4 3 1 2 1 4
3 1 2 3 4 1 3 1
11 5 6 1 5 2 4 3 1 2 1 4
3 0 0 O 3 o0 2 3
12 5 6 1 5 2 4 3 1 2 1 4
4 2 4 2 4 2 3 3
13 5 6 2 3 3 2 1 1 3 3 1
4 2 4 2 4 2 3 3
14 7 8 2 1 1 1 1 4 2 2 4
3 3 2 1 1 3 3 1
15 7 8 2 i1 5 1 3 2 2 2
3 3 2 1 1 3 3 1
17 16 12 2 2 1 3 2 4 2 3 2
5 2 4 3 1 2 1 4

Jokaista yksil6a kohti tulostetaan kaksi rivid. Ensimmaiselld rivilla ovat yksi-
16n tunniste, isan tunniste, aidin tunniste, sairausstatus ja naiden jalkeen isalta
perityt alleelit. Toinen rivi siséltéa aidilta perityt alleelit.

Postscript output

Komento postscript output on (lyhyemmin ps on) tuottaa PostScript-
tiedoston (. ps), joka siséltdd LOD-, NPL- ja markkereiden informatiivisuus-
arvot graafisessa muodossa. Jos haplotype on -komento on annettu, ps on
-komento tuottaa myods postscript-tiedoston sukupuista, joissa nakyvat yk-
sildiden haplotyypit sekd x-symbolein merkityt rekombinaatiokohdat. Esi-
merkki NPL-kuvaajasta on kuvassa 6.4 ja haplotyyppitulosteesta kuvassa 6.5.

Increment

Laskupisteiden maarad voidaan muuttaa késkyilld increment distance etéi-
syys tai increment step askel. Esimerkiksi increment distance 2 las-
kee LOD- ja NPL-arvot kahden senttimorganin vélein ja increment step
10 jakaa markkerivalit kymmeneen osaan.
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NEL plot
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Kuva 6.4: Genehunter-ohjelman tuottama NPL-kuvaaja.

Off end

Analyysin aloituskohtaa voidaan muuttaa késkylla off end etdisyys. Esi-
merkiksi off end 10 aloittaa analyysin 10 cM ennen ensimmaéistad markke-
ria ja lopettaa sen 10 cM viimeisen markkerin jélkeen.

Score

Komennolla score pairs tai score all voidaan valita, lasketaanko Spgirs-
vai Sy -tunnuslukujen arvot. Oletusarvona on jalkimmainen.

Map function

Kéytetyn karttafunktion voi valita komennolla map function haldane tai
kosambi. Kaikissa kytkentdanalyyseissd, joissa kartoitetaan sairauslokuksen
paikka kromosomissa, suositellaan kéytettdvéksi Haldanen karttafunktiota
(map function haldane).

Kun kaikki tarpeelliset komennot on annettu, komento scan sukupuutiedos-
to on annettava uudestaan.
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Kuva 6.5: Genehunter-ohjelman tuottama haplotyyppituloste.

Genehunter-istunnon tapahtumat voi tallentaa komennolla photo file name.
Esimerkiksi photo sessio.out tallentaa kaikki paétteelle annetut késkyt ja
ohjelman tekemat tulostukset tastd eteenpdin sessio.out-tiedostoon. Tal-
lennuksen voi kytkea pois péaalta komennolla photo off.

Quit

Komento lopettaa Genehunter-istunnon.

Esimerkki tyypillisestd Genehunter-istunnosta

Alla esitetadn tyypillisen Genehunter-istunnon kulku. Oletetaan, ettd Linkage-
sukupuutiedoston nimi on example.ped ja parametritiedoston nimi on
example.dat. Kéyttdjd haluaa vedostaa istunnon kulun tiedostoon
session.out:
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photo session.out

Toad example.dat

count recs on
ps on

haplotype on
scan example.ped

total stat
quit

6.2.5 Komennot ASP-menetelmalle
Estimate

Tavallisen sairaiden sisarusparien analyysin voi suorittaa Genehunter-ohjelman
komennolla estimate.

npl:11> estimate

analyze under the assumption of no dominance variance?
y/n [n]:y

file to store ML estimation [mls.out]:

analysis complete

text output file successfully written

Ohjelmassa voi suorittaa uskottavuusfunktion maksimoinnin kahdella eri ta-
valla vastaamalla kysymykseen

analyze under the assumption of no dominance variance? y/n [n]:

joko y tai n.

Vastaamalla y oletetaan, ettd dominanssivarianssia ei ole, jolloin z; kiinnite-
td&n arvoon 0.5 ja vain z, estimoidaan (zo = 1 — z; — z,). Vastaamalla n seka
Z1 etta z, estimoidaan.

Tassé tapauksessa analyysin tulokset tallentuivat tiedostoon m1s.out. Kéyt-
t&ja voi suorittaa Genehunter-ohjelman sisalta Unix-komentoja liittdméalla
eteen avainsanan system. Esimerkiksi ohjelman tuottamaa tiedostoamls.out
voi katsella komennolla:

npl:12> system more mls.out
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Pairs used

Oletusarvoisesti estimate-komento tekee ASP-testin kdyttden vain yhta si-
sarusparia jokaisesta perheestd. Tamén voi muuttaa komennollapairs used.

npl:12> pairs used

the current pair setting is: *first affected/phenotyped
sibpair only*
Possible pair options:
1. First pair of affected/phenotyped sibs
2. A1l 1independent pairs of affected/phenotyped sibs
3. All pairs of affected/phenotyped sibs
4. Al1l pairs of affected/phenotyped sibs - UNWEIGHTED

Enter the index of the analysis you want to use [1]: 2

6.3 Analyysi Merlin-ohjelmalla

Merlin [ ] on uusi kytkentdanalyysiohjelmisto, joka on nopeasti saa-
vuttanut vankan jalansijan. Ohjelmalla voidaan tehdé ei-parametrista kytken-
tdanalyysid, muodostaa haplotyyppejd, arvioida henkildiden sukulaisuuden
astetta ja etsid genotyyppausvirheitd. Ohjelmaa voidaan kayttdd myos va-
rianssikomponenttianalyysiin.

Merlin perustuu Lander-Green-algoritmiin ja kdyttaa ns. harvoja puita periy-
tymisvektorien tallentamiseksi. Tdman ansiosta Merlin ei joudu — toisin kuin
Genehunter — k&ymaan 1api kaikkia mahdollisia periytymisvektoreita. Merlin
muodostaa periytymisvektoreista puurakenteen, jonka ansiosta se voi valttaa
sellaisten periytymisvektoreiden tarkastelun, jotka ovat mahdottomia aiem-
min keratyn informaation perusteella. Liséksi Merlin hyddyntéé erdité periy-
tymisvektoreiden symmetriaominaisuuksia hakuavaruuden rajoittamiseksi.

Ohjelman kayttdmaét tietorakenteet ja algoritmit nopeuttavat tuntuvasti pien-
ten ja keskisuurien perheiden kytkentédanalyysia. Annetulle sukupuulle Mer-
lin vaatiikin vain murto-osan Genehunter-ohjelman laskenta-ajasta. Jos las-
kenta-aika puolestaan pidetaan vakiona, sallii Merlin hieman suuremman su-
kupuun analysoinnin kuin Genehunter.

Merlin-ohjelman voi asentaa my®ds omaan Linux-koneeseen, mutta suuren
muistin tarpeen vuoksi ajo CSC:n koneilla voi olla hyvé vaihtoehto.

6.3.1 Syotetiedostojen tarkastelu

Merlin-pakettiin kuuluvat ohjelmat kdynnistetdan suoraan Unix-komentoke-
hotteesta. Samalla annetaan ajettavan ohjelman tarvitsemat parametrit. Aloi-
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tamme esimerkkisukupuumme (kuva 3.2) analysoinnin keradmalla pakettiin
kuuluvalla Pedstats-ohjelmalla koostetietoa tarkasteltavasta aineistosta.

Merlin ymmartaa Linkage-muotoisia tiedostoja, joten voimme kayttaa aiem-
min laadittuja syotetiedostoja ex-1.pre ja ex-1.dat. Ohjelma tukee myds
niin sanottua QTDT-tiedostomuotoa, jota ei tdssa oppaassa késitella.

Koostetiedot pyydetdaan komennolla

corona% pedstats -p ex-l.pre -d ex-1l.dat

Ohjelma tuottaa koosteen fenotyyppien ja genotyyppien jakaumasta. Jos su-
kupuussa on Mendel-virheitd, ne paljastuisivat tassé vaiheessa. Jos esimer-
kiksi vaihdamme viimeisen yksilon 19 ensimmadisen markkerilokuksen ge-
notyypin "2/6"muotoon "2/2", tuottaisi ohjelma virheilmoituksen:

M1 - Fam 1: Child 19 [2/2] has parents [2/6]*[5/6]
FATAL ERROR -
Mendelian 1inheritance errors detected

Pedstats-ohjelmalla voidaan paitsi etsid Mendel-virheitd myds tuottaa graafi-
sia kuvaajia sy0tetiedoston ominaisuuksista kuten sukupuiden rakenteesta ja
alleelifrekvenssijakaumista. Tama onnistuu valitsimella --pdf.

6.3.2 Kytkentaanalyysin kaynnistys

Kéynnistamme kytkentéanalyysin antamalla seuraavan komennon:

corona% merlin -p ex-1l.pre -d ex-l.dat --npl

Valitsinta -p seuraa sukupuutiedoston ja valitsinta -d parametritiedoston ni-
mi. Ohjelma tunnistaa automaattisesti, ettd kyseessd on Linkage-muotoinen
sy6te. Valitsin --np1 Kertoo, ettd aineistolle halutaan ajaa ei-parametrinen
kytkentaanalyysi.

Ohjelma néytta sille annetut parametrit seka tuottaa kytkentéanalyysitulok-
sen:

Phenotype: LOCUS1 [ALL] (1 family)
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Pos Zmean pvalue delta LOD pvalue
min -0.87 0.8 -0.121 -0.04 0.7
max 8.24 0.00000 1.155 1.02 0.02
.000 2.00 0.02 1.155 0.52 0.06
.000 2.07 0.02 1.155 0.53 0.06
000 1.99 0.02 1.155 0.52 0.06
000 1.98 0.02 1.155 0.52 0.06
000 1.95 0.03 1.155 0.51 0.06
000 1.92 0.03 1.155 0.51 0.06
000 1.65 0.05 1.155 0.46 0.07
000 1.19 0.12 1.155 0.38 0.09

Tulosteen sarake Zmean vastaa Genehunter-ohjelman tuottamaa NPL sco-
rea. Tata seuraa normaaliapproksimaatiolla saatu p-arvo tunnusluvulle. Nor-
maaliapproksimaatio perustuu tunnusluvun oletettuun jakaumaan ideaaliti-
lanteessa, jossa oletetaan tdysin informatiivinen markkerikartta.

Kolme viimeisté saraketta perustuvat Kongin ja Coxin menetelmé&én [ 1,
jossa IBD-jakamisen maéréa arvioidaan yhdella parametrilla (de1ta). Me-
netelmé& on tuttu Genehunter Plus -ohjelmistosta, ja se hyodyntaa kehittdjien
mukaan paremmin informaatiota markkerien vélisill& alueilla.

Ei-parametrista kytkentdanalyysia voidaan ohjata erilaisin komentorivilld an-
nettavin asetuksin, joista keskeisimpia esitetdén seuraavassa:

--bits:n:

--perFamily:
--pdf:

--information:

--error:

Kertoo, kuinka pitkille periytymisvektoreille muistia va-
rataan. Korottamalla tdmén parametrin arvoa voidaan
analysoida suurempia sukupuita. Vakio n asettaa maksi-
miarvon lausekkeelle 2k — f, missd k on sukupuun yk-
siloiden lukumé&éra ja f perustajayksildiden lukuméaéara.
Erittelee ei-parametrisen kytkentdanalyysin tulokset tie-
dostoon perheittdin.

Luo analyysin tuloksista pdf-muotoisen tiedoston, jota
voi katsella Adobe Acrobat -ohjelmalla.

Tulostaa markkerikartan informatiivisuuden Kkarttasi-
jainnin funktiona. Informaation mittana Merlin kayttaa
Genehunter-ohjelman tapaan entropiaa.

Kirjoittaa tiedostoon merlin.err luettelon genotyy-
peistd, jotka ovat epatodennakdisid mutta eivat silti ai-
heuta Mendel-virheitd. Tallainen tilanne voi aiheutua
esimerkiksi sellaisesta genotyyppausvirheesta, joka voi-
taisiin periaatteessa selittdd kahdella hyvin l&hell4 toi-
siaan olevalla rekombinaatiolla.
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--simulate: Suorittaa ns. alleelienpudotussimulaation, jolloin Merlin
simuloi kromosomin tai kromosomialueiden periytymis-
ta kussakin sukupuussa. Tdman jélkeen se arpoo perus-
tajayksiloille markkerikohdissa alleelit kyseisen alleeli-
frekvenssijakauman mukaisesti ja paéattelee niiden seké
periytyneiden kromosomisegmenttien perusteella kaik-
kien yksildiden genotyypit. Lopuksi Merlin merkitsee
samat genotyypit puuttuviksi kuin alkuperéisessé aineis-
tossa. Ndin muodostettu keinotekoinen aineisto on nol-
lahypoteesin (ei kytkentdd) mukainen, ja se voidaan ana-
lysoida samoin kuin todellinen aineisto, esimerkiksi va-
litsimella --np1. Toistamalla simulointi useita kertoja
saadaan nollahypoteesijakauma sille tunnusluvulle, jos-
ta ollaan kiinnostuneita. Lisatietoja alleelienpudotussi-
mulaatioista on luvussa 9. Simulaatioita toistettaessa on
lisdksi annettava valitsin -r, jota seuraa satunnaisluku-
generaattorin siemenluku. Siemenluvun on vaihduttava
toistokerrasta toiseen.

--ibd: Tulostaa kullekin yksildparille ja kullekin kohdalle to-
dennékdisyysjakauman sille, montako alleelia (0, 1 vai
2) yksil6t jakavat tuossa kohdassa IBD. Jakauma on seu-
rausta sukulaisuuden asteesta ja markkerien informatii-
visuudesta.

6.4 Suurten sukupuiden analysointi: Simwalk

Edelld kasitellyt Genehunter- ja Merlin-ohjelmat kayttavéat Lander-Green-
algoritmia sukupuiden l&pikdymiseen. Algoritmin antama tulos on tarkka,
mutta laskenta suurille sukupuille kestaa kauan ja vie paljon muistia. Suurten
sukupuiden analysoimiseksi on kaytettava heuristista menetelmaa, joka antaa
riittdvan hyvan vastauksen suurella todennakgisyydella. Sallimalla pieni epa-
varmuus saavutetaan suuri saastd laskenta-ajassa. Simwalk-ohjelma kéyttaa
kahta heuristista lahestymistapaa: Markov Chain Monte Carlo -simulaatioita
sekd simuloitua ja&hdytystd. Tarkka kuvaus ohjelman kéyttdmista algorit-
meista on artikkeleissa [ 1 [ lial ].

Tassé luvussa tarkastellaan ei-parametrista kytkentdanalyysid Simwalk-oh-
jelmalla. Vaikka Simwalk-ohjelma ei hyvéksy syoétteekseen Linkage-muotoi-
sia tiedostoja, voidaan tiedostot muuttaa helposti oikeaan formaattiin Mega2-
tiedostomuunnostydkalun [ ] avulla.

6.4.1 Simwalk-analyysit Mega2-ohjelman avulla

Mega2-ohjelma ja sen kayttdmahdollisuudet esiteltiin luvussa 3.2. Tutus-
tuimme Mega2-ohjelman sy6tetiedostoihin ja syétimme ohjelmalle esimerk-
kiaineistoomme liittyvat sukupuu-, parametri- ja karttatiedostot. Etenimme
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tuolloin pisteeseen, jossa Mega2-ohjelma kysyy valittavaa analyysiohjelmis-
toa:

ANALYSIS MENU

1 SimwWalk2-format 15 TDTMax analyses

2 MENDEL-format 16 SOLAR-format

3 ASPEX-format 17 Vitesse-format

4 GeneHunter-Plus format 18 Linkage-format

5 GeneHunter format 19 Test Toci for HWE
6 APM-format 20 Allegro-format

7 APM MULT format 21 MLBQTL format

8 Create nuclear families 22 SAGE 4.0 format

9 SLINK-format 23 Pre-makeped format
10 SPLINK-format 24 Merlin/SimWalk2-NPL
11 Homogeneity analyses 25 PREST format
12 SIMULATE-format 26 PAP format
13 Create summary files 27 Merlin format
14 SAGE-format 28 Loki format

Select an option between 1-28 > 1

Koska haluamme luoda syote- ja ajotiedostot erityisesti Simwalk-ohjelmaa
varten, valitsemme vaihtoehdon 1.

Simwalk-ohjelmalla voidaan tehdd muun muassa haplotyyppianalyysia seka
parametrista ja ei-parametrista kytkentdanalyysié. Valitsemme tdssé viimeksi
mainitun.

SimWalk2 program options:

1) Haplotype analysis

2) Parametric Linkage analysis

3) Non-Parametric Linkage analysis
4) IBD analysis

5) Mistyping analysis

Enter selection 1-5 > 3

Téssé vaiheessa ohjelma tuottaa esimerkkiaineistollamme varoituksia siité,
ettd osa alleelifrekvensseistd on nollia. T&mé& on seurausta siitéd, etté allee-
lifrekvenssit arvioitiin kovin pienesta aineistosta, jossa kaikkia alleeleja ei
esiintynyt.
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Seuraavaksi ohjelma tarjoaa mahdollisuuden valita kartasta yksittéisia mark-
kereita; valitsemme kuitenkin kartan kaikki markkerit siind jarjestyksessa,
jossa ne on karttatiedostossa madritelty:

LOCUS REORDERING MENU
1) Select all Toci in map order on chromosome: 1

2) Select by locus number.

3) Select one chromosome and select Toci on it.

4) Select one or more chromosomes and select loci on them.
Enter 1, 2, 3 or 4 > 1

Lopuksi ohjelma kysyy tulostiedostojen nimid. Ohjelma tarjoaa myds mah-
dollisuuden tuottaa analyysin tuloksesta graafisia kuvia R-tilasto-ohjelmiston
avulla (valinta 8). Tdmé toiminto kannattaa kytkeé paalle.

0) Done with this menu - please proceed

1) Locus file name : LOCUS.01 [new]
2) Pedigree filename : PEDIGREE.O1 [new]
3) Penetrance file name : PEN.O1 [new]
4) Batch file name : BATCH2 .01 [new]
5) C-shell file name : npl.01.sh [new]
6) Person id in output pedigree file: Individual 1id

7) Pedigree identifier in output
pedigree file: Premakeped pedigree number.
8) Generate R-plots for SimWalk2-NPL: [yes]

Select options 0-7 to enter new values,

8 to toggle > 0

Tamén jalkeen ohjelma tiedustelee, minka tunnuslukujen arvoista tulostetaan
graafiset kayrét.

R plot statistic selection menu:

1) BLOCKS

2) MAX-TREE
3) ENTROPY
4) NPL_PAIRS
5) NPL_ALL

Enter string of statistic numbers (e’ to terminate) > 4 5 e

Valittavia tunnuslukuja on viisi erilaista, ja ne ovat:
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BLOCKS: Niiden perustajayksiltiden alleelien lukumééra, joita esiintyy sai-
railla yksil6illa.

MAX-TREE: Suurin kopiomaard, jona jokin perustajayksilon alleeli on le-
vinnyt sairaille yksildille.

ENTROPY: Sairailla yksilgilla havaittavien alleelien entropia. Entropia on
suurin silloin, kun eri alleelit ovat jakautuneet yksildille mahdollisim-
man tasaisesti.

NPL_PAIRS: IBD-sukulaisuuskerroin, joka kuvaa alleelien jakamisen as-
tetta sairaiden sukulaisparien vélilla.

NPL_ALL: Genehunter-ohjelman kayttdmaa NPL-all-testisuuretta vastaava
tunnusluku, joka kuvaa jakamista sairaiden sukulaisparien vélilla.

Kolmen ensimmadisen tunnusluvun pieni arvo kuvaa kytkentad. Muilla tun-
nusluvuilla suuri arvo osoittaa kytkennan.

Y114 olevassa esimerkissé valitsimme tulosteeseen tunnusluvut NPL_PAIRS
ja NPL_ALL. Tunnusluvut syotetddn antamalla niitd vastaavat numerot, joita
seuraa e-Kirjain. Taman jalkeen Mega2-ohjelma tiedustelee graafisen tulos-
teen ulkoasuparametreja:

R plot parameter selection menu:
0) Done with this menu - please proceed

1) Postscript output file name SW2NPL.01.ps [overwrite]

2) Minimum Y-axis value 0.00
3) Maximum Y-axis value 3.00
4) Horizontal cut-off line at 2.00
5) Postscript plot orientation [portrait]

Select from options 0-5 (5 to toggle, 2-4 to change

values) >0

Oletusarvot voidaan valita syottamalla o.

Esimerkkisukupuun muunnoksen tuloksena Mega2-ohjelma tuottaa kromo-
somikohtaiset sy6tetiedostot nimeltd PEDIGREE.01, LOCUS.01, PEN.O1 ja
BATCH2.01. Syoétetiedostojen sisaltoon palataan hieman myéhemmin.

Ohjelma tuottaa myds analysointia helpottavan ajokelpoisen komentotiedos-
ton nimeltd np1.01. sh. Komentotiedosto ajetaan — ja kytkentdanalyysi kdyn-
nistetddn — antamalla komentotiedoston nimi komentorivilla:

corona% npl.01l.sh
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Analyysi ja tulosten koostaminen tapahtuvat tdmén jalkeen automaattisesti,
mutta katsotaan silti, mit4 komentotiedosto tekee: se késittelee yhden kromo-
somin kerrallaan siten, ettd vuorossa olevat kromosomikohtaiset syotetiedos-
tot kopioidaan nimille PEDIGREE.DAT, LOCUS.DAT, PEN.DAT seké
BATCH2 . DAT. Seuraavaksi komentotiedosto ajaa Simwalk-ohjelman, joka lu-
kee ndma syotetiedostot ja tekee kytkentdanalyysin. Lopuksi komentotiedos-
to kutsuu toista, juuri generoitua komentotiedostoa nimeltd
Rsimwalk2.01.sh. Tdma kdynnistad R-tilasto-ohjelmiston, joka puolestaan
tuottaa NPL-tunnuslukua vastaavan kayrédn tiedostoon nimelta
SW2NPL.01.ps.

Tuloksena saatavaa kytkentékéyrad voidaan katsella esimerkiksi Ghostview-
ohjelmalla:

corona% ghostview SW2NPL.Ol.ps

Tuloksena saatavat kuvaajat on esitetty kuvassa 6.6. Kuvaajaan on merkitty
empiirisista p-arvoista laskettujen kymmenkantaisten logaritmien vastaluvut
(—log P), joten asteikko ei ole suoraan yhteneva Genehunter-ohjelman NPL-
tunnuslukujen kanssa.

6.4.2 Analyysin ohjaaminen manuaalisesti

Vaikka syotetiedostot voidaan rakentaa Mega2-apuohjelman avulla, on nii-
den rakenteen tuntemisesta hyotya, jos halutaan muuttaa manuaalisesti oh-
jelman parametreja.

Kun Simwalk2 k&ynnistetddn komentoriviltd komennolla simwalk (ilman
Mega2-ohjelman generoimaa ajotiedostoa), etsii ohjelma syotetiedostoja ni-
meltd PEDIGREE.DAT, LOCUS.DAT, PEN.DAT ja BATCH2.DAT. Naista sukupuu-
tiedosto (PEDIGREE.DAT) siséltda tiedot yksildistd, heiddn sukulaisuussuh-
teistaan ja genotyypeistaan. Lokustiedosto (LOCUS.DAT) maéarittelee kéytet-
tavien markkereiden nimet, alleelifrekvenssit ja sijainnit geneettisell& kartal-
la. Penetranssitiedosto (PEN.DAT) madrittad sairausmallin mahdollista para-
metrista kytkentdanalyysia varten. Ei-parametrisessa analyysissa penetrans-
sitiedoston arvoilla ei ole merkitystd. Ohjaustiedosto (BATCH2 .DAT) siséltaa
suuren joukon parametreja, joiden avulla analyysin kulkua voidaan sdadel-
14. Kéyttdja voi tehda néihin syotetiedostoihin haluamansa muutokset ja ajaa
analyysin komennolla:

corona% simwalk
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Kuva 6.6;: Simwalk-analyysin tuloksena saatava PostScript-muotoinen Kytkenté-
kdyré kahdelle kytkentdad kuvaavalle tunnusluvulle.
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Kytkentaepatasapaino ja
assosiaatioanalyysi

7.1 Taustaa

Assosiaatioanalyysin tavoitteena on 16ytaa viitteita siité, esiintyyko sairaus-
status odotettua useammin yhdessé jonkin tietyn alleelin tai haplotyypin kans-
sa. Lahestymistavassa hyddynnetddn populaatiossa esiintyvaa sairaus- ja
markkerilokusten alleelien valista kytkentdepatasapainoa, jolla tarkoitetaan
lahekkéisten lokusten alleelien esiintymisté yhdessa odotettua useammin. Sai-
rausgeenien paikantamisessa hyddynnettidva kytkentdepétasapaino on usein
seurausta yhteisen véestohistorian pullonkaulasta, jolloin geneettinen ajau-
tuminen (drift) on karsinut suuren osan kromosomeista. Jaljelle ja&neet kro-
mosomit ovat talléin monistuneet véestohistorian kuluessa, eivatka lyhyen,
pullonkaulan jalkeisen historian aikana tapahtuneet rekombinaatiot vield ole
tuhonneet vaestdon tulleiden riskialleelien ja laheisten markkerialleelien vé-
listd yhteyttd. Kuva 7.1 esittdd kytkentdepatasapainoon perustuvan geenikar-
toituksen taustalla olevan ajatuksen.

Kahden lokuksen alleelien vélistd kytkentdepétasapainoa kuvataan erilaisin
tunnusluvuin. Néistd yleisimmin kaytettyja ovat D-mitta, skaalattu kytken-
taepatasapainomitta D’ seka korrelaatiokertoimen nelio r 2. Tarkastellaan kak-
sialleelisia lokuksia ja merkitaan kahden lokuksen haplotyyppien 1-1, 1-2, 2-
1 ja 2-2 todenné&koisyyksid p11, P12, P21 ja p22. Ensimmaisen lokuksen allee-
lifrekvensseja kuvataan lisdksi muuttujilla p1, sekd p»., ja toisen lokuksen
p+1 sekd pyo. Talloin kytkentdepatasapainomitat mééritetdén seuraavasti:

D = p11p22 — P12P21 _
D' = D Mmissé Dypax = { Min(p1y P42, P+1P24) kun D >0

Dmax *

mMin(p14 P+1, P+2P2+) kun D <0
2 D2

T P1t P2+ P+1P42

Kytkentdepatasapainon suuruus riippuu vaestohistoriasta. Kahden lokuksen
alleelien valinen kytkentaepatasapaino heikkenee populaation idn kasvaessa,
mutta toisaalta suurempi rekombinaatioiden maéra voi sallia sairausmutaa-
tion yha tarkemman paikantamisen. Populaatiohistorialla on muutenkin rat-
kaiseva merkitys assosiaatioanalyysin onnistumiselle, mistd kuva 7.2 antaa
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Kuva 7.1: Kytkentdepétasapaino ja sen hyddyntdminen geenikartoituksessa ihan-
netilanteessa. Kuvan ylareunassa olevan esivanhemman paksulla viivalla merkitty
kromosomi siséltad sairautta aiheuttavan mutaation (X). Sukupolvien kuluessa jél-
keldisille periytynyt kromosomisegmentti pienenee. Kun nykypopulaatiosta keré-
tddn sairaita mutaation kantajia, ovat he perineet riskialleelin (X) lisdksi vaihtele-
vanmittaisen kromosomisegmentin tuon kohdan ympériltd. Kuvan alareunassa yk-
si kromosomeista on suurennettu: havaitaan, ettéa riskialleelin (X) lisdksi kyseinen
yksilé oli perinyt my@s ldheisten markkerilokusten yli ulottuvan haplotyypin 1-2-1.

esimerkin. Vasemmalla on pienen alkuperdisvéeston asuttama perustajapo-
pulaatio, joka on kasvanut voimakkaasti historian saatossa. Oikeanpuoleisen
kuvan populaatio on sen sijaan vanhempi. Tarkastelun alkuhetkell& populaa-
tio on ollut paljon suurempi eikéd voimakasta kasvua ole esiintynyt. Lisaksi
populaatioon on kohdistunut runsaasti muuttoliikettd my6hemmissé vaiheis-
sa.

Koska vasemmanpuoleisen populaation perustajavéest on pieni, on luulta-
vaa, ettd sinne on saapunut vain pieni maara eri sairausmutaatioita, kuvan
tapauksessa yksi (A). Oikeanpuoleisen kuvan tilanteessa on luultavaa, ettd
sairaat perustajayksil6t ovat suuren méaéransa vuoksi geneettisesti heterogee-
nisempid ja mutaatiosta on useampia erilaisia kopioita (A-D). Lisaksi muut-
toliike on tuonut populaatioon uusia mutaatioita (E).

Seurauksena téstd vasemman vasemmanpuoleisen kuvan tilanteessa myos
nykyvaeston sairaat yksilot kantavat enimmékseen samaa tai samoja mutaa-
tioita. Oikeanpuoleisen kuvan tilanteessa sairaista yksildista otettu otos sisél-
t&& suuren joukon erilaisia mutaatioita.

Vasemmanpuoleisen kuvan tilanteessa mutaation paikantaminen on helpom-
paa, koska suuri osa sairaista kantaa samaa, samoihin alleeleihin assosioitu-
nutta mutaatiota.
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Kuva 7.2: Kaksi erilaista populaatiohistoriaa. Vasemmalla on voimakkaasti laa-
jentunut pullonkaulapopulaatio ja oikealla hitaasti laajentunut populaatio.

7.1.1 Assosiaatioanalyysi yksilotason x 2-testilla

Yksinkertaisin tapa mitata sairausstatuksen ja alleelien assosiaation voimak-
kuutta on tehda ns. x2-testi 2 x 2 -kontingenssitaululle , joka sisaltad ha-
vaitut frekvenssit sairaiden ja verrokkien otoksissa. Tarkastellaan esimerkkia
assosiaation voimakkuuden testaamisesta (taulukko 7.1). Erd&ssa markkeri-
lokuksessa sairailla yksil6illa esiintyy 79 kertaa alleeli 1 ja 21 kertaa alleeli
2. Terveiden yksil6iden otoksessa vastaavat lukumaarat ovat 46 ja 54.

Nollahypoteesitilanteessa, jossa alleelien ja sairausstatuksen vélinen asso-
siaatio on puhtaasti satunnaista, saadaan odotetut frekvenssit laskettua ker-
tomalla vastaavat rivi- ja sarakesummat ja jakamalla tulo havaintojen koko-
naismaaralla. Esimerkiksi odotettu frekvenssi alleelin 1 esiintymien maaralle
sairaiden yksildiden otoksessa on télldin (100 x 125)/200 = 62.5.

Testisuureen x2-arvo voidaan nyt laskea havaittujen (0;;) ja odotettujen (e;j)
frekvenssien avulla:

(ij—ej)?
X 2 = Zi, j JTJ
(79-62.5)2 | (46—625)2 | (21-37572 | (54—375?2
&5 T &5 T a5t ars =23.23.

Nollahypoteesin vallitessa testisuure jakautuu x 2-jakauman mukaisesti yh-
dell& vapausasteella. Kertyméfunktion jakaumasta ndhdaan, etta testisuureen
arvoon liityvé p-arvo on jopa alle 0.000001, joten tulos on tilastollisesti erit-
tain merkitseva.
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Taulukko 7.1: Havaitut ja odotetut alleelien 1 ja 2 esiintymiskerrat terveiden ja
sairaiden yksilGiden otoksissa.

Havaitut Sairas Terve Yht.

Alleelil 79 46 125
Alleeli2 21 54 75
Yht. 100 100 200

Odotetut Sairas Terve Yht.

Alleelil 625 625 125
Alleeli2 375 375 75
Yht. 100 100 200

7.2 Periytymisen epéatasapainotesti (TDT)

Periytymisen epatasapainotesti (Transmission/Disequilibrium Test, TDT) yh-
distad kytkentéanalyysin ja assosiaatioanalyysin hyvié puolia. Testi perustuu
periytymisen tarkastelemiseen ydinperheiden sisélla siten, ettd samasta per-
heesta ei tarvita kuin yksi sairas henkil®.

Tassé oppaassa tarkastellaan testin perusversiota [ ] seké sen approksi-
mointia x ?-jakaumaan perustuen. Periytymisen epatasapainotestin keskeisia
ominaisuuksia ovat:

e TDT perustuu ydinperheiden analysointiin. Testissa tarkastellaan al-
leelien siirtymista heterotsygootilta vanhemmalta sairaille jalkel&isil-
le. Kussakin ydinperheessa voi olla yksi tai useampi sairas jalkeldinen.

o Kyseessd on geneettisen kytkennan testi. Lokusten valisen kytkentée-
patasapainon olemassaolo on ehdoton edellytys TDT:n menestyksek-
kaalle kaytolle.

e Testi ei edellyté oletuksia periytymismallista. Testin tilastollinen voi-
ma riippuu kuitenkin periytymismallista ja on suurimmillaan resessii-
visen sairauden tapauksessa.

o Testi on laskennallisesti varsin yksinkertainen ja intuitiivinen.

TDT-testissé otos muodostetaan valitsemalla satunnaisia ydinperheitd, joissa
on ainakin yksi sairas jalkeldinen. Esimerkki tallaisesta aineistosta on kuvas-
sa7.3.

TDT-testin taustalla oleva ajatus on seuraava: Kussakin ydinperheessa hete-
rotsygootilla vanhemmalla on markkerilokuksessa alleelit 1 ja 2. Jos lokus
ei ole kytkeytynyt sairausstatukseen, siirtyy alleeli 1 jalkeldiselle samalla to-
dennékoisyydelld kuin alleeli 2. Talléin em. ydinperheiden otokseen on tul-
lut sairaita alleelin 1 ja alleelin 2 kantajia odotusarvoisesti sama maara, ja
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Kuva 7.3: Pieni esimerkkiaineisto periytymisen epétasapainotestié varten. Geno-
tyypit on merkitty yhden markkerin suhteen.

otoksen sisélld kumpikin alleeleista 1 ja 2 nayttéisi siirtyneen sairaalle jal-
keléiselle samassa suhteessa. Jos sen sijaan esimerkiksi alleeli 1 olisi asso-
sioitunut sairausstatukseen, olisi valtaosalla sairaista yksildista markkerilo-
kuksessa yksi tai kaksi kappaletta alleelia 1. Alleelin 1 kantajat ovat talldin
yliedustettuja otoksessa, ja havaitaan, etta otoksen siséll alleeli 1 on siirtynyt
heterotsygoottivanhemmalta sairaalle jalkeldiselle suuremmalla todenné&koi-
syydelld kuin alleeli 2.

Tarkastellaan aluksi kahden alleelin tapausta (tulokset yleistyvét myds mark-
kerilokuksille, joissa on useampia alleeleita). Kytkentéd testattaessa nolla-
hypoteesin vallitessa sairausstatus periytyy markkerilokuksesta riippumatta.
Méarittelemme aineistosta laskettavan TDT-testisuureen, jonka teoreettinen
nollahypoteesin mukainen jakauma tunnetaan. Kun todellisesta aineistosta
laskettua testisuureen arvoa verrataan tdhan jakaumaan, voidaan esittéa ar-
vio siitd, onko aineisto todennékdisesti syntynyt nollahypoteesin mukaisesta
jakaumasta. Jos tdma vaikuttaa riittdvan epéatodennékoiseltd, nollahypoteesi
hyl&taan.

Tarkastellaan joukkoa ydinperheitd, jossa on n sairasta lasta. Markkerilokuk-
sessa M esiintyy kahta alleelia, M1 ja Ma. Vanhempien genotyypit voidaan
esittad taulukkona seuraavasti:

M; ei siirtynyt My ei siirtynyt | Yhteensa
Mg siirtyi | tig 110 tin+12
Mo siirtyi | tx 120 to1 +1
Yhteensd | t11+1tx tio -+t 2n

Nelikentén luvut ty, ja tp; kuvaavat heterotsygootteja vanhempia. Luvut t11
ja ty2 liittyvat homotsygootteihin, eivétka ne sisalla lainkaan transmissioin-
formaatiota.

Havaitut arvot seké nollahypoteesitilanteen mukaiset odotetut arvot voidaan
kirjoittaa taulukkona:
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Tilanne Havaittu Odotettu
My siirtynyt, M, ei siirtynyt  ti, (tip+121)/2
M3 ei siirtynyt, My siirtynyt  tp; (tip+121)/2
Yhteensa o+t tpt+txn

7.2.1 Binomijakaumaan perustuva eksakti testi

Seuraavassa esimerkissé tehdaan ensin binomijakaumaan perustuva eksakti
testi. Sen jalkeen tarkastellaan sen erédstd approksimaatiota, jossa kaytetaan
¥ >-testisuuretta.

Tarkastellaan kuvan 7.3 yhdeksén ydinperheen joukkoa. Kuvaan 7.3 on mer-
kitty sukupuut seka kunkin jasenen genotyyppi markkerilokuksessa.

Alleelien siirtymatiedot voidaan esittéa taulukkona:

Perhe Is& Aiti Sairas Heterotsygootit (1) Siirt. (2) Siirt.
lapsi  vanhemmat
1. 12 22 1.2 1 1
2. 22 12 12 1 1
3. 12 11 1.2 1 1
4. 11 12 11 1 1
5. 12 12 1.2 2 1 1
12 12 11 2 2
12 12 272 2 2
6 12 22 1.2 1 1
7 12 12 11 2 2
8 22 12 12 1 1
22 12 12 1 1
9. 12 12 11 2 2
Yhteensa 17 13 4

Nollahypoteesitilanteessa kukin 17 heterotsygoottivanhemmasta siirtda yhta
suurella todennédkoisyydelld ykkos- kuin kakkosalleelin sairaalle jélkel&isel-
le, joten testisuureemme, siirtyneiden ykkdsalleelien (vastaavasti kakkosal-
leelien) lukumé&ard, noudattaa nollahypoteesitapauksessa binomijakaumaa.
Tilannetta voi verrata kolikon heittoon: kun rahaa heitetddn 17 kertaa, on
luultavaa, ettd kruunia ja klaavoja saadaan likimain sama méara. Jos jompia-
kumpia tulee selvasti enemman, on aihetta epéill& kolikkoa painotetuksi.

Laskemme binomitodennékdisyyden kaavan avulla p-arvon eli todennékoi-
syyden sille, ettd havaintojen jakauma koetta toistettaessa on véhintéén yhta
epatodennékdinen kuin ylldolevassa aineistossa.

Kuvatkoon satunnaismuuttuja X niiden kertojen lukumaéraa, jolloin alleeli 1
oli siirtynyt.
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Tallgin
P(X>3)=P(X=13)+P(X =14)+P(X =15)+P(X =16)+P(X =17).
Téssé lausekkeessa saadaan esimerkiksi

P(X =13) = ( " ) « 0,513 x 0.5% = 0.018158

ja vastaavasti:
P(X =14) = 0.005188, P(X = 15) = 0.001038,
P(X =16) = 0.000130 ja P(X = 17) = 0.000008.

Koko summan arvoksi saadaan P (X > 13) ~ 0.0245

Testaamme tassé kuitenkin kaksisuuntaista hypoteesia; emmehén tieda en-
nalta, kumpi alleeleista, 1 vai 2, on assosioitunut sairausstatukseen.Y hté poik-
keavia kuin tapaukset X > 13 ovat kuitenkin my0s tapaukset X < 4. Koska
binomijakauma on téssa tapauksessa symmetrinen, lopulliseksi kaksisuun-
taiseksi p-arvoksi saadaan 2 x 0.0245 = 0.049. Saatu tulos antaa ndin ollen
lievaa todistetta nollahypoteesia vastaan.

7.2.2 TDT-testisuureen approksimointi

Edelld kéaytetyn binomijakaumaan perustuvan eksaktin testin ohella kéyte-
t4an laskennallisesti helpompaa x 2 -testisuuretta, joka tunnetaan myos alku-
perdisend TDT-testisuureena ja McNemarin testisuureena:

2 _ (O—E)? _ (t1o—05(tip+tp1))? | (tar—0.5(t1o+tr1))?
X = Z E 7 05(tizt+t) + 0.5(t12+t21)

_ (ta—ti)?
tio+t2

Testisuureen arvo jakautuu asymptoottisesti x 2-jakauman mukaisesti. T&l-
16in esitetdén peukalosdantona, etté testid voi kayttaa luotettavasti, kun kukin
odotetuista alleelifrekvensseistd on vahintdan viisi. Tama edellyttéisi noin
kymmenté transmissiotapahtumaa.

Testille valittuun merkitsevyystasoon liittyvat tunnusluvun kriittiset rajat saa-
daan jakauman kertymafunktiotaulukosta:

0.100 0.050 0.025 0.010 0.005
271 384 502 663 7.88

o T
=
Il
[EEN

Esimerkki [ ]:
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Tarkasteltavana on yksittadinen polymorfismi ja sen yhteys sairauteen. Otok-
seen keratyissa ydinperheissa oli mukana 57 vanhempaa, jotka ovat heterot-
sygootteja alleeleille 1 ja X. Lapsille transmittoituneita alleeleja oli 124 kap-
paletta, joista 78 kappaletta 1-alleeleita ja 46 kappaletta X-alleeleita.

Lasketaan arvo TDT-testisuureelle; x2 = (7788;‘2‘22 ~ 8.26.

Verrataan arvoa nollahypoteesitilanteen mukaiseen x 2-jakaumaan vapausas-
teilla yksi. Koska testisuureen arvoa vastaava p-arvo on alhainen (p<0.005),
antaa aineisto todistetta nollahypoteesia vastaan.

7.2.3 Analyysi Genehunter-ohjelmalla

Genehunter-ohjelma tekee Spielmanin kaksialleelisen TDT-testin kunkin
markkerilokuksen jokaiselle alleelille erikseen niputtaen yhteen kaikki muut
paitsi tarkasteltavan alleelin. SNP-markkereita kéytettdessa niputtamista ei
tietenkdan tarvitse tehda.

Genehunter-ohjelma saa syotteendén kaksi Linkage-muotoista tiedostoa: su-
kupuutiedoston ja parametritiedoston (ks. luku 3). Alla on hieman alkua 20
perhettd kasittavasta esimerkkitiedostosta triol.pre. Huomaa, ettd kaikki
perheet ovat trioja (is4, diti ja lapsi). Isan ja didin sairausstatus on tiedostossa
merKkitty tuntemattomaksi, mutta lapsista tiedetdan, ettd he ovat sairaita.

A DN DA W W WNNNRRR
W N P WINNPBE WNN R WN R
R O OoORr O OoORr OO KR O o
N O ONOONOONO O
N NBRERE R NRENMNNRNDNR
N O ONOONOONO O
N R NNRENRENRRRBR
R NNRPNRPRENRNRPRPR
=23 I N R S RSN RE M NS N M A
RF R NRFRPRRRERNRRRBR
P NP RPRPRPRPRPRNRERNRDN
N N R R NNNNNRNR
R NBRRFEPNRRPENRRNBR
N N NNNNNRRNRN
PR RPRRPRRPRREPRRRRNER
R NR PR NRFRFNRENNN
N NNNRENNRENRRBR
N NNBRPRPRPRNRRRRNR

Luomme seuraavaksi parametritiedoston triol.dat. Parametritiedoston al-
leelifrekvensseill4 ja sairausalleelin yleisyydella ei ole merkitystd; edelliset
on tassé esimerkissa arvioitu aineiston perusteella.

7005

0 0.0 0.0 0
1234567
12
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.99 0.01

.001000 0.999000 0.999000
2 # M15

.632 0.368

2 # Ml6

.078 0.922

2 # M17

.809 0.191

2 # M18

.575 0.425

2 # M19

.73 0.27

2 # M20

.52 0.48

0

.10 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
10.10.45
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Kéynnistamme Genehunter-ohjelman ja ajamme analyysin komennoilla

npl:1> load markers triol.dat
Parsing Linkage marker data file...

6 markers read (last one = M20)
npl:2> tdt triol.pre

Saamme tulosteen alleelikohtaisista TDT-testeista:

TDT Summary - (0 non-original affecteds):

Marker M15 trans untrans Chi2 p-val

M15 - Allele 1 10 10 0.00 1.000000

M15 - Allele 2 10 10 0.00 1.000000
Marker M16 trans untrans Chi2 p-val

M16 - Allele 1 10 3 3.77 0.052204

M16 - Allele 2 3 10 3.77 0.052204
Marker M17 trans untrans Chi2 p-val

M17 - Allele 1 17 7 4.17 0.041227 +
M17 - Allele 2 7 17 4.17 0.041227 -
Marker M18 trans untrans Chi2 p-val

M18 - Allele 1 19 5 8.17 0.004267 ++
M18 - Allele 2 5 19 8.17 0.004267 --

Marker M19 trans untrans Chi2 p-val
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M19 - Allele 1 17 3 9.80 0.001745 ++
M19 - Allele 2 3 17 9.80 0.001745 --
Marker M20 trans untrans Chi2 p-val

M20 - Allele 1 2 7 2.78 0.095581

M20 - Allele 2 7 2 2.78 0.095581

Genehunter merkitsee plus-merkein (miinus-merkein) rivit, joihin liittyy mer-
kitsevé p-arvo :

o yksi plus-merkki: tilastollisesti melkein merkitsevé tulos, p<0.05
o kaksi plus-merkkid: tilastollisesti merkitseva tulos, p<0.01

e kolme plus-merkkié: tilastollisesti erittdin merkitseva tulos, p<0.001

Néemme, ettd esimerkiksi lokuksen M19 alleeli 1 oli siirtynyt heterotsygoot-
tivanhemmalta 17 kertaa 20 mahdollisesta kerrasta. Vaikka tulos nayttaa erit-
téin lupaavalta, on syytd ottaa huomioon moninkertaisen testauksen ongel-
ma: kun testataan riittdvan innokkaasti, saadaan joskus myds sattuman vai-
kutuksesta merkitsevélta nayttavia arvoja. Niinpa saatua p-arvoa on korjatta-
va ylospéin esimerkiksi permutaatiotestin avulla.

Permutaatiotestaus

Edellisessa esimerkissé tehtiin joukko testeja ja valittiin tuloksista se, joka on
merkitsevin. Permutaatiotestauksen tavoitteena on selvittad kokeellisesti, mi-
ten korkein havaittu testisuureen arvo jakautuu nollahypoteesin (ei kytkentad)
mukaisesti generoiduissa aineistoissa. Vertaamalla havaittua korkeinta arvoa
tdhan korkeimpien arvojen jakaumaan saamme korjatun p-arvon , joka ottaa
huomioon tekem&mme moninkertaisen testauksen.

Permutaatiotestaus on Genehunter-ohjelmiston avulla hyvin helppoa. Se kéyn-
nistetddn komennolla perml sen jélkeen, kun varsinainen TDT-analyysi on jo
tehty.

npl:3> perml 10000

Parametrina annettu luku (10000) kertoo iteraatioiden lukumaéran. Mité suu-
rempaa lukua kéytetaén, sitd tarkempi empiirinen p-arvo saadaan, mutta sita
kauemmin myds laskenta kestad. Permutaatiotestauksessa Genehunter muo-
dostaa jokaisella kierroksella keinotekoisen aineiston, jossa kumpikin van-
hemmilla olevista kahdesta alleelista on siirtynyt yhté suurella todennakoi-
syydell& (0.5) jalkeldiselle. Téstd keinotekoisesta aineistosta ohjelma tekee
TDT:n normaaliin tapaan ja poimii parhaan havaitun testisuureen arvon. Ai-
neiston muodostaminen ja analyysi toistetaan useita (tdssa 10000) kertoja,
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jolloin saadaan empiirinen jakauma parhaalle x 2-testisuureen arvolle. Empii-
risen p-arvon saamiseksi lasketaan, kuinka monta kertaa havaittu testisuureen
maksimiarvo ylittyi keinotekoisissa nollahypoteesin mukaisissa aineistoissa.
Néiden kertojen lukumaéra jaetaan lopuksi iteraatioiden kokonaismaarélla.

Esimerkkitapauksemme tuloste on seuraavanlainen:

PERMUTATION SUMMARY :
38 of 10000 had a larger maximum value than the real best (9.80)

65 of 10000 had as many tests (2) exceeding p=.01
80 of 10000 had as many tests (1) exceeding p=.001
10000 of 10000 had as many tests (0) exceeding p=.0001

Havaittu x 2-tunnusluvun maksimiarvomme ylittyi 38 keinotekoisessa aineis-
tossa. Tasta saadaan empiiriseksi p-arvoksi 38/10000 ~ 0.004, eli tulosta voi
moninkertaisesta testauksesta huolimatta pitaa tilastollisesti merkitsevana.

Tuloksen viimeisilla riveilld kerrotaan, kuinka usein havaittujen merkitsevien
testien lukuméard ylittyi simuloiduissa aineistoissa. Ndin saatujen empiiris-
ten p-arvojen laskennassa on siis kdytetty tunnuslukuna merkitsevien testien
lukumé&aréé; ndin laskettujen p-arvojen tulkinta on epéselvempi.

7.3 Assosiaatioanalyysin tilastollisen voiman arvointi

Assosiaatioanalyysin voimalaskelmien tavoitteena on selvittad, onko suunni-
teltu koeasetelma (otos, markkerikartta, analyysimenetelmaét) sellainen, etta
sen avulla on riittdvat mahdollisuudet 16ytaa haettavan alttiusgeenin sijainti.
Laskelmien lahtokohdaksi joudutaan aina tekemaén oletus tai oletuksia siit,
minkalaista mallia sairaus noudattaa ja mika on geenien ja sairausfenotyypin
valinen suhde.

Assosiaatioanalyysin voimalaskelmiin soveltuu Internetin kautta kaytettava
GPC (Genetic Power Calculator) -ohjelmisto [ ]. Ohjelmiston avulla
voidaan muun muassa arvioida voimaa ja otoskokoa tilanteissa, joissa etsi-
t4an x 2-testilla assosiaatiota markkerilokuksessa olevan yhden alleelin ja sen
kanssa kytkentdepéatasapainossa olevan sairauslokuksen riskialleelin kanssa.
Haplotyyppipohjaisissa menetelmissé todellinen voima saattaa olla suurem-
pi, jolloin ohjelmiston tuottama voima-arvio on konservatiivinen.

Esimerkki GPC-ohjelmiston kéytdsta assosiaatioanalyysin voiman arvioin-
niksi (paavalikon vaihtoehto Case-control for discrete traits) syotteistd on
kuvassa 7.4. Syotelomakkeella kédyttaja maarittdd testattavan koeasetelman.
Esimerkin tapauksessa laskelma tehdédén tilanteelle, jossa tarkasteltava sai-
raus on varsin yleinen (prevalenssi 4%), ja jossa oletettu riskialleeli on varsin
yleinen vdestossa (frekvenssi 10%). Riskialleelin kantajuuden oletetaan nos-
tavan sairastumistodennékdisyyden kaksinkertaiseksi (heterotsygootin Aa ja
homotsygootin AA relatiiviset riskit). Kyseessa on talldin monitekijéinen sai-
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raus, jossa yleinen riskialleeli nostaa sairastumistodennékdisyytta, mutta ei
yksin kykene selittdmaan sairauden yleisyyttd véestossa.

Lomakkeessa kuvataan seuraavaksi tarkasteltavan markkerin tiedot. Markke-
reita oletetaan olevan kéytdssa vain yksi, ja yhden sen alleeleista oletetaan
assosioituvan sairausstatukseen. Sairauslokuksen ja markkerilokuksen véli-
sen kytkentéepéatasapainon voimakkuudeksi D’-mitalla mitattuna arvioidaan
0.9 (arvo 1 vastaa taydellista kytkentéepatasapainoa), ja assosioituvan mark-
kerialleelin frekvenssiksi 0.2. Edell& kuvatut arvot riippuvat vaestohistoriasta
ja kaytetysta markkerikartasta, ja ne voidaan arvioida esimerkiksi analyysin
kannalta huonoimman vaihtoehdon mukaan.

Ohjelmalla saadaan laskettua sekd annettua otoskokoa vastaava tilastollinen
voima ettd annettuun tilastolliseen voimaan vaadittava otoskoko.

Esimerkissa tapausyksiléiden maéraksi on asetettu 400, ja verrokkiyksildita
on sama maara. Tama kuvataan asettamalla verrokkien ja tapausten suhdelu-
vuksi 1. Jos verrokkeja olisi vaikkapa 600, asetettaisiin suhdeluvuksi 1.5.

Syotelomakkeen lopussa annetaan koeasetelmassa sallittava vaaran positiivi-
sen tuloksen todenndkdisyys (esimerkissé 0.05) seké tavoiteltava voimataso.
Jalkimmainen saa esimerkissémme arvon 0.8, mika tarkoittaa, ettd markkeril-
le tehdyn testin pitdisi paljastaa kuvatun kaltainen alttiusgeeni 80% todenna-
koisyydella. Mitd suuremmaksi voimavaatimus asetetaan, sitd suurempi otos-
koko tarvitaan.

=~ Statistical Genetics Group - Mozilla
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Kuva 7.4; Syételomake assosiaatioanalyysin voiman arvioinniksi Genetic Power
Calculator (GPC) -tydkalulla.

Esimerkin syotteista laskettu tuloste on kuvassa 7.5. Tulosteen yl&osassa on
koottuna sairausmalliin liittyvét parametrit ja niista laskettu riskialleelia kan-
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tamattoman homotsygootin penetranssi, joka on esimerkissamme 0.03361.
Kantajilla tdma riski nousee siis kaksinkertaiseksi.

Seuravaassa laatikossa esitetddn oletetun markkerin lahtotiedot sekd niista
lasketut penetranssit kolmelle markkerilokuksen genotyypille (bb, Bb ja BB).
Niitd seuraavat vedonlyontisuhteet (odds ratio) kuvaavat genotyypin kan-
tajien osuuksien suhdetta kahdessa otoksessa. Esimerkiksi heterotsygootin
Bb vedonlyontisuhde 1.459 tarkoittaa, ettd heterotsygoottien (Bb) suhde ei-
kantajiin (bb) on sairaiden otoksessa 1.459-kertainen terveiden otoksesta las-
kettuun vastaavaan suhteeseen verrattuna.

Tulosteen kohdessa Expected allele frequencies on laskettu alleelifrekvens-
sit kummassakin otoksessa, ja seuraavassa laatikossa esitetaan niista lasketut
genotyyppifrekvenssit. Naitd seuraa Hardy-Weinbergin tasapainoa testaavan
testisuureen arvo (H-W test NCP), ja todennékdisyys, etta testisuure antaa ti-
lastollisesti merkitsevan tuloksen. Voimaltaan heikohkon testin taustalla on
ajatus, ettd poikkeama Hardy-Weinbergin tasapainosta on suurempaa sairai-
den joukossa, jossa riski- ja sen seurauksena markkerialleelin suhteen homot-
sygootit yksil6t ovat yliedustettuina.

Kaikkein kiinnostavimmat tulokset sijaitsevat taulukon lopussa: kutakin vaa-
rien positiivisten todennakdisyyttd (Alpha) kohti on esitetty saavutettava ti-
lastollinen voima (Power). Oikeanpuolinen sarake (N cases for 80% power)
puolestaan kuvaa, kuinka suuri otos kyseiselld vaérien positiivisten todenné-
koisyydella tarvitaan, jotta saavutetaan kayttdjan antama 80 prosentin tilas-
tollinen voima.

GPC-ohjelmiston verkkosivu on http://statgen.iop.kcl.ac.uk/gpc/.
Ohjelmistoa voidaan kéyttdd myos periytymisen epdtasapainotestin (TDT)
voiman arvioimiseksi; kayttd on varsin analogista edelld esitetyn tapaus-ver-
rokkiasetelmaa koskevan laskennan kanssa.

Kaytanndssa assosiaatioanalyysin tilastollisen voiman arviointi on huomat-
tavan vaikeaa, silla syotteend olevien parametrien tarkka arviointi on usein
mahdotonta. Tilastollinen voima riippuu ratkaisevasti haettavan riskiallee-
lin oletetusta efektistd. Td&ma ei yleensa ole tiedossa, ja riskialleelitkin voi-
vat vaihdella populaatiosta toiseen. Niinpd voiman arvioinnissa joudutaan
turvautumaan lukuisiin enté-jos-tyyppisiin laskelmiin erilaisille geneettisil-
le efekteille.
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Kuva 7.5: Esimerkki Genetic Power Calculator (GPC) -tydkalulla saadusta asso-
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Haplotyyppien
rakentaminen ja analyysi

Edelld on tarkasteltu yksittdisissa markkerilokuksissa esiintyvien alleelien
assosioitumista yksilon sairausstatukseen. Jos kayttssd on tihed markkeri-
kartta, voidaan analyysin voimaa usein parantaa maarittdmalla kumpaan vas-
tinkromosomiin — iséltd vai aidilta perittyyn — kukin alleeli kuuluu ja tes-
taamalla perakkéisten markkerilokusten yli ulottuvien, samassa vastinkro-
mosomissa olevien alleelien kombinaatioiden — haplotyyppien — assosioi-
tumista sairausstatukseen. Haplotyyppianalyysin merkitys korostuu tiheité
SNP-karttoja kaytettdessa, silla useiden SNP-markkereiden samanaikaisel-
la tarkastelulla voidaan kompensoida yksittaisen markkerin puutteellista in-
formatiivisuutta. Tassa luvussa kéasittelemme haplotyyppipohjaisia assosiaa-
tiotestejd, haplotyyppien rakentamista sekd véestdissa esiintyvien odotettua
useammin kokonaisina periytyvien alueiden eli niin sanottujen haplotyyppi-
blokkien etsint&a.

8.1 Periytymisen epéatasapainotesti haplotyypeille

Edellisessa luvussa tarkasteltiin periytymisen epétasapainotestin teoriaa ja
kéytdnnon laskentaa. Periytymisen epdtasapainotestin voiman paraneminen
haplotyyppeihin siirryttdessa riippuu mm. markkerien vélisestd kytkentée-
pétasapainosta, populaatiohistoriasta ja lokuksissa tapahtuneista mutaatios-
ta. Tarkastelemme seuraavaksi, miten periytymisen epatasapainotesti toteu-
tetaan haplotyypeille Genehunter-ohjelmalla.

Kahden lokuksen muodostaman haplotyypin TDT-analyysi voidaan suorittaa
komennolla tdt2 ilman tiedoston nimed. T&t4 ennen on kuitenkin annettava
komennot Toad ja tdt (ks. luku 7.2.3). Valinnaisena voidaan antaa paramet-
ri, joka méaréé kuinka mones haplotyypin toinen lokus on ensimmaéisesté lo-
kuksesta: esim. komento tdt2 2 testaa haplotyypit lokusten 1-3, 2-4, 3-5 jne.
valilla. Vastaava komento permutaatiotestille on perm2. Seuraavassa testaam-
me kahden markkerin mittaiset esimerkkiaineistossa esiintyvét haplotyypit ja
arvioimme tuloksen tilastollista merkitsevyytta permutaatiotestilla:

npl:4> tdt2
Markers 1 and 2 trans untrans Chi2 p-val (M15 - M16)
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Haplotype: 1 1 8 4 1.33 0.248213
Haplotype: 1 2 2 6 2.00 0.157299
Haplotype: 2 1 9 6 0.60 0.438578
Haplotype: 2 2 0 3 3.00 0.083264

Markers 2 and 3 trans untrans Chi2 p-val (M16 - M17)
Haplotype: 1 1 16 4 7.20 0.007290 ++
Haplotype: 1 2 4 9 1.92 0.165518
Haplotype: 2 1 1 3 1.00 0.317311
Haplotype: 2 2 1 6 3.57 0.058782

Markers 3 and 4 trans untrans Chi2 p-val (M17 - M18)
Haplotype: 1 1 15 0 15.00 0.000108 +++
Haplotype: 1 2 5 9 1.14 0.285049
Haplotype: 2 1 0 3 3.00 0.083264
Haplotype: 2 2 3 11 4.57 0.032509 -
Markers 4 and 5 trans untrans Chi2 p-val (M18 - M19)
Haplotype: 1 1 12 0 12.00 0.000532 +++
Haplotype: 1 2 1 2 0.33 0.563703
Haplotype: 2 1 6 8 0.29 0.592980
Haplotype: 2 2 0 9 9.00 0.002700 --
Markers 5 and 6 trans untrans Chi2 p-val (M19 - M20)
Haplotype: 1 1 3 5 0.50 0.479500
Haplotype: 1 2 16 0 16.00 0.000063 ++++
Haplotype: 2 1 2 4 0.67 0.414216
Haplotype: 2 2 0 12 12.00 0.000532 ---

npl:5> perm2 10000

PERMUTATION SUMMARY:

0 of 10000 had a larger maximum value than the real best (16.00)
0 of 10000 had as many tests (7) exceeding p=.01

0 of 10000 had as many tests (6) exceeding p=.001

0 of 10000 had as many tests (4) exceeding p=.0001

Tuloksista huomataan, etta lokusten M19 ja M20 muodostama haplotyyppi 1-2
antaa pienemmaéan empiirisen p-arvon kuin kumpikaan lokus erikseen, vaikka
informatiivisia havaintoja oli vain 16 kpl.

Haplotyyppianalyysié voidaan laajentaa viela kolmen ja neljan lokuksen ana-
lyyseihin komennoilla tdt3 ja tdt4, mutta niille ei voi tehd& endé permutaa-
tiotestia.
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8.2 Perhepohjainen haplotyyppaus

Assosiaatioanalyysin voimaa pyritaan usein parantamaan hyodyntamalla otok-
sessa olevista yksiloistd saatavaa haplotyyppi-informaatiota. Haplotyyppien
maéarittdmiseen on kaksi tapaa: perhepohjainen ja vaestdpohjainen haplo-
tyyppaus. Tarkastelemme seuraavassa perhepohjaista haplotyyppausta; vées-
topohjaiseen haplotyyppaukseen palataan luvussa 8.4.

Perhepohjaisessa haplotyyppauksessa genotyypit hankitaan paitsi mukaan otet-
tavilta sairailta yksil6iltd myos heidén perheenjaseniltaan, yleensa vanhem-
milta. Talla tavoin kerattdva aineisto koostuu siis trioista eli ydinperheista,
joissa on isd, aiti ja sairas lapsi. Vertaamalla isén, didin ja lapsen genotyyp-
peja kussakin markkerilokuksessa voidaan yleensa paatelld, kumpi alleeleista
on peritty isalta ja kumpi didilta. Isalta perityt alleelit muodostavat tallin yh-
den haplotyypin ja didilta perityt toisen. Jos mukana on useampia sisaruksia,
voidaan mahdolliset rekombinaatiokohdat usein tunnistaa.

Keradmall ydinperheité assosiaationanalyysia varten saavutetaan toinenkin
etu: vanhempien genotyyppi-informaation avulla voidaan luoda verrokkiai-
neisto. Tallgin kummankin vanhemman niista alleeleista, jotka eivét siirty-
neet jalkelaiselle, voidaan muodostaa keinotekoinen pseudoverrokkikromo-
somi. Yhdesta triosta saadaan talla tavoin kaksi sairauteen assosioituvaa ja
kaksi pseudoverrokkikromosomia (kuva 8.1).

1O “

Sairauteen assosioituvat kromosomit V errokkikromosomit

Kuva8.1: Ydinperheestd muodostettavat sairauteen assosioituvat ja pseudoverrok-
kikromosomit. Sairaan lapsen molemmat kromosomit merkitdén sairauteen asso-
sioituviksi. Pseudoverrokkikromosomit koostetaan niistd kromosomisegmenteistd,
jotka eivét periytyneet sairaalle lapselle. Kromosomien rakentaminen tehdéén kéy-
tdnndssd markkeridatan perusteella.

Assosiaatioanalyysi perhepohjaisesti muodostetuille haplotyypeille on ana-
loginen periytymisen epétasapainotestin (TDT) kanssa silla erotuksella, et-
t4 jalkimmaisessé tarkastellaan vain heterotsygootteja vanhempia. Toisaal-
ta perhepohjaisesti muodostettuja haplotyyppeja voidaan analysoida myos
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muilla assosiaatiomenetelmilla.

Perhepohjainen haplotyyppaus voidaan tehdé kytkentdanalyysiohjelmistoil-
la kuten Merlin ja Genehunter. Merlin-ohjelmalla voidaan muodostaa to-
dennékdisimmat (genotyyppiaineistoon parhaiten soveltuvat) haplotyypit, tai
haplotyyppikonfiguraatio voidaan valita satunnaisotannalla siten, ettd otan-
nassa kutakin konfiguraatiota painotetaan sitd vastaavalla uskottavuusfunk-
tion arvolla. Genehunter tuottaa aina todennakéisimmén haplotyypikonfigu-
raation.

Seuraavassa esimerkissa haplotyyppaamme Merlin-ohjelman avulla esimerk-
kiaineistomme, jota kéytimme TDT-testin demonstroimiseen. Taman jélkeen
rakennamme tulosteesta aineiston, joka koostuu sairauteen assosioituvista ja
pseudoverrokkikromosomeista. Lopuksi testaamme 10ytyvid alleeli- ja haplo-
tyyppiassosiaatioita.

8.2.1 Haplotyyppaus Merlin-ohjelmalla

Haplotyyppien muodostaminen Merlin-ohjelmistolla kdy yhta yksinkertai-
sesti kuin kytkentéanalyysikin. Komentorivilla valitaan haplotyyppien poi-
mintavaihtoehdoksi joko --best (todennakdisin haplotyyppikonfiguraatio),
--sample (Satunnaisotantaan perustuva datan kanssa yhteensopiva haplo-
tyyppikonfiguraatio) tai --zero (haplotyypit, joissa ei rekombinaatioita):

corona% merlin -d tdt.snp.dat -p tdt.snp.pre --best
--horizontal

Merlin tuottaa oletusarvoisesti tulosteen haplotyypeista siten, ettd kukin kro-
mosomeista on kuvattu pystysuunnassa merkkigrafiikalla. Esitysmuoto on
hyva visuaalisia tarkasteluja varten, mutta se soveltuu huonosti koneelliseen
jatkokasittelyyn. Madreelld horizontal ilmoitetaan, ettd haplotyypit kuva-
taan vaakasuuntaisena tulosteena, jossa on yksi rivi yhta yksiloa kohden.

Haplotyyppauksen tulos ilmestyy tiedostoon mer1in.chr, ja se ndyttda en-
simmaisen ydinperheen osalta talta (valilyonteja on karsittu tulosteen kaven-
tamiseksi):

FAMILY 1 [Uninformative]

1 (FOUNDER) 221112122111A1,2A1,21112211
1 (FOUNDER) 121212122211A2,1A2,12121112
2 (FOUNDER) 221122122211A2,1A2,12111111
2 (FOUNDER) 121122112211A1,2A1,22211122
3 (MATERNAL) 2 21122122211A2,1A2,12111111
3 (PATERNAL) 2 21112122111A1,2A1,21112211
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Tulosteesta ndhdaan, ettd haplotyyppaus on onnistunut yksikasitteisesti lu-
kuunottamatta kahta markkeria, joiden kohdalla on A-kirjain ja kaksi yhté to-
denndkoistd vaihtoehtoa pilkulla erotettuna. Naissa kohdissa kukin kolmesta
yksilosta on ollut samanlainen heterotsygootti 1,2.

8.2.2 Tapaus-verrokkitiedoston rakentaminen

Merlin-ohjelman tuloste voidaan muuttaa tapaus-verrokkiaineistoksi CSC:I14
laaditulla mer1in2assoc-tyokalulla. Tyokalulle annetaan parametreina alku-
perdinen sukupuutiedosto sekd Merlin-ohjelman tuottama haplotyyppitiedos-
to merlin.chr. Ohjaamme tuloksen tiedostoon assoc.data:

corona% merlin2assoc tdt.snp.pre merlin.chr > assoc.data

Tuloste alkaa ensimmaisesta perheestd muodostetuilla haplotyypeilla:

221122122211002111111
121122112211002211122
221112122111001112211
121212122211002121112

n 9 N w

Ensimmadinen sarake kertoo kunkin kromosomin statuksen: sairauteen asso-
sioitunut (a) tai verrokki (c). Verrokkikromosomit on rakennettu siten, etta
vanhempien genotyypeistéd on valittu jalkeldiselle siirtyméton alleeli. Alleelit
on merkitty puuttuviksi niissa kohdissa, joissa haplotyyppaus ei onnistunut
yksikasitteisesti.

8.3 Assosioituvien haplotyyppien etsinta

Kytkentdepatasapainoon perustuvaan geenikartoitukseen on olemassa jouk-
ko menetelmié ja valmisohjelmistoja mutta monet menetelmista ovat varsin
hitaita. Alleeli- ja haplotyyppiassosiaatioiden automaattiseksi testaamiseksi
tiedonlouhintatyyppisesti voimme kayttaa sovelluspalvelimeen asennettua ja
CSC:lI& kehitettyd Haplo-assoc-tyokalua. Kyseessa on C-kielinen ohjelma,
joka etsii aineistosta kaikki esiintyvét haplotyypit ja testaa niiden tilastolli-
sen merkitsevyyden x 2-testilla.

Ohjelmalle voidaan antaa kolme parametria:
x?-raja (valitsin -c): Raja sille, mika y>-testisuureen arvon on vahintaan

oltava, jotta testi otetaan mukaan tulosteeseen. Asettamalla raja kor-
keaksi voidaan tulostetta lyhentda karsimalla heikkoja, usein satunnai-
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sia assosiaatioita. Raja kohdistuu vain tulosteeseen, joten se ei nopeuta
varsinaista laskentaa.

Haplotyypin maksimipituus (valitsin -m): Asettamalla raja voidaan keskit-
tya halutun mittaisten haplotyyppien tarkasteluun, miké vahentéa tilas-
tollisten testien mé&érad. Rajan asettaminen myos nopeuttaa laskentaa.

Frekvenssiraja (valitsin -o): Valitsin maérad, kuinka monta kertaa haplo-
tyypin on vahintdan esiinnyttdva aineistossa, jotta algoritmi laajentai-
si sitd pidemmiksi haplotyypeiksi. Asettamalla raja voidaan nopeuttaa
hakuvaihetta, silld hyvin harvoin esiintyvét haplotyypit eivét voi olla
tilastollisesti kovin merkitsevia.

Esimerkissamme olemme kiinnostuneita varsin heikoistakin assosiaatioista
(x?-raja 6). Korkea haplotyypin pituusraja (10) ja matala frekvenssiraja (6)
rajoittavat laskentaa vain véhan:

corona% haplo-assoc -c 6 -m 10 -0 6 assoc.data

Parametrien jalkeen annetaan tapaus-verrokkitiedoston nimi (esimerkissa ni-
mené on assoc.data).

Tulosteen alku — ja kiinnostavimmat assosiaatiot — nayttavat talta:

- File: tdt.assoc.data

- Chi-square Timit for output: 6.000000

#

#

#

# - Haplotype length Timit: 10

# - Haplotype length is increased until all haplotype
#

frequencies in a and c groups are below 6

# 21 markers.

# 400 chromosomes.

#
#
000000000111111111122
Aff  Ctrl TotA  TotC X2Hlen 123456789012345678901
7 5 140 140 78.669 2 - - - - - - - - - - - - - lilcococooo
60 1 128 128 74.917 § c-cc=-===c===->= 112 --- - -
59 1 128 128  73.230 ) scccccocscoosao 1121-- - -
98 24 170 170 70.005 1 - - - - - = — = = — - - - 1. - -
98 26 156 156  69.381 A coccoocococococoooo 12 - - - - -
94 24 156 156 66.783 J o= === 121 - - - -
60 4 142 142 63.255 Y —m - === === == 111 --- - - - -

62 5 146 146 62.933 2 - - - - - - - - - - - - 11-------
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47 0 124 124 57.990 4 - - - - - - - - - - - 1111----- -
48 1 126 126  55.963 3 - - - - - - - - - - - 111----- -
42 0 116 116 51.284 4 - - - - - - - - - - - - 1112---- -
41 0 114 114 49.989 5 - -----=----- 11112 - -- - -
41 0 116 116 49.801 5 - - - --------- 1150 21 - - = -
40 0 114 114 48.511 6 - - - - - - ----- 111121----
64 13 136 136 47.118 4 - - - - - - - - - - - - - 12°12- - -
41 1 114 114 46.697 5 - - - - - - - -=----- 11212 - - -
125 63 168 168  46.420 1 - ----=-=-=-=--=-=--- 1------
32 1 114 114 34.049 5 - -------- 22111------ -
34 2 124 124 33.275 4 - --------- 2111-------
28 0 110 110 32.083 5 - --=------- 21111------
27 0 104 104  31.028 6 - - ---------- 11501212 - - -
26 0 100 100  29.885 6 - -------- 221111----- -
26 0 102 102 29.798 7 - - - - - - - - - - - 1111212- - -
93 45 164 164  28.822 I 212 -- -
28 2 100 100 26.510 6 - - - - - - - - - - - - 121221 -
23 0 100 100  25.989 6 - - -------- 211112 - - - - -
141 94 186 186  25.524 2 - - - - - - - - - - - - - 21 ----
22 0 100 100 24.719 7 - - - - - ----- 2111121- - - -
21 0 90 90 23.774 7 - - ------- 2211112 --- - -
20 0 84 84  22.703 7 - - - - - - - - - - - - - 1121221 -
33 6 112 112 22.633 5 - - - - - - - - ------ 12122 - -
20 0 90 90  22.500 8 - -------- 22111121--- -
148 106 186 186  21.894 1 - -------------- 2 - - - - -
44 13 124 124 21.891 4 - - - - - - - - - - - - - - 1221 -
22 1 94 94  21.847 6 - - - - --------- 112122 - -

Alttiusgeenin sijainti markkerin 14 tuntumassa nakyy selvasti. Ensimmadisel-
té tulosrivilta nahdaan, ettd vahvimmin assosioituva haplotyyppi 1-1 esiintyy
71 kertaa sairauteen assosioituvassa ja vain 5 kertaa verrokkihaplotyypisséa.
Vastaavasti jokin muu alleeli esiintyi sairauteen assosioituvassa kromosomis-
sa 140 kertaa ja verrokkikromosomissa yhta usein. Saatu y 2-testisuureen ar-
vo haplotyypille on 78.669, joka on Kiistatta tilastollisesti erittain merkitseva.
Todellisuudessa signaali on harvoin ndin selkeé.

Tuloksia tulkittaessa on huomioitava, ettd mukana ovat olleet vain sellaiset
haplotyypit, jotka on pystytty yksikasitteisesti méarittdmadn. Tamén on o0soi-
tettu [ ] aiheuttavan harhaa perhepohjaisessa assosiaatiotestaukses-
sa, ja harha pahenee haplotyyppien pidentyessa. Harhan ansiosta x 2-testien
tarkkaa tilastollista merkitsevyytta ei voi arvioida suoraviivaisesti. Erdana
ratkaisuna esitetdan [ ] p-arvojen maarittdminen empiirisesti. TAméa
voidaan tehdd permutaatiotestauksen avulla. Talldin haplotyypatun aineis-
ton statussarake sekoitetaan ennen analyysid. Sekoitettu aineisto analysoi-
daan samalla tavoin kuin alkuperéinen aineisto, ja sekoitetun aineiston paras
x >-testisuureen arvo talletetaan. T4t4 toistetaan silmukassa useita kertoja, ja
lopuksi havaitusta aineistosta laskettuja arvoja voidaan verrata tdhéan empii-
riseen jakaumaan.
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8.4 Vaestopohjainen haplotyyppaus

Assosiaatioanalyysin lahtékohdaksi voidaan ottaa populaatiopohjainen otan-
ta: tallin vaestosté keratdan seké sairaita yksiloité etté terveitd verrokkiyksi-
16it4, jolloin vanhempia ei tarvitse keraté eikd genotyypata. VVéestdpohjaisen
aineiston keradminen on yleensa helpompaa ja halvempaa kuin vastaavan ko-
koisen perhepohjaisen aineiston. Toisaalta otantatapa tuottaa assosiaatioana-
lyysissa helposti véaria positiivisia tuloksia, jos sairaat ja verrokkikromoso-
mit eroavat geneettiseltd taustaltaan toisistaan.

Irrallisista yksiloista koostuvaan aineistoon voidaan tehda alleeliassosiaatio-
testejd, mutta haplotyyppi-informaatiota ei lahtdkohtaisesti ole kdytdssa. Jos
yksilot on kuitenkin keratty samasta véestostd, joissa esiintyy rajallinen maa-
rd eri alkuperéa olevia kromosomeja, voidaan véestotason haplotyyppijakau-
mia kuitenkin hyodyntaa yksilon haplotyyppien muodostamisessa. Toisaal-
ta perhepohjaisen haplotyyppauksen lopputulosta voidaan tdydentaa vaesto-
pohjaisin menetelmin.

Populaatiopohjaiseen haplotyyppaukseen on erilaisia algoritmisia lahesty-
mistapoja kuten Clarkin algoritmi (jossa rakennetaan iteratiivisesti sellais-
ta haplotyyppien joukkoa, joka selittdd genotyyppidatan), EM-algoritmi (Ex-
pectation maximization algorithm), Markov Chain Monte Carlo -simulaatiot
ja geneettiset algoritmit. Tarkastellaan tdss& EM-algoritmiin perustuvan
SNPHAP-ohjelmiston kayttod. Ohjelmisto on kuvattu osoitteessa

http://www-gene.cimr.cam.ac.uk/clayton/software/
ja se on asennettu CSC:n Cedar-koneeseen.

EM-algoritmi koostuu kahdesta askeleesta, joita toistetaan niin kauan, kun-
nes haettava tulos ei enéa oleellisesti muutu:

E-askeleessa algoritmi olettaa, ettd eri haplotyyppien globaalit todennékdi-
syydet ovat kiinteitd. T&méan perusteella se laskee — kunkin yksilon ge-
notyyppien perusteella — yksilon eri haplotyyppikonfiguraatioiden to-
denndkdisyydet. Algoritmi skaalaa kunkin yksilén haplotyyppitoden-
nékoisyydet niin, ettd ne summautuvat ykkdseksi.

M-askeleessa algoritmi laskee uudet globaalit haplotyyppitodennékgisyy-
det edellisen askeleen yksilokohtaisten haplotyyppitodennakdisyyksien
perusteella. Kunkin haplotyypin yksilékohtaiset todennakdisyydet las-
ketaan yhteen ja skaalataan siten, ett4 ne summautuvat ykkoseksi. Tal-
14 tavoin pdivitettyja globaaleja haplotyyppitodennékdisyyksié kéyte-
taan jalleen seuraavassa E-askeleessa.

SNPHAP-ohjelma toteuttaa EM-algoritmin siten, etté se lahtee liikkeelle ly-
hyista haplotyypeista ja pidenta niitd laskennan edetessa. Hakuvaiheen aika-
na ohjelma pienentaa etsintdavaruutta karsimalla heuristisesti epatodennakoi-
sid haplotyyppejd, joten algoritmi ei tuota kaikissa tapauksissa optimaalista
ratkaisua.
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Tarkastellaan SNPHAP-ohjelman kaytt6a pienelle esimerkkiaineistolle, joka
koostuu 100 yksilosta. Selkeyden vuoksi SNP-markkereita on genotyypattu
vain viisi kappaletta; todellisuudessa niité voisi olla moninkertainen mééra.
Nimella snpgeno. txt tallennettavan aineiston 10 ensimmaista rivia on esi-
telty alla. Kukin rivi alkaa yksilétunnisteella, joka voi koostua numeroista
ja kirjaimista; siind ei kuitenkaan saa olla vélilyontejd. Taman jalkeen luetel-
laan yksilon genotyypit karttajarjestyksessd; kukin kahden numeron pari vas-
taa yhtd markkeria. Alleelit koodataan kayttden kokonaislukuja 1 ja 2, jolloin
puuttuva data ilmaistaan luvulla 0. Vaihtoehtoisesti voitaisiin kéyttd4 nukleo-
tidikoodausta (A, C, G, T), jolloin puuttuvaa dataa kuvaa mika tahansa muu
merkKki.

N P NN DN DNDNDNDREN
N N N EFEF N EFENDNEREREN
N NN NN EFE NDNDNDN
H R R R R RRRRR
P NRPRNRRRRR
FRPRPRRPRNRNRRR
R NN R R NDNDNDNDNBR
RF R NNRRRRRR
N N NN B NN DNDNDN

R O N O VA~ WN R
o
N B NRRRRRBRRN

SNPHAP-ohjelma voidaan kéynnistda komennolla:

corona% snphap snpgeno.txt out.l out.2

Ensimmadinen argumentti (snpgeno . txt) kertoo sydtetiedoston nimen ja muut
kaksi argumenttia méaarittavét tulostiedostojen nimet (out.1 ja out.2).

Ensimmadinen tulostiedosto (t&ssé out. 1) tuottaa haplotyyppien arvioidut to-
dennékdisyydet sekd kumulatiivisen todennakoisyysjakauman:

..... Probability Cumulative
22121 0.172676 0.172676
12121 0.114922 0.287597
22111 0.108045 0.395642
12111 0.104856 0.500498
22112 0.086869 0.587367
12212 0.053497 0.640864
22211 0.048899 0.689763
12112 0.045975 0.735738
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12211 0.040734 0.776472
11121 0.038527 0.814999
12221 0.037010 0.852009
12122 0.036657 0.888666
11122 0.035348 0.924014
22221 0.021660 0.945674
11111 0.016717 0.962390
11112 0.013447 0.975837
21111 0.010956 0.986794
22222 0.010891 0.997684
12222 0.002310 0.999995
21112 0.000005 1.000000
21121 0.000000 1.000000
22212 0.000000 1.000000
22122 0.000000 1.000000
21122 0.000000 1.000000

Toinen tulostiedosto (out . 2) ndyttad kunkin yksilon todenn@kdisimman haplo-
tyyppikonfiguraation. Kutakin yksilod vastaa tulosteessa kaksi rivia.

..... Probability
11 22111 1.0000000
12 22112 1.0000000
2 111122 0.4855658
2 2 12111 0.4855658
31 12121 0.4558502
3 2 22112 0.4558502
4 1 12122 1.0000000
4 2 22121 1.0000000
51 11122 0.9992769
52 21111 0.9992769
6 1 12221 0.7210019
6 2 22121 0.7210019
7 1 11112 0.9997141
7 2 22112 0.9997141
8 1 22112 1.0000000
8 2 22112 1.0000000
9 1 12121 0.6400092
9 2 12212 0.6400092
10 1 22111 1.0000000
10 2 22112 1.0000000

Tulosteesta ndhdaan, ettd esimerkiksi toisen yksilén haplotyyppaus oli erit-
tain epévarma.
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SNPHAP-ajoa ja tulostusta voidaan séd&della joukolla parametreja, joista kes-
keisid esitell&4&n seuraavassa:

-th: Valitsimella sd&dell&an sité, kuinka paljon vaihtoehtoisia haplotyyppi-
konfiguraatioita otetaan mukaan yksilokohtaisiin tuloksiin. Jos arvok-
si annetaan 1 (oletusarvo), tulostetaan ainoastaan kunkin yksilén to-
dennakdisimmat haplotyypit. Jos arvoksi annetaan esimerkiksi 0.6, tu-
lostetaan sellaiset haplotyypit, joiden todennékdisyys on vahintéan 60
prosenttia todennékdisimman haplotyypin todennékoisyydesté.

-mi: Valitsimen avulla voidaan luoda aineistoja, jotka on haplotyypattu si-
ten, ettd kunkin yksilén haplotyypit on poimittu satunnaisotannalla yk-
silokohtaisiin haplotyyppijakaumiin perustuen. Valitsimen peréén an-
netaan luotavien aineistojen lukumaaré. Jos tietyll& yksilolla haplotyy-
pin A todennékoisyys on 80 prosenttia ja haplotyypin B 20 prosenttia,
valitaan kuhunkin tulosteeseen haplotyyppi A 80 prosentin ja haplo-
tyyppi B 20 prosentin todennakdoisyydella.

-mm: Valitsimen avulla toistetaan haplotyyppaus useita kertoja siten, etta koh-
ta, josta haplotyyppeja aletaan laajentaa, valitaan joka kerralla satun-
naisesti. Valitsimen perdén annetaan toistojen lukuméaré. Ohjelma tuot-
taa sen tulosteen, jonka uskottavuus on suurin.

-ss: Tuottaa tabuloinnein erotetun tulosteen, jonka jatkokasittely esimerkik-
si taulukkolaskentaohjelmistolla on helpompaa.

Populaatiopohjainen haplotyyppaus on yleensa varsin virhealtista, ja aineis-
tosta saattaa 16ytya useita erilaisia mutta lahes yhté luotettavia haplotyyppi-
konfiguraatioita. Useat menetelmat eivét toimi valttamatta tyydyttavésti, jos
haplotyypattava alue on niin laaja, ettd rekombinaatioilla on ollut suuri mer-
kitys havaittujen haplotyyppien muodostumiseen. Haplotyyppausta helpot-
taa, jos henkilot ovat véestohistoriallisesti samankaltaisia ja markkerikartta
on mahdollisimman tihea.

8.5 Suuret SNP-aineistot ja haplotyypiblokit

Ihmisen genomin l&pikartoituksen my6ta on 16ytynyt miljoonia SNP-mark-
kereita, joita siruteknologian ansiosta voidaan hyddyntaa geenikartoitukses-
sa. L&hestymistapaa sovellettaneen pian myo6s kytkentdepatasapainoon pe-
rustuvaan genominlaajuiseen geenikartoitukseen. Tallaisissa kartoitusprojek-
teissa arvioidaan tarvittavan joitain satoja tuhansia markkereita.

Tiheiden SNP-karttojen kayton myoété geenikartoitusprojektien tiedonhallin-
nalliset tarpeet kasvavat. Suurten tietomaarien analysointi ja hallinnointi edel-
lyttavét, ettd genotyypit ja muu data tallennetaan hyvin organisoituihin teksti-
tai relaatiotietokantoihin. Tarkoitukseen on kehitetty ja kehitetdén — pitkalti
kaupallisia — integroituja kayttdymparistdjé, joissa tietokantojen ja analyy-
sialgoritmien sujuva yhteiskaytto helpottuu.
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8.5.1 HapMap-projekti

Koska tunnettujen SNP-markkereiden mééra on suurempi kuin geenikartoi-
tuksessa realistisesti kaytettdva markkereiden maard, herdd kysymys siitd,
miten tarjolla olevista SNP-markkereista voidaan valita mahdollisimman kus-
tannustehokas osajoukko. HapMap-projekti tuo valaistusta tahédn kysymyk-
seen.

Ihmisten yhteisestd vaestohistoriasta johtuen eri SNP-markkereiden alleelit
eivat esiinny yksil6issé toisistaan riippumatta: genomista on I0ydetty haplo-
tyyppiblokkeja (haplotype blocks), joissa yhdessé tai useammassa SNP-lo-
kuksessa esiintyvien alleelien perusteella voidaan luotettavasti paatelld, mitd
alleeleita henkil® kantaa toisissa saman blokin siséllé olevissa SNP-lokuksissa.
Talloin geenikartoituksessa kaytettaviin markkerikarttoihin riittdd poimia mu-
kaan tallaiset tunniste-SNP-markkerit (tag-SNPs) kustakin blokista. Nain ge-
notyypattavien SNP-markkerien kokonaismaara laskee. Kuva 8.2 esittéa tun-
niste-SNP-markkerien taustalla olevan ajatuksen: esimerkissa haplotyyppi-
blokki koostuu kahdeksasta markkerista, ja yksil6ill esiintyy kuutta eri haplo-
tyyppid. Kuitenkin kolme nuolella merkittyd markkeria riittdd tunnistamaan
haplotyypit taydellisesti, joten ndméa kolme markkeria voidaan valita tunniste-
SNP-markkereiksi, ja niiden mukaanotto markkerikarttaan riittda periaattees-
sa kattamaan koko blokin. Rajoittamalla testattavien markkerien méaréaé saa-
vutetaan my@s se hyoty, ettd tehtavien tilastollisten testien maira — ja sa-
malla vadrien positiivisten tulosten lukumaara — véhenee.

v '

~~T-——-A-A--C————— A-—A-G——-C—-
~—A-——-G-G--C————— T--A-G-——C—-
——A-——-A-A--G—-——— A-—A-C—--C—-
~—T-——-A-G--G————— A-—A-C——-G—-
——A-——-A-A--G————— A--T-G——-C—-
——A-——-G~-A--G————— A--T-C—--C—-

Kuva 8.2: Esimerkki haplotyyppiblokista ja sen alueelta haetuista tunniste-SNP-
markkereista. Kuvan haplotyypiblokki siséltidd kahdeksan SNP-markkeria, joista
kolmen nuolella merkityn markkerin alleelit riittdvét tunnistamaan, mikéd kuudesta
haplotyypisté on Kyseessé.

Tietdmys haplotyyppiblokkien synnysté ja historiasta on toistaiseksi rajallis-
ta. Aiheeseen pureutuu kansainvalinen HapMap-projekti. HapMap-projektin
tavoitteena on ihmisen haplotyyppikartan luominen ja haplotyyppiblokkien
sekd tunniste-SNP-markkerien etsiminen. Projektin etenemistd voi seurata
verkkosivulla http://www.hapmap.org. Sivulla voi tutustua l6ytyneisiin


http://www.hapmap.org
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SNP-markkereihin ja haplotyyppiblokkeihin seké ladata taustalla olevia ge-
notyyppiaineistoja omalle koneelle.

8.5.2 Haploview-ohjelma

SNPHAP-projektin aineistojen haplotyyppiblokkeja ja aineistoissa olevaa kyt-
kentéepétasapainoa voi tarkastella Haploview-ohjelmalla. Ohjelma soveltuu
hyvin myds omien SNP-aineistojen tarkasteluun. Haploview-ohjelmalla voi-
daan laskea markkeriparien valisen kytkentéepatasapainon suuruus, I0ytaa
konservoituneita haplotyyppiblokkeja seka laskea markkerikohtaisia tunnus-
lukuja kuten Hardy-Weinbergin tasapainomitan arvot. Ohjelman avulla voi-
daan tehdd myds yksinkertainen alleeliassosiaatiotestaus.

Geenikartoitusprojektissa markkerien vélisen kytkentéepétasapainon lasken-
nan tavoitteena voi olla yleiskésityksen saaminen kartan soveltuvuudesta alt-
tiusgeenin I6ytdmiseen. Analyysi voidaan aloittaa laskemalla kytkentaepa-
tasapainomittojen arvoja, jolloin saadaan arvio taustalla esiintyvén kytken-
téepétasapainon (background linkage disequilibrium) voimakkuudesta. Mita
matalampi taustalla esiintyvé kytkentéepétasapaino on, sité tihedmpi mark-
kerikartta tarvitaan geenikartoituksen onnistumiseksi. Jos markkerien valill4
ei havaita selkeda kytkentdepatasapainoa, on vaarana, ettd markkerien vali-
nen sairauslokus jaa assosiaatioanalyysissa havaitsematta.

Haploview-ohjelma on toteutettu Java-kielelld, ja sen voi joko asentaa omalle
koneelle, tai ohjelmaa voi kayttda CSC:n sovelluspalvelimelta®. Asennusoh-
jeet omalle koneelle 16ytyvat Haploview-ohjelman verkkosivulta

http://www.broad.mit.edu/personal/jcbarret/haploview/.

Graafinen kayttoliittyméa

CSC:n laskentaympéristdossa Haploview-ohjelman graafinen kayttoliittyma
kéynnistetddn komennolla

corona% haploview

Jos grafiikkaa ei voida tai haluta ndyttaa (esimerkiksi paateyhteyden vuoksi),
annetaan komentorivilla valitsin -n, jolloin ohjelma ajetaan komentorivilla
annetuin argumentein ja tulokset kirjoitetaan tiedostoon. Komentorivill& an-
nettavat argumentit maérittavat, minkalainen tuloste halutaan; niihin palataan
tuonnempana.

1Uuden sovelluspalvelimen kayttéénottoon asti Ibmsc-koneelta.


http://www.broad.mit.edu/personal/jcbarret/haploview/
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Tarkastellaan seuraavaksi graafisen kayttoliittymén toimintoja. Kun ohjelma
kéynnistetdan, se kysyy syotetiedoston muodon (kuva 8.3, vasen). Vaihtoeh-
dot ovat:

Load genotypes (Linkage format): Tavallinen Linkage-muotoinen sukupuu-
tiedosto sek& lokustiedosto, joka siséltdd markkerien nimet ja niiden
absoluuttiset sijainnit. Sukupuutiedosto voi sisaltad myos pelkkaa tapaus-
verrokkidataa; talléon jokainen yksilé koodataan omalla perhenume-
rollaan, ja vanhemmat merkitéén puuttuviksi.

Load phased haplotypes: Tiedosto, joka sisaltdé yksiloiden valmiiksi las-
ketut haplotyypit. Lisaksi syotetdén lokustiedosto.

Browse HapMap data from DCC: HapMap-projektin verkkosivulta tallen-
nettu, haluttuun kromosomiin tai sen osaan liittyva genotyyppitiedos-
to.

Alla on esimerkki pienesta Linkage-muotoisesta sydtetiedostosta, joka sisal-
t&4 tapaus-verrokkiaineiston, jossa faasia (tietoa siitd, kumpi alleeli on perit-
ty isalta ja kumpi didiltd) ei ole méaaratty. Talldin jokainen yksilé koodataan
omalla perhenumerollaan ja vanhemmat merkitédan puuttuviksi. Puuttuva ge-
notyyppi merkitaan tavalliseen tapaan kahdella nollalla (0 0).

110011 11 11 12 11
210011 22 22 22 22
310021 12 12 00 22
410011 11 12 12 22
510021 12 11 12 12
610011 11 11 12 12

Vaihtoehtoisesti ohjelmalle voitaisiin sy6ttéa trioaineistoja (lapsi ja vanhem-
mat).

Jos faasi on tunnettu, annetaan syotetiedosto alla olevan kaltaisessa muodos-
sa. Kukin rivi alkaa perhetunnisteella, jota seuraa yksilétunniste ja kromo-
somiin liittyvat haplotyypit. Jokaisesta yksilostd muodostetaan kaksi rivia.
Esimerkissa ensimmaiselld yksil6lla on toisessa vastinkromosomissa haplo-
tyyppi 1-1-1-1 ja toisessa vastinkromosomissa haplotyyppi 1-1-2-1. Kol-
mannen yksilon genotyyppi kolmannessa markkerissa on tuntematon (0), ja
kuudennen yksilon kolmannessa markkerissa yksild on heterotsygootti, jon-
ka haplotyyppaus ei ollut yksikésitteinen (h).

11 1111
11 1121
21 2222
21 2222
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oo uuhs B WW
N R R R R R R R
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PR PR NR RN
S>S O R N R N O O
R NN FEF NN NN

Markkeritiedosto siséltdd markkerien nimet sekd absoluuttiset fysikaaliset
etdisyydet. Jos fysikaaliset etdisyydet eivat ole tiedossa, voidaan LD-laskelmat
toki suorittaa muuttamalla geneettiset etédisyydet fysikaalisiksi jollain yksin-
kertaisella skaalauksella. Tallgin etdisyydet eivét ole todellisia, mutta ne ei-
vat vaikuta D’-mitan arvoihin. Esimerkki markkeritiedoston (4 markkerille)
siséllosté on alla:

M1 O

M2 4182
M3 11300
M4 14728

Tarkastelemme t&ssd Linkage-muotoisten tapaus-verrokkiaineistojen analy-
sointia. Muista analyysivaihtoehdoista 16ytyy lisatietoa Haploview-ohjelman
verkkosivulta. Kun Linkage-muoto on valittu, avautuu ikkuna (kuva 8.3, oi-
kea), jossa kayttdja ilmoittaa syotetiedostojen nimet sekd antaa tarkentavia
lisamadreitd: kdyttdja voi asettaa rajan, jota etddmpané toisestaan sijaitseville
markkereille kytkentdepdatasapainoa ei lasketa. Valitsemalla kohdan Do as-
sociation test ohjelmaa pyydetaan tekemaan myds tapaus-verrokkiassosiaa-
tiotestit kunkin markkerin ja sairausstatuksen vélille. Jos kohta valitaan, méé-
rittdé kayttaja myos sen, onko kyseessa trioaineisto (jolloin lapsen alleeleista
tehddan sairauteen assosioituvia ja vanhempien periytymattomista alleeleista
verrokkeja) vai valmis tapaus-verrokkiaineisto (jolloin sairausstatuksia kay-
tetéan sellaisinaan).

Kun syoétetiedot on luettu, saadaan valitsemalla vélilehti LD plot graafinen
tuloste ennustetuista haplotyyppiblokeista sek& markkerien vélisesta kytken-
téepétasapainosta (kuva 8.4). Ennustetut haplotyyppiblokit on merkitty kol-
miomaisin kehyksin. Taulukkoon on merkitty kunkin markkeriparin vélisen
kytkentdepatasapainon suuruus D’-mitalla (ks. s. 79) mitattuna. Haluttua
markkeriparia vastaava ruutu 16ydetéén etsimalla kyseisistd markkereista l1ah-
tevien diagonaalien leikkauspiste. Kayttdjan napayttédessa halutussa ruudus-
sa hiiren oikeanpuoleista nappéinta ilmestyy laatikko, joka sisaltaa kysei-
sen markkeriparin D’- ja LOD-arvot, korrelaatiokertoimen nelién sekd 95%
luottamusvalin kytkentdepatasapainomitan D’ arvoille. LOD-arvo kuvaa kyt-
kentéepéatasapainon tilastollista merkitsevyyttd. Se on usein samansuuntainen
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D’-mitan arvojen kanssa, mutta esimerkiksi tilanteissa, joissa toisen markke-
rin informatiivisuus on hyvin heikko, voi otoksesta laskettu kytkentéepatasa-
paino olla hyvin suuri, vaikka tulos ei olisi tilastollisesti merkitsevd. D’- ja
LOD-arvoa on kéytetty perusteena ruutujen varitykselle: esimerkiksi punai-
seksi véritetyissa ruuduissa on korkea D’-arvo (punavarin voimakkuus riip-
puu arvosta) ja tulos on tilastollisesti merkitseva (LOD vahintéan 2).

Genotype file: | Browse

Locus infermation file: Browse

Ignore painwise comparisons of markers > 500 | kb apart

Load genotypes dinkage format

Do assodiation test?

Load phaised haplotypes

Browse HapMap data from DCC [ 0K Cancel

Kuva 8.3: Sydtetiedostojen valinta Haploview-ohjelmassa. Vasemmalla syétteen
muodon valintaikkuna. Oikealla genotyyppitiedostojen maéritysikkuna.

Ohjelman ennustamia haplotyyppiblokkeja on mahdollista muuttaa kehys-
tdmall& halutut markkerit hiiren avulla. Muodostettuja blokkeja voi tarkas-
tella vélilehdella Haplotypes (kuva 8.5). Ennustettujen haplotyyppiblokkien
péélle on merkitty pienin kolmioin blokin yksikasitteisesti tunnistavat SNP-
markkerit eli ns. tag-SNP:t. Blokkien ennustusalgoritmia voi muuttaa valin-
nalla Analysis/Define blocks. Algoritmit esitelldan lyhyesti jaljempéna ko-
mentorivikayttoliittymén yhteydessd. Lisatietoa algoritmeista 16ytyy
Haploview-ohjelman kotisivulta.

Viélilehdell&d Check markers saa yhteenvetotietoa kaytetyistd markkereista.
Jos assosiaatiotestit valittiin Linkage-muotoisen datan lukemisen yhteydessa,
valilehti Association sisaltad alleeliassosiaatiotestin tulokset kullekin mark-
kerille.

Komentorivikayttoliittyma

Haploview-ohjelmaa voidaan kayttad myds komentorivikayttoliittyman kaut-
ta. Talléin komennon nimen perdén annetaan parametri -n, joka kertoo, etté
ohjelmaa kéytetdan komentorivipohjaisesti. Parametrin -n jélkeen annetaan
muut parametrit, jotka maérittavat analyysin tarkemmin. N&it4 parametreja
ovat:
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/’1\ f\\' /
Gx
KX 32
2
g

W13, M19)
0073

LOD: 17 55

Kuva 8.4: SNP-markkerien vélisen kytkentdepétasapainon laskentaa Haploview-
ohjelmalla.

Kuva 8.5: Haploview-ohjelmalla etsittyja haplotyyppiblokkeja.
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-h:

-p tiedosto:
-1 tiedosto:
-d:

-o algoritmi:

-m kb:
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tulostaa opastustekstin, joka siséltdd taydellisen luettelon
komentoriviparametreista.

ilmoittaa sukupuutiedoston nimen

ilmoittaa markkeritiedoston nimen

pyytaa ohjelmaa tulostamaan markkerien valisen kytken-
tepétasapainon suuruuden tiedostoon. Tiedosto ohjautuu
samaan hakemistoon, jossa syotetiedosto sijaitsi, ja se saa
paéatteekseen merkkijonon .DPRIME.

tulostaa markkerikohtaiset tunnusluvut tiedostoon. Tiedosto
ohjautuu samaan hakemistoon, jossa syotetiedosto sijaitsi,
ja se saa paatteekseen merkkijonon . CHECK.

tulostaa haplotyyppiblokit tiedostoon valittua algoritmia
kéayttden. Algoritmi voi saada arvokseen GAB, GAM, SPI
tai ALL. Valittaessa GAB sovelletaan Gabrielin algoritmia,
jossa blokkien rakentaminen perustuu markkerien valisen
kytkentdepatasapainon suuruuteen. Valinta GAM ottaa kéyt-
toon Wangin menetelman[ ], jossa lasketaan kulle-
kin vierekkaisten markkerien parille haplotyyppifrekvens-
sit, ja jos niissa esiintyy korkeintaan kolmea haplotyypid,
katsotaan, ettd kohta kuuluu haplotyyppiblokkiin. Kolmas
algoritmi, SPI, on tekijéiden oma algoritmi, jossa vaaditaan,
ettd etsittdvan blokin ensimmaéinen ja viimeinen markkeri
ovat vahvassa kytkentdepatasapinossa kaikkien valilla ole-
vien markkerien kanssa. Valinta ALL ottaa kayttoon kaikki
kolme algoritmia.

méaarad maksimietaisyyden markkerien valiselle etdisyydel-
le. Kytkentdepétasapainomitan D’ arvo lasketaan vain niille
markkeripareille, joissa markkereiden etéisyys on tuota ra-
jaa pienempi. Raja annetaan kiloemaksiné.

Esimerkiksi Linkage-muotoinen genotyyppitiedosto haplo.ped ja markke-
ritiedosto haplo.info voitaisiin analysoida komennolla:

corona%

haploview -n -p haplo.ped -i haplo.info -d -c -o
GAM

Komento tuottaa kytkentdepdatasapainotulosteen haplo.ped.DPRIME,
markkeritulosteen haplo.ped.CHECK seké blokkitulosteen
haplo.ped.4GAMblocks. Viimeksimainitun laskennassa on kdytetty Wangin
algoritmia, joka perustuu kahden markkerin haplotyyppien lukumaariin.
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Analyysin automatisointi
Unix-ymparistossa

Téassé oppaassa esitetyilla ohjelmistoilla voidaan tyypillisesti analysoida ge-
neettisia aineistoja yksi kromosomi tai kandidaattialue kerrallaan. Talléin
kustakin kromosomista saadaan oma tulosteensa, ja haluttu tulos on etsittava
niistd manuaalisesti.

Se, etté geenikartoitusohjelmistot on toteutettu Unix-kayttojarjestelmassa ko-
mentorivipohjaisina ohjelmina, tarjoaa mahdollisuuden laajentaa niiden toi-
minnallisuutta. Perehtymalla hieman Unix-tyokaluohjelmiin voidaan véahalla
vaivalla kirjoittaa komentotiedostoja, jotka véhentdvat kasityo6ta ja toistuvia
tydvaiheita: komentotiedoston avulla voidaan esi- ja jalkikasittella geenikar-
toitusohjelmistojen sy0tteitd ja tulosteita, kutsua ohjelmia toistuvasti ja suo-
rittaa erilaisia simulaatioita.

Lahestytdén aihetta kolmen havainnollisen esimerkin kautta. Oletetaan, et-
ta kayttajalla on syotetiedostot tydellisestda genominlaajuisesta hausta, joka
koostuu 22 kromosomista. Aineistojen analysointia voidaan nyt automatisoi-
da esimerkiksi seuraavin tavoin:

e Luodaan komentotiedosto, joka syottaad aineistoja analysoitavaksi kro-
mosomi kerrallaan. N&in valtytadn 22 eri analyysivaiheen manuaali-
selta toistamiselta (luku 9.1).

e Laajennetaan komentotiedostoa siten, ettd se etsii kustakin kromoso-
mista kaikki kohdat, jossa NPL score ylittda kayttjan antaman rajan
ja tulostaa nuo kohdat paremmuusjérjestyksessa (luku 9.2).

o Laaditaan komentotiedosto, jonka avulla haetaan 16ytyneen korkeim-
man kytkentahuipun tilastollinen merkitsevyys, joka on korjattu mo-
ninkertaisen testauksen suhteen. Tallin hyddynndmme Merlin-ohjelman
toimintoa, jolla voidaan simuloida periytymista alleeleita pudottaen
(allele dropping simulations, luku 9.3).
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9.1 Tiedostojen automaattinen sydttdminen

Oletetaan, ettd analysoitavana on 22 eri kromosomiin liittyvat Linkage-muo-
toiset aineistot, jotka on nimetty seuraavasti:

1.7ink.dat 13.Tink.dat 17.1link.dat 20.7ink.dat 4.link.dat 8.1link.dat
1.7ink.pre 13.Tink.pre 17.1link.pre 20.link.pre 4.7link.pre 8.1link.pre
10.71ink.dat 14.7ink.dat 18.1ink.dat 21.Tlink.dat .link.dat 9.7link.dat
10.71ink.pre 14.7ink.pre 18.1ink.pre 21.Tlink.pre .link.pre 9.7link.pre
11.7link.dat 15.7ink.dat 19.1ink.dat 22.7ink.dat .link.dat

.link.dat

5

5

6
11.7ink.pre 15.7ink.pre 19.1ink.pre 22.Tlink.pre 6.1ink.pre

12.7ink.dat 16.1ink.dat 2.link.dat 3.link.dat 7

7

12.7ink.pre 16.1ink.pre 2.link.pre 3.link.pre .Tlink.pre

Tiedostot voidaan sy6ttdd CSC:n laskentaympéristdssa helposti Merlin-gee-
nikartoitusohjelmistolle laatimalla tekstieditorilla seuraavan kaltainen komen-
totiedosto:

#!/bin/bash

for Cin 1234567 8910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 \
20 21 22 ; do

echo "Kromosomi " $C

merlin -d $C.Tink.dat -p $C.link.pre --npl

done

Komentotiedosto tallennetaan levylle (tdssa nimelld skripti-1), minka jal-
keen ohjelmalle annetaan suoritusoikeudet, alustetaan tarvittavat ymparisto-
muuttujat ja analyysi kéynnistetéan:

corona% chmod 700 skripti-1
corona% use genemap
corona%  skripti-1 > res.merlin

Ohjelma antaa syotetiedostoja Merlin-kytkentdanalyysiohjelmistolle kromo-
somi kerrallaan ja kokoaa tulokset yhteen tiedostoon nimelt& res.mer11in.

9.2 Tulosten jarjestaminen

Edellisessa luvussa kirjoitimme komentotiedoston skripti-1, joka syottaa
genominlaajuisen geenikartoitusprojektin kaikkia kromosomeja vastaavat tie-
dostot Merlin-ohjelmalla kromosomi kerrallaan ja luo yhteisen tulostiedoston
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nimelta res.mer1in. Kirjoitamme seuraavaksi toisen komentotiedoston, jo-
ka jatkaa tasta: se lukee tulostiedoston seka tulostaa kaikki ne genomin koh-
dat, joissa kayttajan komentoriviparametrina antama NPL scoren raja ylittyi.

Komentotiedosto voidaan kirjoittaa esimerkiksi seuraavasti:

#!/bin/bash

gawk -v Raja=$1 ’$1=="Kromosomi" {

print;

3

NF==6 && substr($1l,length($1)-3,1)=="." && $2>Raja {
print;

1

Komentotiedosto hyddyntééd Unix-tydkaluohjelmaa gawk, jota voidaan kéyt-
t&& tekstimuotoisten tiedostojen kasittelyyn.

Annetaan tallennetulle tiedostolle suoritusoikeudet ja ajetaan se kayttden NPL
scoren raja-arvoa 1.5:

corona%  chmod 700 skripti-2
corona%  skripti-2 1.5 < res.merlin

Komentotiedosto tuottaa seuraavan tulosteen:

Kromosomi 1
Kromosomsi
Kromosomsi
133.886 1.58 0.06 0.765 0.70 0.04
Kromosomi 4
Kromosomi 5
200.829 1.74 0.04 0.765 0.75 0.03
Kromosomsi
Kromosomi 7

Kromosomsi
22.314 1.89 0.03 0.459 0.42 0.08
33.472 1.93 0.03 0.765 0.69 0.04
44.629 1.82 0.03 0.765 0.77 0.03
100.415 1.57 0.06 0.765 0.73 0.03

Kromosomi 9
Kromosomi 10
Kromosomi 11
122.729 2.13 0.02 0.765 0.88 0.02
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133.886 1.89 0.03 0.765 0.78 0.03

145.043 1.53 0.06 0.462 0.35 0.10
Kromosomi 12

100.415 1.88 0.03 0.617 0.55 0.06
Kromosomi 13

55.786 2.23 0.013 0.765 0.88 0.02
66.943 3.70 0.00011 0.765 1.66 0.003
78.100 3.83 0.00006 0.765 1.71 0.003
89.257 2.10 0.02 0.765 1.11 0.012
111.572 1.65 0.05 0.765 0.86 0.02
Kromosomi 14
66.943 1.92 0.03 0.765 0.88 0.02
Kromosomi 15
33.472 2.42 0.008 0.765 1.29 0.007
44.629 3.69 0.00011 0.765 1.69 0.003
55.786 3.81 0.00007 0.765 1.72 0.002
66.943 3.61 0.0002 0.765 1.64 0.003
78.100 2.79 0.003 0.765 1.04 0.014
89.257 2.24 0.012 0.598 0.54 0.06
100.415 2.13 0.02 0.765 0.74 0.03

Kromosomi 16
Kromosomi 17
78.100 2.20 0.014 0.612 0.66 0.04
Kromosomi 18
22.314 1.76 0.04 0.317 0.25 0.14
66.943 1.57 0.06 0.590 0.39 0.09
Kromosomi 19
Kromosomi 20
Kromosomi 21
Kromosomi 22

9.3 Empiirisen p-arvon maarittdminen
kytkentatulokselle

Seuraavaksi kirjoitamme komentotiedoston, jonka avulla saamme laskettua
nollahypoteesijakauman genominlaajuisessa geenikartoituksessa havaittaval-
le korkeimmalle NPL scorelle. Vertaamalla todellisesta aineistosta lasket-
tua korkeimman huipun NPL scorea tdh&n jakaumaan saamme empiirisen
p-arvon, joka kuvaa tuloksen tilastollista merkitsevyyttd. Téll& tavoin lasket-
tu arvio on korjattu moninkertaisen testauksen suhteen, ja se ottaa huomioon
aineiston markkerikartan rajallisen informatiivisuuden toisin kuin Merlinin
NPL scoren perusteella laskema, normaalijakaumaoletukseen perustuva p-
arvo.



9 Analyysin automatisointi Unix-ympaéristossa 115

Genominlaajuisen p-arvon méaaritys talla tavoin simuloimalla on laskennalli-
sesti erittdin raskasta. Kytkentatuloksia julkaisevat lehdet kuitenkin arvosta-
vat simulaatiotuloksia, silla niiden avulla lukija saa varsin hyvén kasityksen
siitd, kuinka merkitsevia tulokset ovat.

Edell kuvattu tilastollisen merkitsevyyden arviointi voidaan CSC:n ympé-
ristossa tehda esimerkkimme 22 kromosomin syotetiedostoille vaikkapa seu-
raavanlaisen lyhyehkén komentotiedoston avulla. Komentotiedosto hyddyn-
t&é toistuvasti Merlin-ohjelman alleelienpudotussimulaatiotoimintoa.

#!/bin/bash

echo > res.merlin

R=0

while [ $R -1t $1 ]; do
let R=R+1
echo "Iteraatio " $R >> res.merlin
for Cin 1234567 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 \
20 21 22 ; do

echo "Kromosomi " $C >> res.merlin

merlin -d $C.1link.dat -p $C.link.pre --npl --simulate \
-r $R >> res.merlin
done
done

gawk ’$1=="Tteraatio" {
if ($2>1)
print korkein;
korkein = -999;

}
NF==6 && substr($l,length($1)-3,1)=="." {
if ($2>korkein)
korkein = $2;
} END {

print korkein;
}’ < res.merlin | sort -rn |

gawk ’{print ++n " " $1}’

Jos ajamme simulaation esimerkiksi kymmenella toistolla, tapahtuu se anta-
malla komennot:
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corona% chmod 700 skripti-3
corona% use genemap
corona%  skripti-3 10

Jos komento use genemap on annettu aiemmin saman istunnon aikana, ei
sitd tarvitse antaa uudestaan. Laskenta kestad kymmenia minuutteja ja tuottaa
seuraavan kaltaisen tulosteen:

.83
.88
.70
.56
.47
.44
.37
.27
.78
10 1.54

© 00 N O v A W N
R NN DN DNNNDN W

Tamaén pienen simulaation tuloksena havaitsemme, etté todellisesta aineis-
tosta saatu NPL score 3.83 saavutettiin tai ylitettiin yhdelld toistolla kymme-
nestd. Tastd saamme karkean arvion empiiriselle p-arvolle: p =1/10 =0.1.
Kéytanngdssa toistoja on syyta olla moninkertainen maérd, vahintéan sata, ja
jotta pienikin p-arvo voitaisiin arvioida tarkasti, mielell&&n tuhat.

Koska laskenta kestéda kauan, on simulointityd yleensa syytd ajaa eréajona.
Erdajotyd asetetaan jonoon, josta se ohjautuu automaattisesti suorittimelle,
jolla on vapaata laskentakapasiteettia. Talloin laskentaresurssien kdyttd on te-
hokkaampaa. Erdajotoista 10ytyy lisatietoa CSC:n kotisivuilta 16ytyvista ko-
neoppaista.

CSC:n asiantuntijat neuvovat ja avustavat mielelladn koneiden ja erdajojar-
jestelman kaytossa.
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Tietoa CSC:sta

CSC on opetusministerion hallinnoima tieteen tietotekniikan keskus. CSC
tarjoaa korkeakouluille ja tutkimuslaitoksille tietoteknisté tukea ja resursse-
ja: mallinnus-ja laskentapalveluja sekd informaatiopalveluja. Tutkijat voivat
kéayttad CSC:ssé sijaitsevaa Suomen laajinta tieteellisten ohjelmistojen ja tie-
teen tietokantojen valikoimaa sek& Suomen tehokkainta superlaskentaympé-
ristod Funet-tietoliikenneyhteyksien kautta.

Lisétietoja CSC:std saa www-o0soitteesta http://www.csc.fi/.
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