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KASUTATUD LUHENDID

CAD
GWAS
HLA
ICAM-1
LD
LDL
Lp-PLA2

Lp(a)
SMC
SNP
VLDL

siidame isheemiatobi (coronary artery disease)

ilegenoomne assotsiatsiooniuuring (genome-wide association study)
inimese leukotsiilidi antigeen (human leukocyte antigen)
intratsellulaarne adhesioonimolekul 1 (intracellular adhesion molecule-1)
ahelduse tasakaalutus (linkage disequilibrium)

madala tihedusega lipoproteiin (low-density lipoprotein)
lipoproteiiniga seostunud fosfolipaas A2 (lipoprotein-associated
phospholipase A2)

lipoproteiin(a) (lipoprotein(a))

silelihasrakk (smooth muscle cell)

ithenukleotiidne poliimorfism (single nucleotide polymorphism)

viga madala tihedusega lipoproteiin (very low density lipoprotein)



SISSEJUHATUS

Kardiovaskulaarhaigused pohjustavad ligi 1/3 surmajuhtumitest maailmas ning haigestumine
nendesse tovedesse ndib omavat pidevat kasvutendentsi. Kuigi viimased 20 aastat on tehtud
mirkimisvidrseid edusamme siidame isheemiatdve varaseks avastamiseks ja eduka
ravimeetodi véljatootamiseks, on see jatkuvalt peamine surma pdhjustav haigus enamikus
maailmariikides. Epidemioloogiliste ja populatsioonipdhiste uuringute tulemusena on
identifitseeritud peamised siidame isheemiatdve arengu eest vastutavad riskifaktorid. Kuna
mitmetel siidame-veresoonkonnahaigusi pddevatel indiviididel puuduvad tavapérased
riskifaktorid, ei vdimalda ainuiiksi nende tegurite hindamine kardiovaskulaarse haiguse tekke
riski efektiivselt ennustada. Molekulaarsete ja kliiniliste katsete ning kandidaatgeenidel
pohinevate teadustodde tulemusena on tdheldatud positiivseid leide siidame isheemiatovega
seotud geenide kohta, kuid haiguse komplekssuse tottu on patogeneesi detailne mdistmine
siiani raskendatud. Tdnu biotehnoloogia ja -informaatika hiippelisele arengule on viimasel
kiimnendil hakatud siidame isheemiatdve tekke ja kuluga seotud geneetiliste variantide
tuvastamisel rakendama {ilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid. Geneetiliste markerite

uurimine voib aidata indiviidide haigestumisriski tdpsemalt hinnata.

Kidesoleva t00 eesmérgiks oli hinnata geneetiliste markerite vdimet ennustada siidame

isheemiatove esinemist Eesti Geenivaramu valimis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Uldiseid aspekte

Stidame-veresoonkonnahaigused ja nendega kaasnevad tiisistused on peamised surma
pOhjustavad haigused arenenud riikides ning ennustatavalt aastaks 2020 ka arengumaades
(Dahlof, 2010; Celermajer jt., 2012). Igal aastal sureb Euroopas kardiovaskulaarhaiguste,
nditeks siidame isheemiatdve (coronary artery disease — CAD) voi ajuinsuldi tagajérjel iile
nelja miljoni inimese (Nichols jt., 2012). Eesti on slidame-veresoonkonnahaigustesse
suremuse poolest maailmas esimeste hulgas'. Siidame isheemiatdbi, mis tekib geneetiliste ja
keskkondlike tegurite ning nende omavaheliste interaktsioonide tulemusena, on keeruline
pOletikuline haigus, mida iseloomustab siidant hapnikuga varustavate koronaar- ehk
pargarterite ahenemine (Wang, 2005). CAD-i ja selle erinevate kliiniliste ilmingute (niiteks
miiokardiinfarkt vi rinnaangiin) peamine pohjus on ateroskleroos (Libby ja Theroux, 2005;

Cassar jt., 2009).

Peamised CAD-i tekke ja kulu eest vastutavad riskifaktorid on meessugu, vanus, vere
suurenenud kolesteroolisisaldus ehk hiiperkolesteroleemia, diabeet, korgenenud vererdhk,
iilekaalulisus, suitsetamine ja vdhene fiiiisiline aktiivsus (Swerdlow jt., 2012). Nimetatud
tegurite hindamisel pole indiviidi kardiovaskulaarse haiguse ja tiisistuste tekke riski vdimalik
aga tdielikult ennustada. Naiiteks 35% CAD-i juhtudest esineb indiviididel, kellel
iildkolesteroolitase on normi piires (<200 mg/dL) (Castelli, 1996). Lisaks umbes 20%
siidame-veresoonkonnahaigusi pddevatest patsientidest ei oma iihtki loetletud riskifaktorit
(Khot jt., 2003; Hozawa jt., 2007). Seetdttu on viimastel aastatel suurt tdhelepanu osutatud
uudsete riskifaktorite, sealhulgas geneetiliste markerite uurimisele. Kuigi mitmed teadustood
on kinnitanud, et slidame isheemiatdbi on suures osas péritav, ei ole pdarilikkuse
molekulaarsed mehhanismid tdve komplekssuse tottu veel tipselt teada (Baudhuin, 2009;

Peden ja Farrall, 2011).

Stidame isheemiatdve geneetiliste aluste selgitamine on haigusele keskenduvate
biomeditsiiniliste  uuringute itheks pohiprioriteediks. Uute molekulaargeneetiliste

katsedisainide viljatdotamine, haigusseoseliste iihenukleotiidsete poliimorfismide (single

"http://www.who.int/cardiovascular diseases/publications/atlas_cvd/en/
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nucleotide polymorphism — SNP) kaardistamine inimese genoomis ja bioinformaatiliste
meetodite areng uute haigust soodustavate geenivariantide identifitseerimiseks on suureks
panuseks tdpsema riski hindamise ning haiguse varasema diagnoosimise voi tdieliku véltimise
kriteeriumide viljatéotamisel. Epidemioloogiliste uuringute ja kliiniliste katsete tulemusena
on esitatud veenvaid tdendeid selle kohta, et siidame-veresoonkonnahaigused on suures osas

ennetatavad (Cooper jt., 2000).

1.2 Ateroskleroosi molekulaarsed alused

Ateroskleroosist tingitud tiisistused on peamised surmapodhjustajad lddneriikides (Glass ja
Witztum, 2001). Ateroskleroos, siidame isheemiatdve peamine pdhjus, on multifaktoriaalne
pOletikuline haigus, millele on iseloomulikud suurte ja keskmiste arterite sisekestale
ladestunud aterosklerootilised naastud, mis vdivad pohjustada arterite ahenemist, kdvastumist
ja/voi téielikku ummistust (Greaves ja Channon, 2002). Kui korge madala tihedusega
lipoproteiinide (low-density lipoprotein — LDL) taset veres on peetud peamiseks
ateroskleroosi riskiteguriks, siis viimase 20 aasta jooksul on markimisvédrselt suurenenud
huvi haiguse poletikuliste mehhanismide vastu (Ross, 1999). Kuigi kliinilised
kardiovaskulaarsed juhud (niiteks miiokardiinfarkt voi ajuinsult) ilmnevad tavaliselt meestel
pérast viiekiimnendat eluaastat ja naistel pédrast kuuekiimnendat eluaastat, siis tegelikult algab
ateroskleroosi kujunemine juba varases eas, isegi lootelises arengustaadiumis (Mecchia jt.,

2009; Maas ja Appelman, 2010).

Ateroskleroos on progressiivne krooniline protsess, mis saab alguse erinevate riskitegurite
(nditeks hiiperkolesteroleemia, korgenenud vererdhk, suitsetamine) poolt tingitud endoteeli
vigastusest ja sellega kaasnevast pdletikulisest reaktsioonist (Chhabra, 2009). Kahjustunud
endoteel ja muutused ekstratsellulaarse maatriksi koostises vdimaldavad LDL-partiklite
sisenemist arterite sisepinda vooderdavasse rakukihti ehk intimasse (Tabas jt., 2007). Seal
leiab aset nende modifitseerimine erinevate oksilideerijate (nditeks miieloperoksiidaas, vabad
radikaalid) ja/vdi proteoliiiitiliste, lipoliititiliste ning hiidroliiiitiliste ensiilimide toime tottu
(Oérni  jt., 2000). Oksiideeritud madala tihedusega lipoproteiine peetakse kdige
aterogeensemateks LDL-partikliteks (Catapano jt., 2000). Aktiveeritud endoteelirakud
eritavad kemokiine, sealhulgas monotsiiiitide kemotaktilist valku 1 (MCP-1) ja interleukiini
(IL)-8, leukotsiiiitide adhesioonimolekule, nagu niiteks intratsellulaarset adhesioonimolekuli
1 (intracellular adhesion molecule-1 — ICAM-1), vaskulaarset adhesioonimolekuli 1 (VCAM-
6



1) ning E- ja P-selektiine, mis indutseerivad monotsiiiitide, limfotsiilitide ja
poliimorfonukleaarsete  granulotsiilitide  sissetungi intimasse (Businaro jt., 2012).
Monotsiiiitidest diferentseerunud makrofaagid seonduvad okstlideeritud LDL-partiklitega,
pliides neid fagotsiiteerides korvaldada ning muutuvad selle tulemusena kolesterooli
taisvalgunud vahtrakkudeks (Glass ja Witztum, 2001; Ghattas jt., 2013). Moodustub esimene
aterosklerootiline kahjustus — rasvatriip, millega ei kaasne kiill haigussiimptomeid, kuid mis
vOib edasi areneda aterosklerootiliseks naastuks (Hansson, 2005). Pidev rakulise ja
humoraalse immuunvastuse aktiviseerimine viib kroonilise pdletikulise seisundini (Libby,
2012; Witztum ja Lichtman, 2014). Protsess jitkub silelihasrakkude (smooth muscle cell —
SMC) migratsiooniga arteri mediaalsest kihist intimasse, millega kaasneb komplekssema
aterosklerootilise kahjustuse teke (Glass ja Witztum, 2001). Intimas olevad SMC-d toodavad
ekstratsellulaarse maatriksi molekule (néiteks kollageen ja elastiin), luues naastu katva kiulise
korgi. Kiulise korgi all olevas naastus ldbivad vahtrakud apoptoosi, vabastades oma lipiidse
sisu, mille tulemusena moodustub lipiidirikas nekrootiline stidamik (Tabas, 2010). Kiulise
korgi Ohenemine vidhendab aterosklerootiliste naastude stabiilsust, muutes need
vastuvotlikumaks rebenemisele. Korgi purunemisel voib naastu sisu vabaneda vereringesse ja
pohjustada trombi moodustumist (Moore ja Tabas, 2011). Kui tekkinud tromb takistab
verevoolu siidamesse, on tulemuseks stidameinfarkt, kui aga on blokeeritud vere juurdevool

ajju, siis on tagajarjeks ajuinsult (joonis 1) (Willyard, 2013).

g‘) monotsiiiit

fl

IO | R
L Q*:?-:-;—. apoptootiline \
vahtral

makrofaag
kk migreeruv SMC o > T > <> <> <> <>

=

kou;geen/ / é

I

Joonis 1. Normaalse lihaselise arteri ja rakkude muutused ateroskleroosi progresseerumisel
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tromboosi tekkeni. a: Arteri seina moodustavad kolm kihti: endoteelirakkudega vooderdatud
silelihasrakkudest koosnev sisekiht ehk intima, ekstratsellulaarse maatriksiga kompleksis
olevatest silelihasrakkudest koosnev keskkiht ehk media ning mastirakkudest,
sidekoerakkudest, nédrvildpmetest ja mikroveresoontest koosnev véliskiht ehk adventiitsia. b:
Ateroskleroosi  esmases  etapis  toimub  leukotsiiiitide = adhesioon  aktiveeritud
endoteelirakkudele ja sisenemine intimasse ning monotsiiiitide diferentseerumine
makrofaagideks, mis omakorda muutuvad vahtrakkudeks. c: Kahjustuse progresseerumine
hdlmab medias olevate silelihasrakkude migratsiooni intimasse, nende proliferatsiooni ning
ekstratsellulaarse maatriksi molekulide kdrgenenud silinteesimist. Vahtrakud ldbivad
apoptoosi, mille tulemusena neist vabanenud ekstratsellulaarsed lipiidid akumuleeruvad
aterosklerootilise naastu keskele, moodustades nekrootilise siidamiku. d: Aterosklerootilist
naastu katva kiulise korgi rebenemisel vdib veresoone luumenini ulatuv tromb takistada
verevoolu (Libby jt., 2011, kohandatud). SMC — silelihasrakk.

1.3 Siidame isheemiatdve geneetilised uuringud

Soltuvalt parilikkuse mustritest saab haigused klassifitseerida kahte suurde kategooriasse:
monogeensed haigused, mida pdhjustab iiks kindel defektne geen, ja komplekssed haigused,
mida iseloomustavad mitmete geenide ja keskkonnategurite omavahelised interaktsioonid
(Chial, 2008; Lobo, 2008). Kuna paljude monogeensete haiguste (nditeks perekondlik
hiiperkolesteroleemia) geneetiline taust on tidnaseks teada, on biomeditsiiniliste uuringute
itheks praeguseks pdhieesmérgiks inimese genoomi uurides tuvastada komplekssete haiguste
kujunemise eest vastutavaid spetsiifilisi geene ja DNA jérjestuse variante (Civeira jt., 2004;
Kathiresan ja Srivastava, 2012). Geneetilise pildi selgitamine lubaks paremini mdista
vastuvdtlikkust nendele haigustele. Uute haigusriski suurendavate geneetiliste variatsioonide
tuvastamine vodimaldab juhtida tdhelepanu seni tundmatutele bioloogilistele radadele ja
seeldbi tdiustada diagnoosi- ja ravimeetodeid (Musunuru ja Kathiresan, 2010). Haiguse
geneetiliste aluste uurimiseks rakendatakse peamiselt aheldus- ja assotsiatsiooniuuringuid

(Elosua jt., 2009).

1.3.1 Aheldusuuringud

Aheldusuuringute eesmirk on kindlaks miérata haigusele vastuvotlikkust soodustavad voi
seda pohjustavad genoomipiirkonnad (Sayols-Baixeras jt., 2014). Katsedisain pdhineb
huvipakkuva fenotiiiibiga perekonnaliikmete périliku materjali vOrdlemisel {ile mitme
polvkonna (Abbate jt., 2008). Selleks vaadatakse iihtlaselt iile kogu genoomi jaotunud

geneetilisi markereid (nditeks mikrosatelliidid) ning analiilisitakse haigusseoseliste



kromosoomipiirkondade pdrandumist pdlvest pdlve. Huvipakkuva regiooni kaardistamine

lubab tuvastada pdhjusliku geeni (Kathiresan ja Srivastava, 2012).

Aheldusuuring on véga hea katsedisain suhteliselt harva esinevate monogeensete haiguste
uurimisel (Pericak-Vance, 2001). Selle uuringutiiiibi eeliseks on fenotiilibiliselt hésti
iseloomustatud perekondade ja informatiivsete indiviidide kaasamine (Abbate jt., 2008).
Sellest ldhtuvalt on seda katsedisaini edukalt rakendatud mendellike slidame-
veresoonkonnahaiguste, nditeks perekondliku hiiperkolesteroleemia uurimisel (Dietter jt.,
2004). Tegemist on lipoproteiinide metabolismi hdirega, millele on iseloomulik kdrge LDL-
kolesterooli tase veres, varane miokardiinfarkti esinemine ja ksantoomide ehk
lipiidikogumike ladestumine nahal (Marks jt., 2003). Enamik haigusjuhte on pohjustatud
mutatsioonidest LDL-retseptorit kodeerivas geenis (LDLR), kuid haigust pdhjustavaid
geneetilisi muutusi on tdheldatud ka LDL-retseptori ligandina funktsioneeriva
apolipoproteiini geenis (APOB) ja LDL-retseptori lagundamisel osaleva valgu geenis
(PCSK9) (Rader jt., 2003; Damgaard jt., 2004). Ulegenoomse aheldusuuringuga on leitud veel
seos milokardiinfarkti ja ALOX5AP geeni (Helgadottir jt., 2004), siidame isheemiatdve ja
MEF2A geeni (Wang jt., 2003) ning kolesterooli metabolismi ja PCSK9 geeni (Varret jt.,
1999; Chen jt., 2005) vahel. Lisaks on analiilisitud ka ateroskleroosi kvantitatiivseid
markereid, nditeks pargarteri kaltsiumitaset (Lange jt., 2002), unearteri intima-media paksust
(Fox jt., 2004) ja pahkluu-6lavarre indeksit (Kullo jt., 2006), kuid kandidaatgeene ei ole veel

tuvastatud.

1.3.2 Assotsiatsiooniuuringud

Assotsiatsiooniuuringud on geneetiliselt komplekssete haiguste uurimiseks efektiivsemad kui
aheldusuuringud, sest neile on omane suurem statistiline voimsus avastada viikese efektiga
geneetilisi variante (Risch ja Merikangas, 1996). Nende uuringutega hinnatakse geneetiliste
variantide (tavaliselt SNP-de vai koopiaarvu variatsioonide) ja haiguse olemasolu/puudumise
vOi konkreetse fenotiilibi viddrtuse vahelist seost (Sayols-Baixeras jt., 2014). Kdige
sagedamini kasutatakse assotsiatsiooniuuringutes juht-kontroll tiilipi katsedisaini, kus
mittesuguluses olevate tervete (kontrollid) ja haigust pddevate indiviidide (juhud) vaheline
alleelisageduste vordlus lubab hinnata geneetiliste variantide mdju fenotiiiibile (Kruglyak,

2005).



Assotsiatsiooniuuringute peamine eelis on nende lihtsus ja paindlikkus, voimaldades uurida
geen-geen ja geen-keskkond vahelisi interaktsioone. Samas vdivad mitmed puudused
mojutada tulemuste usaldusvédrsust: tdpse fenotiiiibi defineerimise keerukus (Stranger jt.,
2011), vidikese valimi suurusest tulenevad valepositiivsed tulemused (Roberts ja Stewart,
2012a) ja tulemuste mittereplitseeritavus (Gorroochurn jt., 2007). Viikese efektiga
geneetiliste variantide identifitseerimine nduab suurt valimit, mis saavutatakse tavaliselt
erinevate valimite ja populatsioonide liitmisel. Paljudel juhtudel kaasneb heterogeense
valimiga aga populatsioonispetsiifiliste variantide leidmise vdimsuse vihenemine (Sayols-

Baixeras jt., 2014).

Laialdaselt kasutust leidnud assotsiatsioonanaliiisid on kandidaatgeenide uuringud ja

iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud (genome-wide association study — GWAS).

1.3.2.1 Kandidaatgeenide uuringud

Kandidaatgeenide assotsiatsiooniuuringuid on laialdaselt rakendatud komplekssete haiguste
analiiiisimisel (Zhu ja Zhao, 2007). Nende uuringute eesmérk on hinnata konkreetse alleeli
vOi geenivariandi moju haiguse kujunemisele. Selle meetodi puhul valitakse kindlad
kandidaatgeeni poliimorfismid ja testitakse nende sagedust ja ahelduse tasakaalutust (/inkage
disequilibrium — LD) juhuslikes valimites, mis koosnevad nii tervetest kui ka haigust
podevatest indiviididest (Kwon ja Goate, 2000). Kandidaatgeeniuuringute tulemusena on
tuvastatud enam kui 300 siidame isheemiatdvega seotud geeni, mis funktsioneerivad paljudes
erinevates molekulaarsetes radades, niiteks lipiidide metabolismis, vere hiiilibimises,
vererdhu, pdletiku ja rakutsiikli regulatsioonis (Pranavchand ja Reddy, 2013). Vaatamata
arvukatele leidudele on viheseid tulemusi aga replitseeritud. Uheks pohjuseks peetakse

ebapiisavat valimi suurust (Zeller jt., 2012).

Uheks positiivseks kandidaatgeeniuuringu tulemuseks on enam kui 50 aastat tagasi tiheldatud
seos ABO lookuse ja miiokardiinfarkti vahel (Bronte-Stewart jt., 1962). Ténaseks on vastavat
seost kinnitanud ka GWAS-i tulemused (Reilly jt., 2011). Molekulaarsed katsed on ndidanud,
et A, B ja O on sama geeni erinevad alleelid. A ja B alleelilt kodeeritakse transferaasi, mis
lisab karbohiidraadi molekuli von Willebrandi faktorile, pikendades selle pooleluiga. See

suurendab omakorda tromboosi ja miiokardiinfarkti riski. O alleeliga valgul puudub
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punktmutatsiooni tdttu aga ensiimaatiline aktiivsus, mistottu pole O veregruppi kandvatel
indiviididel ka korgenenud riski (Roberts ja  Stewart, 2012b). Samuti on
kandidaatgeeniuuringute tulemusena selgunud, et koopiaarvu variatsioonid LPA geenis
mojutavad lipoproteiin(a) [Lp(a)] taset veres (Lusis jt., 2004) ja on seotud miiokardiinfarkti
riskiga (Kamstrup jt., 2009). Lp(a), mis koosneb apoliproteiin(a)-ga kovalentselt seotud
kolesteroolirikkast LDL-partiklist, omab olulist rolli ateroskleroosi tekkes (Trégouét jt.,
2009), soodustades pdletikulist vastust (Poon jt., 1997), vahtrakkude moodustumist (Nielsen
jt., 1998) ning tromboosi teket (Boffa jt., 2004).

1.3.2.2 Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud

Kui aheldusuuringud on olnud edukad monogeensete haiguste harvade variantide
tuvastamisel, siis iilegenoomsete assotsiatsiooniuuringute katsedisain vdimaldab avastada
levinud haiguste sagedasi variante (Musunuru ja Kathiresan, 2010). GWAS-i eesmérgiks on
tuvastada komplekssete fenotiiiipidega seotud geneetilisi variante eelneva kandidaatgeenide
vOi -lookuste defineerimiseta (Visscher jt., 2012). GWAS sai vdimalikuks ténu
tehnoloogilistele arengutele, mis vOimaldasid suure hulga SNP-de genotiipiseerimist ja
ahelduse tasakaalutuse mustrite méidramist erinevates populatsioonides (International
HapMap Consortium jt., 2007). GWAS-i katsedisainiga kaasnevate probleemide ja piirangute
tottu peab nende uuringute ldbiviimine olema hoolikalt teostatud. Véga oluline on hoida
juhtude fenotiiiibiline heterogeensus ja kontrollide véérklassifikatsioon miinimumi ldhedal
(McCarthy jt., 2008). Lisaks on oluline, et valimi suurus ulatuks tuhandete, enamasti isegi
sadade tuhandete indiviidideni. GWAS-i puhul on risk valepositiivseteks tulemusteks suur,
mistottu on range kvaliteedikontroll ning tulemuste replitseerimine soltumatul valimil

hidavajalik (Baudhuin, 2009; Swerdlow jt., 2012).

Ulegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes on kaardistatud iile 40 siidame isheemiatdvega
seotud geneetilise regiooni (Sayols-Baixeras jt., 2014). Enamasti mittekodeerivas piirkonnas
paiknevate SNP-de hulgas on nii riskifaktoritega seotud kui ka mitteseotud markereid. Seni
labiviidud GWAS-ide tulemusena on leitud tugevaim seos siidame isheemiatove ja
kromosoomi 9p21.3 lookuses olevate SNP-de vahel (joonis 2) (Roberts ja Stewart, 2012b).
Vastav lookus tuvastati 2007. aastal kolmes erinevas samaaegselt ldbiviidud uuringus

(Helgadottir jt., 2007; McPherson jt., 2007; Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007).
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Assotsieerunud markerid, mis on omavahel tugevasti aheldunud, paiknevad geenivaeses
regioonis, mis sisaldab 126 000 aluspaari pikkust mittekodeerivat RNA-d CDKN2B-AS1
(CDKN2B antisense RNA 1) (Roberts ja Stewart, 2012b). Lihimad valke kodeerivad geenid
paiknevad 100 kiloaluspaari kaugusel. Nendeks on CDKN24 ja CDKN2B, millelt
kodeeritakse rakkude proliferatsiooni ja apoptoosi kontrollimisel osalevaid rakulise
vananemise inhibiitoreid (Swerdlow jt., 2012). On leitud, et tihe koopiaga indiviididel on 15-
20% ja kahe koopia kandjatel 40% vorra suurem CAD-i risk, ning riskihaplotiiiipi kannab
75% Euroopa elanikkonnast (McPherson jt., 2007; Roberts ja Stewart, 2012b). Vastava
lookuse ja CAD-i kujunemise riski vahelist seost on ndidatud ka teistel rahvustel, sealhulgas
hiinlastel (Ding jt., 2009), korealastel (Shen jt., 2008), jaapanlastel (Hinohara jt., 2008),
indialastel (Kumar jt., 2011) ning pakistanlastel (Saleheen jt., 2010). Kromosoomi 9p21.3
lookust on seostatud veel teiste fenotiitipidega, nditeks teist tiilipi diabeedi (Shea jt., 2011)
ning kohuaordi ja aju aneuriismiga (Helgadottir jt., 2008), kuid klassikaliste CAD-i
riskifaktoritega seosed puuduvad (Chen jt., 2009). Uuringud on geneetiliste variantide ja
suurenenud CAD-i riski analiiiisimisel viidanud mitmetele potentsiaalsetele molekulaarsetele
mehhanismidele, néditeks CDKN2B-AS1 ekspressiooni muutusele ja pdletiku regulatsioonis
osaleva transkriptsioonifaktori STAT1 seondumiskoha kadumisele, kuid selget pohjust pole

veel leitud (Kathiresan ja Srivastava, 2012; Zeller jt., 2012).
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Joonis 2. Manhattani joonis CAD-i GWAS-i tulemustest >100 000 eurooplase seas. X-teljel
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on toodud kromosoominumber ning y-teljel p-véirtuste kiimnendlogaritm. Geeninimedega on
tahistatud koige tdendolisemad kandidaatgeenid CAD-i pohistes GWAS-i  tdddes
identifitseeritud lookustes. Horisontaalne joon mirgib GWAS-i tddde statistilise olulisuse
nivood (p-véirtus < 5 x 10*) (Schunkert jt., 2011, kohandatud).

Teine tdhelepanuvddrne GWAS-i leid on 2007. aastal identifitseeritud lookus 1p13.3, mida on
mitmetes uuringutes seostatud ka LDL-kolesterooli tasemega (Samani jt., 2007; Muendlein
jt., 2009; Teslovich jt., 2010). Selles lookuses paikneb kolm geeni: CELSR2, PSRCI ja
SORTI, millest huvipakkuvaim on viimane. SORTI poolt kodeeritav valk sortilin, mida
leidub mitmetes intratsellulaarsetes kompartmentides (nditeks Golgi kompleks), osaleb nii
endotsiitoosis kui ka valkude rakusiseses transpordis (Nielsen jt., 2001). Funktsionaalsed
katsed niitasid, et vastava lookuse mittekodeerivas regioonis asuva SNP-i rs12740374
minoorne alleel loob transkriptsioonifaktorile C/EBPa (CCAAT-vdimendajaga seonduv valk)
seondumiskoha, millega kaasneb korgenenud SORTI ekspressioonitase maksarakkudes.
Uuringus selgus, et SORTI iileekspresseerimine hiirtes vihendas viga madala tihedusega
lipoproteiinide (very low density lipoprotein — VLDL) sekretsiooni maksarakkudest,
alandades seeldbi LDL-kolesterooli taset veres (Musunuru jt., 2010). Teises uuringus
demonstreeriti aga vastupidist efekti: madala SORTI ekspressioonitasemega kaasnes
vihenenud VLDL-partiklite sekretsioon ning LDL-kolesterooli taseme langus veres (Kjolby
jt., 2010). Arvatakse, et vastupidised tulemused on seotud erinevate katsetingimuste ja

knockout mudelitega (Tall ja Ai, 2011).

1.4 Riskiskoorid

Stidame-veresoonkonnahaigustesse suremuse suure sageduse tottu on kliinilise kardioloogia
suurimaks véljakutseks tuvastada haigestumisriskiga patsiendid. Siidame isheemiatdove
ilmnemist ja kulgu ei ole vdimalik kiill tdpselt ennustada, kuid erinevatel kohortuuringutel
pohinevate mudelite kasutamine lubab haiguse ja tiisistuste tekke riski siiski hinnata (Dent,
2010a). Vilja on arendatud mitmeid riski arvutamise mudeleid, mis demograafilisi ja kliinilisi
tunnuseid arvesse vottes voimaldavad patsiente jagada madala, keskmise ja korge riskiga

kategooriasse (Assmann jt., 2002; Nucifora jt., 2009).

Riskiskoori arvutamise mudel peaks sisaldama haiguse riskifaktoreid (vanus, sugu, lipiidide
tase, siistoolse vererdhu védrtus, suitsetamisharjumused, perekondlik eelsoodumus) ning

olema tidpne antud populatsiooni jaoks (McGinn jt., 2000; Beswick ja Brindle, 2006).
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Patsiendi riskiastme kindlakstegemine lubab seejdrel méédrata sobivaima ravimeetodi:
indiviidid, kellel on diagnoositud siidame-veresoonkonnahaigus (néiteks perifeersete arterite
haigus vo0i aordianeuriism) kategoriseeritakse automaatselt korge kardiovaskulaarse riski
rihma ja ravi pohineb sekundaarse ennetamise strateegiatel; tervete patsientide puhul
kasutatakse primaarset ennetamist, mille puhul korge riskiga indiviididel rakendatakse kohe
medikamentoosset ravi (nditeks lipiidide taset alandavad preparaadid), keskmisesse
riskikategooriasse kuuluvatele patsientidele maéddratakse samuti ravimid voi jétkatakse
mitteinvasiivset testimist ning madala riskiga indiviididele soovitatakse vajadusel elustiili

muutmist (Lloyd-Jones, 2010).

1.4.1 Framinghami riskiskoor

Enim kasutatud mudel on Framinghami riskiskoor, mis traditsiooniliste riskitegurite (vanus,
sugu, silistoolne vererdhk, iild- ja HDL-kolesterooli tase, suitsetamisharjumused) pdhjal
voimaldab hinnata indiviidi kardiovaskulaarse haigusjuhu tekke riski jirgmise kiimne aasta
jooksul (Wilson jt., 1998). Kuigi Framinghami mudelit peetakse oluliseks vahendiks
ennetavas kardioloogias, on selle rakendamisel tdheldatud mitmeid kitsaskohti (Davis jt.,

2010).

Oluline probleem Framinghami mudeli kasutamisel on selle tildistatavuse puudumine. Kuna
Framinghami siidameuuringusse, mis viidi 1dabi 1948. aastal peamiste kardiovaskulaarse riski
tegurite kirjeldamiseks, kaasati enamasti ainult valgeid keskklassi kuuluvaid ameeriklasi, siis
ei pruugi selle mudeli tulemused teiste populatsioonide ja etniliste rithmade puhul tépsed olla
(Davis jt., 2010). D’Agostino ja tema kolleegide poolt ldbiviidud uuringus selgus, et
Framinghami mudel hindab riski jaapani péritoluga ameeriklaste, hispaaniakeelsete
ameeriklaste (Hispanic Americans) ja pdlisameerika naiste puhul iile (D’Agostino jt., 2001).
Teises uuringus tdheldati, et nimetatud mudel alahindab riski aasialaste hulgas (Kanjilal jt.,
2008). Seetdttu on loodud Framinghami mudelil pdhinev riskikalkulaator, mis arvestab ka

patsiendi etnilist kuuluvust’.

Enamik riskimudeleid on vélja tootatud keskealiste seas, nditeks Framinghami riskimudel

loodi indiviidide pdhjal, kelle keskmine vanus oli 49 aastat (Wilson jt., 1998). Kuna on

* http://www.epi.bris.ac.uk/CVDethrisk/CHD CVD_form.html
14



nédidatud, et klassikaliste riskitegurite vOime hinnata siidame-veresoonkonnahaiguse riski
kahaneb vanusega (Kannel ja D’Agostino, 1995; Kannel, 2002), siis voib selliste mudelite
rakendamine eakamate hulgas viia vdirade jareldusteni (Wilson jt., 1998; Assmann jt., 2002;
Conroy jt., 2003). Néiteks on leitud, et iild- ja LDL-kolesterooli tase veres on viga tugev
kardiovaskulaarse riski indikaator keskealiste hulgas, kuid eakamatel on vastav seos oluliselt

ndrgem (Psaty jt., 2004).

Oluline tdhelepanek on veel see, et Framinghami mudelis puuduvad mitmed potentsiaalselt
olulised riskitegurid: perekondlik eelsoodumus, kehamassiindeks, metaboolne siindroom,
sotsiaal-majanduslik staatus ja fiitisiline aktiivsus (Dent, 2010a). Kuigi ligikaudu kolm
neljandikku siidame isheemiatdve riskist on seletatav traditsiooniliste riskifaktoritega, tuleks
efektiivsemaks hindamiseks madrata ka veres leiduvate biomarkerite tase (Dent, 2010b).
Mitmed uued biomarkerid, sealhulgas C-reaktiivne valk (Folsom jt., 2006), homotsiisteiin
(Ebbing jt., 2008), foolhape (Albert jt., 2008), troponiin I (Zethelius jt., 2006), troponiin T
(Otsuka jt., 2010), apolipoproteiinid (Clarke jt., 2007) ning B-tiilipi natriureetiline peptiid (Di
Angelantonio jt., 2009) on efektiivsed indikaatorid korge kardiovaskulaarse riski
tuvastamiseks ning nende lisamine olemasolevatesse mudelitesse aitaks riski hindamist
tapsustada. T60 nende markerite kaasamisel kliinilisse praktikasse on praegu veel poolik, kuid

pohjalikult uurimise all.

Hiljuti loodi Framinghami mudelist edasiarendus, mis lubab ennustada ka ajuinsuldi tekke
riski ning sisaldab uuendatud vorrandeid naiste ja afroameeriklaste kardiovaskulaarse riski
hindamiseks. Kuigi modifitseeritud mudel pdhineb samade riskifaktorite hindamisel, on
keskmine riskirihm vorreldes eelneva versiooniga oluliselt kitsam (joonis 3). Uuendatud
riskiskoori rakendamisel klassifitseeritakse peaaegu iga >60 aasta vanune mees korgesse
riskiriihma (Blaha ja Blumenthal, 2014). Sellega kaasneb suurenenud statiinide (lipiidide taset
alandavad ravimid) véljakirjutamine ja tarbimine. Mitmete spetsialistide hulgas pdhjustab see
aga vastakaid arvamusi, sest statiinide manustamist on seostatud diabeedi kujunemisega

(Carter jt., 2013).
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Joonis 3. Uuendatud mudeli riskirlihmade tulpade laius vorreldes eelneva Framinghami
mudeliga (Blaha ja Blumenthal, 2014, kohandatud).

1.4.2 Muud riskiskoorid

Euroopas vilja tootatud riskimudel SCORE (Systematic Coronary Risk Evaluation)
keskendub ainult fataalsetele kardiovaskulaarsetele juhtudele (nditeks miiokardiinfarkt)
(Grover ja Lowensteyn, 2011). Nimetatud riskiskoori arvutamisel voetakse arvesse vanus,
sugu, slistoolne vererdhk, suitsetamisharjumused ning {ildkolesterooli tase vai iild- ja HDL-
kolesterooli suhe (Conroy jt., 2003). SCORE mudelit on palju kritiseeritud, kuna see jitab
arvestamata mitmed olulised riskitegurid, sealhulgas teist tiilipi diabeedi ning iilekaalulisuse
(Jurgensen, 2006). SCORE mudeli eelis vorreldes Framinghami riskiskooriga on see, et

SCORE tootati vilja suurema ja mitmekesisema kohordi kaasamisel (Dent, 2010a).

Lisaks Framinghami ja SCORE mudelile on kasutusel veel mitmeid teisi riskiskoore.
Sotimaal vilja tootatud ASSIGN oli esimene, mille riski arvutamise algoritmi kaasati ka
sotsiaal-majanduslik staatus ja perekondlik eelsoodumus (Woodward jt., 2007). Saksamaal
arendatud PROCAM arvutab kardiovaskulaarset riski jirgmiste tegurite pohjal: vanus, LDL-
ja HDL-kolesterool, siistoolne vererdhk, perekondlik eelsoodumus miiokardiinfarkti tekkeks,
suhkrutobi ning trigliitseriidide tase (Assmann, 2005). Reynoldsi riskiskoor, mis to6tati vélja
eraldi naiste ja meeste jaoks, votab lisaks traditsioonilistele riskifaktoritele arvesse ka
perekondliku eelsoodumuse ning C-reaktiivse valgu taseme (Ridker jt., 2007; Ridker jt.,

2008). Mitmete riskifaktoritega arvestavat QRISK-i peetakse Inglismaal aga tdpsemaks kui
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Framinghami (Collins ja Altman, 2009).

1.4.3 Geneetiline riskiskoor

Praegu kasutusel olevad riski arvutamise mudelid, mida rakendatakse kliinilises praktikas
sageli sobivaima ravimeetodi valimiseks, pohinevad tavapdrastel riskifaktoritel. Ometi umbes
20% indiviididest, kellel kujuneb tulevikus siidame-veresoonkonnahaigus, ei oma {ihtegi
traditsioonilist riskitegurit, mistdttu praeguste mudelite jirgi kategoriseeritakse need
indiviidid madalasse riskiriihma (Khot jt., 2003). Kuna kardiovaskulaarhaiguste iiheks
esimeseks ilminguks vdib olla siidame dkksurm, on mudelite tiiustamine ddrmiselt oluline.
Seetdttu on hakatud lisaks veres ringlevatele markeritele suurt tdhelepanu pdodrama ka
geneetilistele variatsioonidele, mille lisamine kasutusel olevatesse mudelitesse aitaks

kategoriseerimist tdpsustada (Thanassoulis ja Vasan, 2010).

Geneetilise riskiskoori loomiseks vOib kasutada alleelide loendamisel pdhinevat meetodit
(counted method). Publitseeritud GWAS-i artiklite pohjal méadratakse iga SNP-i riskialleel.
Igal bialleelsel poliimorfismil voib olla 0, 1 vdi 2 riskialleeli koopiat. Selle meetodi puhul
eeldatakse, et igal SNP-I on vordvairne efekt CAD-i kujunemisele ning geneetilise riskiskoori
arvutamiseks liidetakse koikide uuritavate SNP-de riskialleelide arv (Meigs jt., 2008;
Brautbar jt., 2012). Alleelide loendamise meetodil pdhineva riskiskoori arvutamiseks
kasutatakse jargmist valemit:

Loendatud riskiskoor = riskialleelsyp; + riskialleelsyp; + . . . + riskialleelsypy.
Alternatiivne voimalus on kaalutud riskiskoori meetod (weighted method), kus iga lookuse
riskialleelide arv korrutatakse konkreetse SNP-i efekti suurusega ning seejirel tulemused
summeeritakse (Cornelis jt., 2009). Nimetatud meetodi alusel loodud riskiskoori arvutamiseks
kasutatakse jargmist valemit:

Kaalutud riskiskoor = SNP; x beta; + SNP; x beta; + . . . + SNP, x beta,.
Davies ja kolleegide uuringu tulemusena selgus, et kaalutud geneetiline riskiskoor aitab
paremini ennustada CAD-i teket kui alleelide loendamise meetodil pdhinev mudel (Davies jt.,

2010).

Lluis-Ganella ja kolleegide uuringus néidati, et riskialleelide arvu ja CAD-i tekke vahel on
positiivselt korrelatiivne seos. See tdhendab, et rohkem riskialleele kandvatel indiviididel on
suurem tdendosus siidame isheemiatdove kujunemiseks (Lluis-Ganella jt., 2010). Boltoni ja
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kolleegide uuringus selgus, et kaalutud geneetilise riskiskoori lisamine traditsioonilistel
riskifaktoritel pohinevasse mudelisse parandas oluliselt CAD-i riski hindamist (Bolton jt.,
2013). Kuigi mitmed uuringud on kinnitanud lookuse 9p21.3 ja siidame isheemiatdve vahelist
seost, ei aidanud nimetatud geneetilise markeri lisamine tavapdraste riskitegurite pdhjal
loodud mudelisse haigusriski paremini ennustada (Paynter jt., 2010). Samas kaalutud
geneetiline riskiskoor, mis hindas lookuse 9p21.3 ja veel 11 geneetilise variandi mdju CAD-i
kujunemisele, parandas oluliselt riski hindamist (Davies jt., 2010). Ripatti ja tema kolleegide
poolt 1dbi viidud uuringus modelleeriti 13-1 SNP-1 pdhinev kaalutud geneetiline riskiskoor
koos teiste tavapdraste riskiteguritega. Nimetatud mudel parandas nende indiviidide
imberklassifitseerimist, kes traditsiooniliste riskifaktorite hindamisel olid paigutatud
keskmisesse riskikategooriasse (Ripatti jt., 2010). Ka mitmetes teistes riskiskoori uuringutes
on demonstreeritud indiviidide timberklassifitseerimise paranemist geneetiliste markerite

kaasamisel (Kathiresan jt., 2008; Brautbar jt., 2009).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirk

Kidesoleva t60 praktilise osa eesmirgiks oli hinnata, kas geneetilistel markeritel pdhinev
kaalutud riskiskoor vdimaldab ennustada siidame isheemiatdve olemasolu Eesti

populatsioonis.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Valim

Uurimus pdhines Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonoritel, kes on biopangaga
liitunud iile kogu Eesti. Lihtudes rahvusvahelisest haiguste klassifikatsioonist (RHK-10)’,
kaasati uurimusse juhud, kellel oli moni jdrgmistest fenotiilipidest: stenokardia ehk
rinnaangiin ehk rinnaahistus, dge miiokardiinfarkt, korduv miiokardiinfarkt voi krooniline
stidame isheemiatobi. Geneetiliseks analiilisiks kasutati nende geenidoonorite DNA andmeid,
mis olid kommertsiaalse Illumina HumanOmniExpress kiibiga genotiipiseeritud ning 1000
Genoomi Projekti raames sekveneeritud referentshaplotiilipide alusel imputeeritud. Valimi
suuruseks oli 7599 indiviidi (4101 naist ja 3498 meest; vanuses 18 kuni 103 eluaastat).
Haigusjuhte oli kokku 878 indiviidi, kontrollgrupp koosnes 6038 indiviidist ning diagnoos oli
teadmata 683 inimese puhul. Valimi kirjeldus on toodud tabelis 1. Kédesoleva t66 raames
teostatavate uuringute ldbiviimiseks on geenidoonorid andnud informeeritud ndusoleku ning

olemas on Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee kooskdlastus.

Tabel 1. Kdesoleva t60 praktilise osa 1dbiviimisel kasutatud valimi kirjeldus.

Mehed Naised
Sugu 46% 54%
Vanus 50,8 (19,5) 52,9 (21,0)
CAD 14% 11%

Tabelis on toodud meeste ja naiste osakaal, meeste ja naiste keskmine vanus ning sulgudes standardhdlve, CAD-
i esinemise osakaal valimisse kuuluvatel meestel ja naistel.

> http://rhk.sm.ee/
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2.2.2 Geneetiliste markerite valik

Riskiskoori arvutamiseks valiti geneetilised markerid CAD-i fenotiilibi pShistes GWAS-i

publikatsioonides identifitseeritud statistiliselt oluliste (p-vairtus < 5 x 10™) SNP-de hulgast.

Markerite valikul l&htuti kahest kriteeriumist: GWAS-i analiiiis pidi olema teostatud Euroopa

vOi Pohja-Ameerika populatsioonidel ning statistiliselt oluline leid pidi olema vdhemalt iihel

sOltumatul valimil replitseeritud. Sellest ldhtuvalt osutusid valituks 33 geneetilist markerit,

millest 13 olid meie andmestikus kiibiga genotiipiseeritud ja 20 imputeeritud. Andmed SNP-

de kohta vieti GWAS-i kataloogist® (tabel 2). Tabelis toodud 3ansside suhteid kasutatakse

riskiskoori valemis SNP-de efekti suurusena (beta), vottes neist eelnevalt naturaallogaritmi.

Markerite imputeerimisel on oluline imputatsioonikvaliteet (Marchini, 2010). Tavapéraselt

loetakse vadrtusega >0,8 imputeeritud markereid piisavalt usaldusvéérseteks (Southam jt.,

2011). Kéesoleva t60 praktilises osas kasutatud markerite imputatsioonikvaliteedi vadrtus oli

>0,9.

Tabel 2. Riskiskooride arvutamisel kasutatud 33 markerit.

SNP-i ID

rs1333049
rs602633
rs17114036

rs11556924

rs964184

rs579459

rs1412444

rs7173743
rs9818870

rs12190287

rs9515203
rs3798220

Lookus

9p21.3
1p13.3
1p32.2

7q32.2
11g23.3
9934.2

10g23.31

15¢25.1
3q22.3

6q23.2

13q34
6q25.3

Geen voi
lahim geen

CDKN2B-AS1

PSRC1
PPAP2B

ZC3HCI

ZNF259

ABO

LIPA

MORF4L1
MRAS

TCF21

COL442
LPA

* http://www.genome.gov/gwastudies/

RAF
(riskialleel)

0,47 (C)
0,77 (C)
0,91 (A)

0,62 (C)
0,13 (G)
021 (C)
0,42 (T)

0,58 (T)
0,15 (T)

0,62 (C)

0,74 (T)
0,02 (C)

20

OR
(95% CI)

1,23
1,12

1,17
(1,13 -1,22)
1,09
(1,07 - 1,12)
1,13
(1,10 - 1,16)
1,10
(1,07 - 1,13)
1,09
(1,07 - 1,12)
1,07

1,15
(1,11 - 1,19)
1,08
(1,06 — 1,10)
1,08

1,51
(1,33 — 1,70)

p-viirtus

1,39 x 102
1,47 x 1072
4,00x 107"

9,00 x 10™*
1,00 x 1077
4,00 x 10™
3,00x 107
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14932.2
10q11.21
21¢22.11
17p11.2
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19p13.2
10q24.32
6p24.1
17p13.3
2q33.2

6p21.33
11g22.3

13934
1q41
6p21.31
17921.32
1p32.3
7q22.3
19q13.32

10p11.23

SH2B3

HHIPLI

CXCLI12

MRPS6

PEMT

DAB2IP

SMARCA4

CNNM?2

PHACTRI

SMG6

WDRI2

HCG27
PDGFD

COL442

MIA3

ANKS1A4

UBE2Z

PCSK9

BCAP29

TOMM40

KIAA1462

0,40 (T)
0,43 (C)
0,87 (C)
0,15 (T)
0,56 (G)
0,14 (A)
0,77 (G)
0,89 (G)
0,67 (C)
0,37 (C)
0,15 (C)

0,55 (G)
0,32 (T)

0,44 (G)
0,74 (C)
0,75 (G)
0,53 (T)
0,81 (T)
0,80 (C)
0,14 (G)

0,38 (C)

2.2.3 Andmete analiiiisitavale kujule viimine

Genotiipiseeritud ja imputeeritud markerite algandmestikust voeti analiitisimiseks vilja ainult
valitud 33 markeri genotiiiipide info. Vastav genotiilibiandmestik oli sellisel kujul, kus ridades

olid SNP-de tdhised ning veergudes
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heterosiigootsele olekule. Kasutades Krista Fischeri poolt koostatud R-i skripti, viidi
andmestik sellisele kujule, kus ridadeks olid indiviidid, veergudeks SNP-de tdhised ning

vaartusteks riskialleelide arv.

2.2.4 Statistiline analiiiis ja riskiskoori arvutamine

Andmeanaliiiis teostati statistikapaketis R’, kasutades versiooni 2.15.3. Statistilise analiiiisi
labiviimiseks ja riskiskoori arvutamiseks kasutati Kristi Lélli juhendamisel koostatud R-
skripte. Enne riskiskooride arvutamist kontrolliti, kummalt DNA ahelalt on SNP-i riskialleel
genotiilibiandmestikus raporteeritud. Ahelate kontrolli puhul eeldatakse, et GWAS-i artiklites
on riskialleel raporteeritud alati “+” ahelalt, kui ei ole deldud teisiti. Seega on analiiiisi
kaasatavate markerite riskialleeli ja efekti suuna tipsustamiseks vaja kontrollida, et
genotiiiibiandmestiku markerite info oleks samal kujul. Selleks vorreldi GWAS-ides
raporteeritud riskialleele genotiitibiandmestikuga. Kui genotiitibiandmestikus oli mdni SNP
tahistatud “— ahela nukleotiididega, siis asendati see “+” ahela omaga (nditeks kui GWAS-is
on raporteeritud SNP; efektialleeliga A ja referentsalleeliga C, kuid genotiiiibiandmestikus on
alleel T ja referentsalleeliks G, siis on selge, et kodeerimiseks on kasutatud erinevaid ahelaid).
Kui genotiiiibiandmestikus oli riskialleeli asemel kodeeritud referentsalleel, kasutati

riskiskoori arvutamiseks GW AS-is raporteeritud efektisuuna vastupidise mirgiga vairtust.

Riskiskoori arvutamiseks kasutati jargmist valemit:
Riskiskoor = SNP; x beta; + SNP; x beta; + . . . + SNP, x beta,,

kus SNP tdhistab riskialleelide arvu ja beta logistilist regressioonikordajat.

Riskiskoori efekti ja olulisuse hindamisel kasutati logistilise regressiooni mudelit CAD-i

jaoks, kus seletavateks tunnusteks olid vanus, sugu ja geneetiline riskiskoor.

2.3 Tulemused

33 SNP-i pdhjal arvutatud riskiskoori p-vdértuseks tuli 0,0601. Kuna iiletati olulisuse nivood

0,05, ei saa viita, et nendel markeritel pohinev geneetilise riskiskoori mudel aitaks ennustada

> www.R-project.org
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CAD-i olemasolu Eesti populatsioonis. Seetdttu otsustati uurida, kuidas SNP-d iiksikuna
skoori mdjutavad. Selleks lisati suureneva p-véirtuse jargi SNP-e iikshaaval mudelisse ja
selgus, et parim skoor saavutatakse esimese iiheksa markeriga, mille p-vdirtused jddvad
vahemikku 1,39 x 10% kuni 7,44 x 107". Vastava skoori p-vairtuseks tuli 0,000216. Edasiste

markerite lisamine enam skoorile midagi juurde ei andnud (joonis 4).

Skoori olulisuse muutumine SNP-de lisandumisel
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SNP-de arv mudelis

Joonis 4. Skoori olulisuse muutumine SNP-de lisamisel p-vidirtuse jérgi. X-teljel on toodud
SNP-de arv mudelis ning y-teljel naturaallogaritm skoori p-védrtusest mudelis. Horisontaalne
joon mérgib kdige vdiksema p-vairtusega skoori.

Kommertsiaalse {ilegenoomse kiibiga genotiipiseerimisel jddvad paljud SNP-d
identifitseerimata, misottu kasutatakse analiilisitavate markerite arvu suurendamiseks
imputeerimismeetodit. Kuna imputeerimine pohineb genotiipiseerimata jddnud SNP-de
ennustamisel referentspaneeli alusel, ei pruugi see tidpne olla (Li jt., 2009). Seetdttu otsustati
uurida, kas imputeeritud markerite kasutamine mdjutab kdesoleva t66 uuringu tulemust.
Selleks valiti SNAP programmi® ja dbSNP andmebaasi’ alusel imputeeritud markerite
asenduseks samast haplotiiiibiblokist tdielikult aheldunud (LD=1) markerid, mis on
tilegenoomse kiibi peal esindatud. Seejérel teostati kaks erinevat analiiiisi, et vorrelda
genotiipiseeritud ja imputeeritud SNP-del arvutatud riskiskoori ainult genotiipiseeritud SNP-
del pohineva skooriga. Kuna seitsmele SNP-le ei leitud asendusmarkerit, arvutati molemad

skoorid 26 markeri pohjal (tabel 3 lisas). Imputeeritud ja genotiipiseeritud markerite pdhjal

% https://www.broadinstitute.org/mpg/snap/ldsearch.php
7 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
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arvutatud skoori p-védrtuseks tuli 0,116 ning ainult genotiipiseeritud markeritel pdhineva
skoori p-véértuseks tuli 0,118. Kuna modlemal juhul iletati olulisuse nivood 0,05 ning p-
védrtused olid iiksteisele vdga sarnased, voib jéreldada, et imputeeritud markerite kasutamine

analiilisitulemust ei mdjutanud.

Oluline on tdhelepanek, et markeril rs3869109 on meie andmestikus tugev vastupidine efekt
vorreldes publitseeritud GWAS-i tulemusega (Davies jt., 2012). Vastav marker paikneb
inimese leukotsiilidi antigeeni (human leukocyte antigen — HLA) lookuses paiknevate geenide
HCG27 ja HLA-C vahel. See poliimorfsete geenide rikas piirkond omab olulist rolli pdletiku
kujunemisel, immuunvastuse esile kutsumisel ja raku pinnal olevate koesobivusantigeenide
dratundmisel. Kuna HLA lookusele toimib tugev evolutsiooniline surve, siis vdib nimetatud
markeri vastupidine efekt tuleneda populatsiooni etnilise tausta tottu konkreetselt meie

valimist.

2.4 Arutelu

Kiesoleva to0 praktilise osa tulemusena selgus, et kdigi uurimusse kaasatud 33 SNP-i pdhjal
loodud kaalutud geneetiline riskiskoor meie valimi puhul véga efektiivselt ei todta, kuigi
tulemus on piiripealne. Kdige paremini too6tas liheksa vdikseima p-vdirtusega markeri pdhjal
konstrueeritud skoor. Et selgitada nende iiheksa geneetilise markeri moju siidame

isheemiatdve tekkes, tuleb analiiiisida nende rolli bioloogilises kontekstis.

Mitmeid kédesolevas t60s kasutatud SNP-e on seostatud juba teadaolevate siidame
isheemiatdve riskifaktoritega, niiteks lipiidide metabolismiga. Monede markerite puhul on
viidatud aga vdimalikule assotsiatsioonile haiguse progressioonis voi pdletikulises vastuses.
Kuna osa SNP-e ei ole seotud iihegi klassikalise CAD-i riskiteguriga, tuleb nende markerite
tdpse toimimise mehhanismi ja rolli véljaselgitamiseks haiguse kujunemisel lookusi

pohjalikumalt uurida.

Lookuses 1p13.3 paiknev SNP 1rs602633 asub geenide PSRCI ja CELSR2 vahel, mis

kodeerivad vastavalt mikrotuubulite destabiliseerimises osalevat valku (Hsieh jt., 2007) ning

kontakt-vahendatud raku adhesioonis ja retseptor-ligand interaktsioonides funktsioneerivat

proteiini (Vincent jt., 2000). Lisaks sellele markerile on nimetatud lookuses néidatud veel

SNP-ga rs602633 tiielikult aheldunud (LD=1) geneetilise markeri rs599839 seost suurenenud
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CAD-i riski ning iild- ja LDL-kolesteroolitasemega (Samani jt., 2008). Kuigi markeri
rs599839 pdhjuslikku efekti haiguse kujunemisele ning kolesterooli tasemele pole veel
selgitatud, viitab mitme markeri assotsiatsioon iihes lookuses asjaolule, et GWAS-is
identifitseeritud véikseima p-viirtusega markerid ei pruugi otseselt olla haigust pohjustavad
variandid. Pohjuslik SNP vo&ib olla tuvastatud markeritega aheldunud ning omada palju
korgemat p-védrtust (Stranger jt., 2011). Teine lipiidide metabolismiga seotud SNP rs964184
asub lookuses 11g23.3. Nimetatud markeri 1&him geen ZNF259 kodeerib valku ZPR1, mis on
oluline regulatoorne proteiin normaalseks tuumakese talitlemiseks raku proliferatsioonis ja
signaalililekandes (Galcheva-Gargova jt., 1998). On ndidatud, et see valk suurendab
trigliitseriidide taset ja lipoproteiiniga seostunud fosfolipaas A2 (lipoprotein-associated
phospholipase A2 — Lp-PLA2) aktiivsust (Willer jt., 2008). Lp-PLA2, mida peetakse
soltumatuks kardiovaskulaarseks riskiteguriks ja podletikuliseks biomarkeriks (Rubinstein ja
Izkhakov, 2011), omab olulist rolli ateroskleroosi arengus (Zheng jt., 2011), mdjutades LDL-
partikleid (Suchindran jt., 2010). Lisaks on erineva etnilise taustaga populatsioonides leitud
seos geenis LIPA asuva SNP-i rs1412444 ja siidame isheemiatdve vahel (Wild jt., 2011;
Vargas-Alarcon, 2013). Nimetatud geneetilist markerit on seostatud suurenenud LIPA
ekspressioonitasemega (Wild jt., 2011). Geen LIPA kodeerib LAL (lysosomal acid lipase)
valku, mis hiidroliiiisib raku liisosoomides kolesteroolestreid ja trigliitseriide vaba kolesterooli
ja rasvhapete saamiseks. Kui vastav ensiiim normaalselt ei funktsioneeri, vdivad lipiidid
rakus akumuleeruda ja pohjustada vahtrakkude ning seejédrel aterosklerootilise naastu
moodustumist (Zschenker jt., 2006). Seega viitavad nimetatud lookused lipiidide metabolismi

osalusele kui viga tihtsale protsessile ateroskleroosi patogeneesis.

Geeni ABO ldhedal asuv SNP rs579459 on seotud LDL-kolesterooli (Chasman jt., 2009),
ICAM-1 (Paré jt., 2008) ning E- (Paterson jt., 2009) ja P-selektiinide (Barbalic jt., 2010)
tasemega. ICAM-1 ning E- ja P-selektiinid osalevad pdletikulistes protsessides, edendades
leukotstiiitide adhesiooni veresoone seina endoteelirakkudele (Barbalic jt., 2010). Seega voib
oletada, et lookuses 9q34.2 olevatel variantidel on oluline funktsioon ateroskleroosi
poletikulise vastuse kujunemises. Teine inflammatsiooniga seotud SNP rs9818870, mis aitab
ennustada kardiovaskulaarse haiguse riski tervetel indiviididel, paikneb lookuses 3q22.3 (Ellis
jt., 2011). Nimetatud marker asub geeni MRAS 3’UTR (3’untranslated region) regioonis
mikro-RNA seondumiskohtade 1dhedal. 33 kiloaluspaari pikkuselt MRAS geenilt
kodeeridakse GTP-d siduvate Ras valkude superperekonda kuuluvat proteiini M-Ras, mida

ekspresseeritakse suures koguses siidames (Erdmann jt., 2009). Hiirtega 14biviidud uuringutes
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on demonstreeritud M-Ras valgu osalemist immuunrakkude adhesiooni signalisatsioonis
(Yoshikawa jt., 2007). Oluline oleks uurida, kuidas SNP nimetatud geenile efekti avaldab
ning immuunrakkude adhesiooni signalisatsiooni mdjutab. Lookuse detailsem uurimine

voimaldaks ateroskleroosi pdletikuliste protsesside kujunemist paremini selgitada.

Geenis ZC3HC1 asuvat geneetilist markerit rs11556924 on seostatud unearteri intima-media
paksenemisega reumatoidartriiti pddevatel patsientidel (Lopez-Mejias jt., 2013).
Reumatoidartriit on kompleksne poletikuline haigus, mis on seotud suurenenud
kardiovaskulaarhaiguste riskiga (Chung jt., 2005). Geen ZC3HCI kodeerib samanimelist
valku, mille funktsiooniks on kontrollida mitootilise jagunemise ajastust ja kompleksis
konstitutiivselt aktiivsete onkogeensete proteiinidega soodustada kartsinogeneesi arengut (Li
ja Morris, 2008). Muutused ZC3HCI1 valgu stabiilsuses ja funktsionaalsetes omadustes
voivad pohjustada endoteeli védrtalitlust (Lopez-Mejias jt., 2013). Seega voib nimetatud
markeril olla oluline roll ateroskleroosi kujunemisel, kuna hiired endoteeli ldbilaskevdimes
soodustavad haiguse teket. Ateroskleroosi kulu halvenemisega seotud SNP rs7173743
paikneb geenivahelises piirkonnas. Lisaks geenile MORF4LI paikneb nimetatud markeri
lahedal ka geen ADAMTS7. Geeniprodukti akumuleerumist on ndidatud pérg- ja unearteri
aterosklerootilise naastu koostises olevates silelihasrakkudes (Pu jt., 2013). ADAMTS7
vahendab ekstratsellulaarse maatriksi valgu COMP (cartilage oligomeric matric protein)
degradatsiooni, mis pohjustab vaskulaarsete SMC-de migratsiooni ja intima paksenemisest
pérast veresoonte kahjustust (Wang jt., 2009). Nimetatud SNP-i efekti ADAMTS7 geenile

tuleks veel uurida.

Lookuses 9p21.3 paiknevatest SNP-dest on olulisimaks osutunud rs1333049, mida on
erinevates populatsioonides CAD-i fenotiilibiga ka edukalt replitseeritud (Mendonga jt., 2011;
Shanker jt., 2014). Oluline on mirkida, et nimetatud lookuses paiknevad markerid ei ole
seotud lihegi tavapirase siidame isheemiatdve riskifaktoriga, mis viitab seni avastamata
molekulaarsetele radadele ateroskleroosi kulus. On tdenéoline, et 9p21.3 lookuses paiknevatel
geneetilistel variantidel on regulatoorne roll valke kodeerivate geenide ekspressioonil
(Roberts ja Stewart, 2012b). SNP-i rs1333049 ldhimate valke kodeerivate geenide CDKN2A
ja CDKN2B tépse rolli ja mehhanismi véljaselgitamine haiguse kujunemisel vajab tdiendavaid
funktsionaalseid uuringuid. Samuti on geenis PPAP2B paikneva SNP-i rs17114036 tépse

toimimise mehhanismi moistmiseks vaja teha funktsionaalseid katseid (Erbilgin jt., 2013).
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Kuna senini identifitseeritud geneetilised markerid selgitavad ainult véikese osa siidame
isheemiatdve pdirilikkusest, aitaks uute SNP-de tuvastamine paremini moista haiguse
geneetilist tagapohja. Kéesoleva t66 praktiline osa pdhines ainult geneetilistel markeritel, kuid
mitmetes uuringutes on demonstreeritud, et vottes lisaks SNP-dele arvesse ka traditsioonilised
riskitegurid, on haiguse kujunemise tdendosuse hindamine oluliselt efektiivsem (Davies jt.,
2010; Ripatti jt., 2010; Bolton jt., 2013). Antud t66s selgus, et vihemate, kuid vdiksemate p-
védrtustega SNP-de kasutamine riskiskoori arvutamisel annab parema tulemuse kui
rohkemate ja seejuures suuremate p-vidrtustega markerite kaasamine. Samas on Paynteri ja
kolleegide poolt 1dbiviidud uuringus selgunud, et ainult statistiliselt kdige olulisemat markerit
sisaldava lookuse lisamine mudelisse ei paranda CAD-i riski hindamist (Paynter jt., 2010).
Kuna siidame isheemiatdve ndol on tegemist &drmiselt kompleksse fenotiilibiga, on
uuringusse kaasatavate geneetiliste markerite valimine viga keeruline, kuid vairib tulevikus

kindlasti edasist uurimist.

Enamikus riskiskooridel pohinevates toddes, kus on uuritud geneetiliste markerite ja
tavapéraste riskitegurite voimet hinnata kardiovaskulaarse haigusjuhu tekke riski, on koik
SNP-d otse genotiipiseeritud. Kéesolevas t60s kasutati selle asemel iilegenoomse kiibi
andmeid. Kuigi antud t66s analiilisiti imputeerimise efekti, ei olnud seda vdimalik teha
seitsme SNP-i puhul, millele ei leitud asendusmarkerit tingimusel LD=1. Seetottu tuleks need

SNP-d iile genotiipiseerida.

Tépsema riski hindamise saavutamiseks tuleks kéesolevas to0s kasutatud geneetilised

markerid lisada olemasolevatesse tavapérastel riskiteguritel pdhinevatesse mudelitesse.
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KOKKUVOTE

Stidame isheemiatdbi ja sellest tingitud tiisistused pohjustavad igal aastal miljonite inimeste
surma. Nimetatud haiguse puhul on tegemist &drmiselt kompleksse fenotiilibiga, mille
kujunemisel méngivad rolli nii geneetilised kui ka keskkonnast tingitud tegurid. Seetdttu ei
ole senini suudetud luua efektiivset ravimeetodit siidame isheemiatdve esinemissageduse
vihendamiseks. Kuigi konkreetse tdve eest vastutavate tavapidraste riskifaktorite
kindlakstegemine ei ole viinud soovitud eesmérkideni, vdOib iilegenoomsetes
assotsiatsiooniuuringutes tuvastatud geneetiliste variantide uurimine aidata indiviidide

haigestumisriski parema hindamisstrateegia valjatootamisel.

Kiesolevas t60s on kirjeldatud pohilisi siidame isheemiatove geneetiliste aluste selgitamiseks
kasutatavaid meetodeid ning haiguse ennetamiseks vOi varaseks avastamiseks rakendatavaid
riskiskooridel pdhinevaid mudeleid. Praktilise osa eesmérgiks oli uurida, kas geneetiline
riskiskoor aitab ennustada siidame isheemiatdve olemasolu Eesti populatsioonis. Selleks
analiiiisitt GWAS-ides raporteeritud statistiliselt oluliste SNP-de efekti Eesti Geenivaramu

valimis, kasutades kaalutud meetodil pdhinevat geneetilist riskiskoori.

Antud t00s selgus, et geneetilised markerid aitavad ennustada siidame isheemiatdve
olemasolu Eesti Geenivaramu valimis. Parima tulemuse andsid véikseima p-viértusega SNP-

d, millel voib olla stidame-veresoonkonnahaiguse kujunemisele suurem efekt.
Kuna traditsioonilistel riskiteguritel pohinevad riskiskoori mudelid ei suuda efektiivselt

ennustada kardiovaskulaarse haiguse tekke tdendosust, vOib arvata, et geneetiliste markerite

lisamine olemasolevatesse mudelitesse aitaks riski hindamist oluliselt parandada.
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Risk estimation of coronary artery disease based on genetic markers in Estonian
Genome Center cohort

Anett Tahiste

Summary

Coronary artery disease (CAD) is the leading cause of death and disability worldwide, and its
prevalence is expected to increase in the coming years. CAD is a multifactorial disease
involving both genetic and environmental factors and is primarily caused due to a process of
progressive damage of large and medium-sized coronary arteries called atherosclerosis. The
techniques used to study the genetic basis of cardiovascular diseases have evolved from
linkage studies to candidate gene analysis and genome-wide association studies (GWAS).
Currently, approximately 40 single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with CAD
have been identified by GWAS.

The major cardiovascular risk factors, namely male sex, hypertension, cholesterol level and
smoking behaviour have been well known for a long time. Based on these factors, a number
of risk prediction algorithm scores have been developed, including the Framingham risk
score, that provides an estimate of the 10-year risk. However, current assessment strategies do
not fully explain the cardiovascular risk. For example, it is suggested that approximately 20%
of patients with CAD lack any of the conventional risk factors. This implies that additional
factors might help improve the accuracy of disease risk delineation. This hypothesis has led to
considerable research on nontraditional risk factors, including genetic markers, which could

significantly improve risk estimation.

The aim of this study was to estimate whether weighted risk score based on genetic markers
could predict the presence of coronary artery disease in Estonian population. The study
involved in silico data from the Estonian Genome Center, Tartu University on 878 CAD cases
and 6038 controls. The genetic risk score calculated as a weighted sum of CAD risk alleles

was based on 33 top GWAS markers.

The genetic risk score model based on 33 SNPs, sex and age did not work well in our sample
(p-value 0.0601), but the model including 9 markers with smallest p-values improved the

estimation of the presence of the disease significantly (p-value 0.000216). Involvement of
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imputed markers did not affect the results of our study. Risk prediction should improve

considerably if traditional risk factors are taken into account as well.
Because risk score models based on traditional risk factors cannot effectively predict the

likelihood of developing cardiovascular disease, it can be assumed, that inclusion of genetic

markers into existing risk assessment models would greatly improve risk estimation.
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Kdige suuremad tdnusdnad kuuluvad minu juhendajale, Maris Alverile, kelle abi, dpetussonad
ning panus sellesse td0sse on olnud hindamatu vairtusega. Parim juhendaja, kelle toetus t60

valmimisel siistis minusse motivatsiooni ja kindlustunnet, et tegelen dige asjaga.
Lisaks soovin siiralt tinada oma kaasjuhendajat Kristi Lélli, kelle abi ja kannatlikkus
statistiliste moistete selgitamisel ning andmeanaliiiisi ldbiviimisel olid t66 valmimise

seisukohalt asendamatud.

Suured tdnud ka teistele biotehnoloogia dppetooli inimestele, kes olid alati ndus kiisimustele

vastama ja probleemide esinemise korral aitama.

Soovin tinada ka oma vanemaid, vanavanemaid ja elukaaslast, kelle moraalne toetus ning usk

minusse aitasid t06 valmimisele oluliselt kaasa.
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Tabel 3. Lisaandmed riskiskooride arvutamisel kasutatud 33 markeri kohta.

SNP-i ID Imputeeritud/ Imputeerimis- Proxy-markeri ID
(riskialleel) genotiipiseeritud kvaliteet (riskialleel)
rs1333049 Imputeeritud 0,918 rs4977574
(©) G)
1s602633 Imputeeritud 0,968 rs599839
© (A)

rs17114036 Imputeeritud 0,995 -
(A)
rs11556924 Genotiipiseeritud
©
1s964184 Imputeeritud 0,998 rs17120029
G) (T)
rs579459 Genotiipiseeritud
©
rs1412444 Genotiipiseeritud
(T)
rs7173743 Genotiipiseeritud
(T)
rs9818870 Genotiipiseeritud
(T)
rs12190287 Imputeeritud 0,986 -
©
rs9515203 Genotiipiseeritud
(T)
rs3798220 Imputeeritud 0,903 -
©
rs3184504 Genotiipiseeritud
(T)
rs2895811 Imputeeritud 0,997 rs17562391
© (T)
rs1746048 Imputeeritud 0,999 rs607363
© (A)
rs9982601 Imputeeritud 0,994 -
(T)
rs12936587 Imputeeritud 0,993 rs12449964
(G) ©
rs7025486 Imputeeritud 0,937 -
(A)
rs1122608 Imputeeritud 0,982 rs3786725
(G) (G)
rs12413409 Imputeeritud 0,999 rs12221064
(G) ©)
rs12526453 Imputeeritud 0,997 rs7739181
(©) G)
1s216172 Imputeeritud 0,997 rs11655813
© (T)
rs6725887 Imputeeritud 0,999 rs7582720
(©) ©
rs3869109 Genotiipiseeritud
G)
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rs974819 Genotiipiseeritud

(T)
rs4773144 Genotiipiseeritud
(G)
rs17465637 Genotiipiseeritud
©
rs17609940 Imputeeritud 0,998 -
(G)
rs46522 Imputeeritud 1,000 152546491
(T) G)
rs11206510 Genotiipiseeritud
(T)
rs10953541 Imputeeritud 0,999 rs7785962
(©) G)
rs2075650 Genotiipiseeritud
(G)
rs2505083 Imputeeritud 0,909 -
©

Proxy-marker — imputeeritud markerile valitud asendusmarker tingimusel LD=1, mis on I[llumina
HumanOmniExpress kiibiga genotiipiseeritud; - — puudub proxy-marker tingimusel LD=1.
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