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LUHENDID

3’-UTR
5’-UTR
6-MeMP
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6-TGN
ACN
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AZA
BHMT
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DTT
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GMPS

H1
H2A-H2B
H3-H4
Hcy
HDAC
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IMPDH

K
MeCP2
MeOH
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3’ transleerimata piirkond, 3’ untranslated region

5’ transleerimata piirkond, 5’ untranslated region
6-metiileeritud merkaptopuriin, 6-methylated mercaptopurine
6-merkaptopuriin, 6-mercaptopurine

6-tioguaniin, 6-thioguanine

Tioguaniinnukleotiidid, thioguanine nucleotides

Atsetonitriil, acetonitrile

Age liimfoidne leukeemia, acute lymphoblastic leukemia
Aldehiitidoksiidaas, aldehyde oxidase

Asatiopriin, azathioprine

Betaiin-homotsiisteiini metiiiiltransferaas, betaine-homocysteine
methyltransferase

Tsiitosiin-guaniin dinukleotiid, cytosine and guanine dinucleotide
Loenduste arv minutis, counts per minute

Ravimeid metaboliseerivad ensiitimid, drug metabolizing enzymes
Dimetiitilsulfoksiid, dimethyl sulfoxide

DNA metiiiiltransferaasid, DNA methyltransferase
Dihiidroptirimidiini dehiidrogenaas, dihydropyrimidine dehydrogenase
Desoksii-6-tioguanosiin-5’-trifosfaat, deoxythioguanine triphosphate
Ditiotreitool, dithiothreitol

Valeavastuste maar, false discovery rate

Guanosiin monofosfaadi siintetaas, guanine monphosphate synthetase
Histoon H1, histone H1

Histoonid H2A ja H2B, histone H2A and histone H2b

Histoonid H3 ja H4, histone H3 and histone H4

Homotsiisteiin, homocysteine

Histooni deatsetiilaas, histone deacetylases
Hiipoksantiinguaniin-fosforibosiiiiltransferaas, hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase

Korgefektiivne vedelikkromatograafia, high-perfomance liquid
chromatography

Poletikulised soolehaigused, inflammatory bowel diseases

Inosiin monofosfaadi dehiidrogenaas, inosine-5-monophosphate
dehydrogenase

Liisiin, lysine

Metiileeritud DNA-d siduv valk 2, methyl CpG binding protein 2
Metanool, methanol

Metiileeritud 6-tioinosiin-5’-monofosfaat, methylated 6-thioinosine 5'-
monophosphate



MTHFR

MTX
PPAT

PRPP

RBC
RCF
SAH
SAM
SUMO
TF
TGDP
TGMP
TGTP
TIMP
TPMT
TSS
TUA
TYMS

VNTR

X0

5,10-metiileentetrahiidrofolaadi reduktaas, methylenetetrahydrofolate
reductase

Metotreksaat, methotrexate

Fosforibosiiiilpiirofosfaadi aminotransferaas, phosphoribosylpyrophosphate
amidotransferase

Fosforibosiiiilpiirofosfaat, phosphoribosyl pyrophosphate

Arginiin, arginine

Punased vererakud, red blood cells

Redutseeriud folaadi kandja, reduced folate carrier
S-adenosiiiil-L-homotsiisteiin, S-Adenosyl-L-homocysteine
S-adenosiiiil-L-metioniin, S-Adenosyl methionine

Ubikvitiini sarnased modifitseerijad, small ubiquitin-related modifier
Transkriptsioonifaktor, transcription factor
6-tioguanosiin-5’-difosfaat, thioguanine diphosphate
6-tioguanosiin-5’-monofosfaat, 6-thioguanosine 5°’-monophosphate
Tioguanosiin-5’-trifosfaat, thioguanine triphosphate
6-tioinosiin-5’-monofosfaat, 6-thioinosine 5'-monophosphate
Tiopuriinmetiitiltransferaas, thiopurine methyltransferase
Transkriptsiooni alguspunkt, transcription start site

Tiouuraat, thiouric acid

Timidiilaadi stintaas, thymidylate synthase

Uhik, unit

Varieeruva arvuga tandeemsed kordusjérjestused, variable number tandem
repeats

Ksantiinoksiidaas, xanthine oxidase



SISSEJUHATUS

Varieeruva ravimivastuse kujunemisele annavad panuse mitmed faktorid, nende hulgas indiviidi
vanus, kehamassiindeks, populatsiooniline péritolu, sugu, koostoimed teiste samaaegselt
manustatavate ravimitega, haiguse olemus, keskkonnafaktorid ning patsiendi iildine tervislik
seisund. Kuid vdga olulist rolli médngib ka inimese genoomi normaalsetest varieeruvustest
pohjustatud geneetiline erinevus, mis mojutab ravimivastuse kujunemist indiviiditi (Evans ja
McLeod, 2003; Crews jt., 2012).

Ravimiannuseid voib liigitada mittetoimivateks, toimivateks ehk terapeutilisteks ning
toksilisteks. Uhel avaldub ravimi terapeutiline toime standarddoosi korral, teistel vdib aga
tavapdrase ravimiannuse manustamine pohjustada kdrvalnihte ja toksilisust. Farmakogeneetika
itheks eesmérgiks on ravimite moju avaldumist ja haiguste kulgu mojutavate geneetiliste
markerite tuvastamine. Teades inimeste haiguse olemust, ravi efektiivsust mdjutavaid faktoreid
ning nende geneetilisi isedrasusi, on voimalik maéirata igale indiviidile optimaalne terapeutiline
ravim ja ravimidoos, mis tagaks maksimaalse ravitulemuse.

Kliinilises praktikas kasutatakse dgeda liimfoidse leukeemia (acute lymphoblastic leukemia,
ALL) raviks tiopuriinravimeid, mida manustatakse ka pdletikuliste soolehaiguste ravis
(inflammatory bowel diseases , IBD).

Tiopuriinmetiiiiltransferaas (thiopurine methyltransferase, TPMT) on tsiitoplasma ensiiiim.
TPMT kaudu metaboliseerudes moodustuvad tiopuriinravimite inaktiivsed metaboliidid, mis
véljutatakse organismist uriiniga. Muutused TPMT geenis pohjustavad individuaalseid erinevusi
ravimite taluvuses ja efektiivsuses (Weinshilboum ja Sladek, 1980). Ensiitimiaktiivsuse langus
pOhjustab ravimi aktiivsete metaboliitide kuhjumist organismi, mis omakorda voib patsientidel
tekitada eluohtlikke ravimikorvalndhte (Lennard jt., 1987). Tiopuriinravimite pdhjustatud
toksilisuse valtimiseks on soovitav teostada enne ravi alustamist patsientide genotiipiseerimine
vOi médrata TPMT aktiivsust.

Hoolimata mitmete farmakogeneetiliste markerite tuvastamisest, on farmakogeneetikal pohinev
diagnostika ténapdeval rakendatav vaid véikesele osale ravimitele (Chua ja Kennedy, 2012).
Esmane entusiasm farmakogeneetika rakendamisest Kkliinilises praktikas on asendunud
teadmisega, et ravimite metabolism ei soltu reeglina ainult iihest kindlast ensiiimist, vaid

keerulisest metaboolsest vorgustikust, milles on olulised mitmed komponendid.



Tanapdeval on joutud teadmiseni, et lisaks geneetilistele erinevustele ravimeid metaboliseerivates
geenides on ravimivastuse kujunemisel oluline roll ka epigeneetilistel faktoritel. Epigeneetiline
geeniregulatsioon on diinaamiline ning vastuvotlik keskkonna tingimustele. Seega vdivad
keskkondlikud mojurid, mille hulka kuuluvad ka ravimid, mdjutada ravimeid metaboliseerivate
geenide ja ravimi sihtmérkgeenide ekspressiooni ja seega ka ravimivastust (Kacevska jt., 2011).
Kéesoleva t60 eesmérgiks on uurida, kas ja kuidas mojutavad poliimorfismid ja DNA
metiileerimine TPMT aktiivsust maksakoes. Uuringud on ndidanud, et poliimorfismid TPMT
geenis avaldavad moju ensiitimiaktiivsusele, kuid geneetilised faktorid seletavad vaid osaliselt
aktiivsuse varieeruvust. TPMT on oluline ravimeid metaboliseeriv ensiiiim, seega on téhtis teada
enne raviplaani koostamist, kuidas mdjutab indiviidi geneetiline ja epigeneetiline taust
kasutatavate ravimite toimet. Soovitud ravitulemuste saamiseks tuleks eclnevalt vilja selgitada
TPMT aktiivsust mdjutavad faktorid, et saadud teadmiste abil oleks vdimalik raviplaane

individualiseerida.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Geneetiline varieeruvus ravimeid metaboliseerivates geenides

Farmakogeneetika uurib erinevaid ravimi efektiivsust mojutavaid geneetilisi faktoreid.
Manustamise jirgselt interakteeruvad ravimid erinevate valkudega: transporterite,
metaboliseerivate  ensiiimide ja retseptoritega. Need protsessid on kirjeldatavad
farmakokineetika ja -diinaamikaga (Li ja Bluth, 2011). Farmakokineetika kirjeldab ravimi
imendumist, jaotumist, metabolismi ja eritumist (Preskorn jt., 1993). Farmakodiinaamika aitab
madrata ravimi mdarklaudu ja kirjeldada toimemehhanisme (Goldstein jt., 2003).
Farmakokineetikat mojutavad geenid, mis kodeerivad ravimeid metaboliseerivaid ensiitime
(drug-metabolizing enzymes, DME) ning ravimite transportereid (Goldstein jt., 2003).

Ravimite biotransformatsiooni voib jagada kaheks faasiks — esimeses faasis toimuvad
funktsionaliseerumise reaktsioonid ja teises konjugatsioonireaktsioonid. | faasis toimub ravimite
funktsionaalse grupi muutus kas oksiidatsiooni, reduktsiooni voi hiidroliiiisi teel (Berg jt., 2002).
Seda protsessi vahendavad enamasti tsiiokroom P450 perekonna ensiiimid, millest ravimite
metabolismi seisukohalt on olulisemad CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL ja
CYP3A4. Teises faasis seotakse ravim voi selle | faasis tekkinud metaboliit endogeensete
ainetega ning tekkivad metaboliidid on enamasti inaktiivsed (Kalra jt., 2009).

Teadlaste iiheks suurimaks huviobjektiks on pikka aega olnud DME-de aktiivsust mojutavad
geneetilised pohjused, mille uurimine aitab mdista nende modju ravimite tdhususele ja
toksilisusele (Johnson, 2001).

DME-de geneetiline varieeruvus mojutab mitmete erinevate haiguste raviks kasutatavate ravimite
mdjusust (Tomalik-Scharte jt., 2008). Naiteks on leitud, et depressiooni raviks kasutatavate
tritstikliliste antidepressantide metabolismis osaleva ensiiimi CYP2D6 kataliiiitilist aktiivsust
mdjutavad  geneetilised poliimorfismid (Baumann jt., 1986; Bertilsson jt. 2002).
Enstitimiaktiivsust on vdimalik ennustada vastavalt CYP2D6 genotiiiibile ehk funktsionaalsete
CYP2D6 alleelide arvule. Kahe voi iihe funktsionaalse CYP2D6 geeni koopiaga indiviidid on
vastavalt kiired ja keskmised metaboliseerijad ning patsiendid, kellel on moélemad CYP2D6

alleelid mittefunktsionaalsed, on aeglased metaboliseerijad (Sachse jt., 1997). On teada, et



venlafaksiiniga ravitud madala CYP2D6 aktiivsusega patsientidel on korgem risk kardiotoksilise
ja raske ariitmia tekkeks (Lessard jt., 1999).

Teise nditena voib tuua antikoagulantravimid, mille efektiivsust geneetilised faktorid mdjutavad.
Trombemboolia patsiendid vajavad intensiivset ja monikord eluaegset antikoagulantravi.
Laialdaselt kasutatakse kumariin-antikoagulante (varfariin ja atsenokumarool), mis on vitamiin
K antagonistid. Neid ravimeid iseloomustab kitsas terapeutiline indeks ning markimisvéédrne
individuaalne erinevus ravimi tohususes (Tomalik-Scharte jt., 2008). Varfariini manustatakse S-
ja R-varfariini seguna. Varfariini eliminatsiooniteeks on maksas toimuv metabolism — S-varfariin
kataliitisitakse inaktiivseteks metaboliitideks CYP2C9 ning R-varfariin CYP1A2 ja CYP3A
toimel (Miners ja Birkett, 1998). Kumariin-antikoagulantide ravimite efektiivsust mdjutavad
poliimorfismid CYP2C9 geenis, mille regulatiivses ja kodeerivas piirkonnas on tuvastatud
rohkem kui 50 ithenukleotiidset poliimorfismi (single nucleotide polymorphism, SNP). Mdned
neist pdhjustavad vihenenud ensiiiimiaktiivsust!. Erinevused CYP2C9 ensiiiimiaktiivsuses
voivad pohjustada antikoagulantraviga kaasnevaid komplikatsioone, milleks on rasked veritsused
voi ravimi efektiivsuse puudumine (Tomalik-Scharte jt., 2008).

Kolmandaks néiteks geneetiliste faktorite mojust ravimivastusele on véhkkasvajate raviks
kasutatav 5-fluorouratsiil (5-fluorouracil, 5-FU), mis organismi sattudes suures o0sas
dihiidropiirimidiini ~ dehiidrogenaasi  (dihydropyrimidine  dehydrogenase, DPD) poolt
inaktiveeritakse. Kui organismis on DPD ekspressioon vidhenenud voi puudub, siis on oht
ravimitoksilisuse kujunemiseks mérgatavalt kdorgem kui normaalse DPD ekspressiooni korral.
Enim kirjeldatud poliimorfism DPD geenis on 14. eksonis asuv [IVS14 +1 G>A, mille olemasolu
korral jaetakse DPD pre-mRNA splaissingul ekson 14 vahele ning tekkiv mRNA on 165
nukleotiidi vorra lithem (Meinsma jt., 1995). Tegemist on suhteliselt harva esineva geneetilise
muutusega, mis pShjustab patsientidel rasket 5-FU toksilisust (Raida jt., 2001). Seega oleks
vajalik enne 5-FU ravi alustamist médrata DPD genotiiiip, et véltida ravimi kdrvalmdjude teket.
DME-de poliimorfsus on oluline faktor, millega tuleb arvestada raviplaanide koostamisel, kuna
geneetiline  varieeruvus mojutab erinevate  vihkkasvajate, haavanditove  ja
kardiovaskulaarhaiguste raviks kasutatavate farmakonide efektiivsust (Tomalik-Scharte jt.,
2008). Teadaolevate ravimivastust mojutavate poliimorfismide rutiinne skriinimine aitaks &ra
hoida ravimikdrvaltoimeid ning muuta raviplaanide koostamine individuaalsemaks ning seelébi

ka efektiivsemaks.

L http://www.cypalleles.ki.se/



1.2 Epigeneetika

Epigeneetika on Opetus paritavatest muutustest, mis ei ole seotud muutustega DNA jéirjestuses
(Wolffe ja Matzke, 1999). Epigeneetilised muutused pdhjustavad geeniekspressiooni mustrite
kordumist uues pdlvkonnas. Geeniekspressioon on kontrollitud erinevate keemiliste riihmade
lisamisega DNA ldmmastikalustele voi histoonidele voi nende eemaldamisega (Henikoff ja
Matzke, 1997). Epigeneetilised protsessid nagu kromatiini struktuuri modifitseerimine ja DNA
metiileerimine on kaks biokeemiliselt erinevat, kuid funktsionaalselt seotud molekulaarset
regulatsioonimehhanismi (Nan jt., 1998).

Samuti on leitud néditeid, et epigeneetiline DNA modifitseerimine on kaudselt seotud ka
muutustega DNA jérjestuses, kuna metiileeritud tsiitosiinidel on suurem mutatsioonisagedus kui

teistel nukleotiididel (Yang jt., 1996).

1.2.1 DNA metiileerimine

Nukleotiidide keemiline modifitseerimine mangib suurt rolli geeniekspressiooni regulatsioonil.
Selgroogsete epigeneetilise regulatsiooni iiks olulisemaid elemente on tsiitosiinide
metiilatsioonimuster genoomis. Peamiselt metiileeritakse tsiitosiin-guaniin  (CpG) di-
nukleotiidset jarjestust, mis moodustab inimese genoomi koikidest CpG jérjestustest 60-90%
(Razin ja Riggs, 1980; Ng ja Bird, 1999). Tsiitosiini viienda siisiniku kiilge lisatakse metiitilgrupp
(-CH?3) (joonis 1), seda protsessi vahendavad DNA metiiiiltransferaasid (Razin ja Cedar, 1977).

NH, NH;
A +-CH Me.. .
[’ R:N 3 T\ ~N
Sy Q
*NH o NHJ-ARb
SAM S5AH
Tsiitosiin (C) S-metliltsitosiin

Joonis 1. Tsiitosiini ja S-metiiiiltsiitosiin. Tsiitosiini viienda siisiniku kiilge lisatakse metiiiilgrupp (-CHs), mille
doonoriks on S-adenosiiiil-L-metioniin (SAM). Metiilatsiooni kéigus tekib S-adenosiitil-L-homotsiisteiin (SAH).



Imetajatel on umbes 28 miljonit CpG saiti, mis paiknevad enamasti horedalt iile kogu genoomi.
Samas leidub lithikesi regioone, mis on CpG rikkad ja mida nimetatakse CpG saarekesteks (Ng
ja Bird, 1999). Nendes on CpG dinukleotiidide tihedus oluliselt korgem kui mujal genoomis
(Antequera ja Bird, 1993). Arvatakse, et genoomis on umbes 29 000 CpG saarekest. Ligikaudu
50-60% geenidest sisaldavad promootorpiirkonnas CpG saarekest.

Soltuvalt kromosoomi piirkonnast, rakutiilibist, arengustaadiumist ja alleeli péritolust voib CpG
olla kas metiileeritud, metiileerimata vdi hemi-metiileeritud (ithel DNA ahelal on CpG sait
metiileeritud, teisel metiileerimata) (Reinius, 2012). Erinevate CpG saitide metiilatsioonitase
varieerub kudedes, luues geeni- ja koespetsiifilisi metiilatsioonimustreid (Razin ja Riggs, 1980).

Metiilatsiooni tase ei ole sama kogu geeni ulatuses.

1211 DNA metiilatsiooni moju geeniekspressioonile

DNA metiileerimine on tdhus geeniekspressiooni regulatsiooni mehhanism. Metiilatsiooni
vaigistavat mdju vodivad alandada kolm parameetrit, milleks on promootori tugevus,
metiilatsiooni tihedus ja metiileeritud CpG asukoht.

Korge metiilatsiooni tihedus (nditeks liks metiileeritud CpG 10 bp kohta) suudab represseerida
isegi tugevaid promootoreid. Madala metiilatsiooni tihedusega (nditeks iiks metiileeritud CpG
100 bp kohta) v4ib suruda maha ndrgad promootorid, kuid see ei avalda moju tugevatele
promootoritele (Boyes ja Bird 1992).

Kolmas parameeter on metiiiileeritud CpG asukoht geeni promootori suhtes. Mitmed uuringud
on ndidanud, et metiilatsioonisait peab moju avaldamiseks paiknema promootori ldhedal (Keshet
jt., 1985; Murray ja Grosveld, 1987). Samas on leitud, et geeniekspressiooni vaigistamine voib
toimuda ka juhul, kui kdik metiileeritud alad asuvad promootorist suhteliselt kaugel (Kass jt.
1993). Eelnevalt mainitud CpG saarekeste piirkonnad, kus paiknevad nii promootor kui ka
transkriptsiooni alguspunkt (transcription start site, TSS), on tavaliselt metiileerimata ja kui see
osa geenist muutub metiileerituks, siis inhibeeritakse geeniekspressioon tdielikult. Samas ei ole
metiilatsiooni mdju geeniekspressioonile nii iheselt moistetav. Niiteks kui TSS-i vahetus
laheduses paiknev CpG on metiileeritud, siis blokeeritakse transkriptsiooni initsiatsioon. Samas
metiileeritud CpG geeni sees ei avalda represseerivat moju geeniekspressioonile, vaid v3ib hoopis

stimuleerivalt mdjuda transkriptsiooni elongatsiooni etapile (Jones, 2012). Lisaks on leitud, et

10



geeni sees asuvate CpG saitide metiilatsioon mojutab splaissingut ning tsertomeeride piirkonna
CpG-de metiileeritus on oluline kromosoomi stabiilsuse sdilitamiseks (Moarefi ja Chedin, 2011).
On kaks peamist mehhanismi, mille kaudu DNA metiileerimine geeniekspressiooni mdjutab. Uks
voimalik viis geeniekspressiooni parssimiseks on transkriptsioonifaktorite (transcription factor,
TF) seondumise piiramine, kuna TF-id ei saa metiileeritud DNA-ga seonduda (Comb ja
Goodman, 1990). Lisaks on niidatud, et DNA metiilatsioon kutsub esile geeniekspressiooni
vaigistamist vahendavate valkude seondumist (Tate ja Bird 1993). Uheks selliseks on
metiileeritud DNA-d siduv valk 2 (methyl CpG binding protein 2, MeCP2), mille seondumine
metiileeritud DNA-ga on seondumissignaaliks teistele valkudele ja histoone modifitseerivatele
ensiiimidele. Néiteks valgu SIN3A ja histooni deatsetiilaasi (histone deacetylases, HDAC)
kompleksi seondumine muudab kromatiini struktuuri suletuks ja vaigistab geeniekspressiooni
(Roloff jt., 2003). On tdendoline, et mdlemate mehhanismide abil toimub DNA metiilatsiooni
vahendatud geeniekspressiooni vaigistamine, kuid enamikel juhtudel on transkriptsiooni
parssimisel abiks metiileeritud DNA-d siduvad valgud (Nan jt. 1997). Samas ei muuda koik
histoone  modifitseerivad  ensiiimid kromatiini  struktuuri  suletuks ega vaigista
geeniekspressiooni. Histoonide atsetiileerimine néiteks suurendab transkriptsiooni aktiivsust,
kuna atsetiileerimise tagajdrjel tekivad seondumissaidid geeni aktivatsioonil osalevatele

valkudele (Filippakopoulos jt., 2012).

1.2.1.2 DNA metiiiiltransferaasid

DNA metiileerimist viivad 1dbi kahte tiiipi DNA metiiiiltransferaasid (DNA methyltransferase,
DNMT) - de novo ja siilitamise (maintenance). Metiitilrithma doonoriks on S-adenosiiiil-L-
metioniin (S-Adenosyl methionine, SAM) (Razin ja Cedar, 1977). Parast metiililriihma tilekannet
tsiitosiinile dissotsieerub demetiileeritud SAM ja seejdrel vabaneb metiileeritud DNA. Koik
uuritud DNA metiililtransferaasid toimivad sarnase mehhanismi alusel.

Imetajatel on leitud kolm erinevat DNMT perekonda — DNMT1, DNMT2 ja DNMTS3. Kaikidel
teadaolevatel DNMT-del on kdorgelt konserveerunud C-terminaalne kataliiiitiline domeen, kus
asub kataliiiitiline tsenter ja koensiilimi seondumissait. N-terminuses asub regulatiivne piirkond,
mis on DNMT1 ning DNMT3 perekonna metiiiiltransferaasidel erinev. N-terminus on vajalik

valkude seondumiseks geeni regulatsioonil ja DNA replikatsioonil (Weber, 2007).
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DNMT1 chk sdilitamise metiiiiltransferaasi korral on in vitro eksperimentidega naidatud, et see
metiileerib eelistatult hemimetiileeritud DNA-d (Okano jt., 1998). See on DNA, millel tiks ahel
on eelnevalt metiileeritud ning vastavalt sellele luuakse replikatsiooni jirgselt samasugune
metiilatsioonimuster ka teisele ahelale.

DNMT?2 on viikseim metiitiltransferaas, millel puudub suur osa N-terminusest. DNMT2-1 on vaid
kataliiiitiline domeen ning selle bioloogiline funktsioon pole teada. Ensliiimi tase on suhteliselt
korge platsentas, harknddrmes ja munandites. Lisaks on leitud selle iileekspresseeritust mitmetes
véhi rakuliinides (Weber, 2007).

Inimese DNMT3A ja DNMT3B on viga sarnased ja tdendoliselt tekkinud geeni duplikatsiooni
tagajérjel (Bestor, 2000). Need DNA de novo metiiiiltransferaasid metiileerivad metiileerimata ja
hemimetiileeritud DNA-d (Okano jt., 1998).

De novo DNMT-sid ekspresseeritakse peamiselt varajases arengujirgus, mil toimub
metiilatsiooni mustrite loomine varasemalt metiileerimata DNA-le (Okano jt., 1998). Pérast
viljastumist toimub esmalt ulatuslik DNA demetiilatsioon, millele jargneb kaheksa raku
staadiumis teatud CpG dinukleotiidide de novo metiileerimine (Mayer jt., 2000). Siilitamise
DNMT-d on aktiivsed kogu elu, aidates de novo DNMT-de poolt loodud metiilatsioonimustrit
sdilitada (Holliday ja Pugh, 1975). On aga selge, et alati ei kehti klassikaline DNMT-de
liigitamine, kuna molemat tiilipi ensiiimid vdivad osalevad nii de novo kui ka siilitava

metiilatsiooni protsessis (Szyf, 2009).

1.2.2 Kromatiini struktuur

DNA on rakutuumas kokku pakitud kromatiiniks. Kromatiin koosneb nukleosoomidest, kus DNA
on keeratud timber histoonvalkude struktuuri. Nukleosoom moodustub oktameerist, kus histooni
valkude H3-H4 tetrameer kiilgneb molemalt poolt H2A-H2B dimeeriga, ning selle {imber
keerdunud 145-147 aluspaari pikkusest DNA-st (Finch jt., 1977). Kahe nukleosoomi vahele
jadvat DNA 10iku nimetatakse linker DNA-ks, kuhu seondub histoon H1, mis vastutab DNA
pakkimise eest kdrgemat jarku struktuuri (joonis 2).

See on stabiilne, kuid diinaamiline struktuur, mille kokkupakituse taset on vdimalik
modifikatsioonidega muuta (Mellor, 2006). Kromatiini esineb kahe vormina: inaktiivseid geene

sisaldav heterokromatiin, mida seostatakse geenide epigeneetilise vaigistamisega, ning avatum
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struktuur ~ eukromatiin, mis hdlmab  aktiivselt transkribeeritavaid geene. DNA
metiilatsioonimustrid koos histoonide modifikatsioonidega on tihedalt seotud kromatiini
struktuuriga. Korge geeniekspressiooni tasemega kromatiini aktiivsed piirkonnad on vihem ehk
hiipometiileeritud. Rohkem ehk hiipermetiileeritud DNA on tihedamini kokku pakitud passiivse

kromatiini olekusse (Razin ja Cedar, 1977).

Histoonid —

Histoonide
oktameer ja DNA

— G i
DNA ;//yﬁ R (145-147 bp)
QA

Joonis 2. DNA on rakutuumas kokku pakitud kromatiiniks, mis koosneb nukleosoomidest. Nukleosoom
moodustub DNA-st, mis on keerdunud timber histoonide oktameeri (histooni valkude H3-H4 tetrameer ja kaks
H2A-H2B dimeeri) (Finch jt., 1977). Kahe nukleosoomi vahele jadb DNA 16ik, mida nimetatakse linker DNA-Ks.
Sinna seondub histoon H1, mis aitab DNA-d kdrgemat jarku struktuuri pakkida

(aluseks http://bio3400.nicerweb.com/).

1.2.3 Histoonide modifikatsioonid

Histoonid on valgud, mille kaudu toimub DNA modifitseerimine. Need koosnevad kahest
struktuurselt erinevast osast — histooni ,,keha“ ning N- ja C-terminaalsed jérjestused (Luger jt.,
1997).

Histoonide N-terminaalsed ,,sabad“ on kittesaadavad ensiiimidele ning neid on vdimalik
keemiliselt modifitseerida. Selle tagajdrjel tekivad muutused nukleosoomis, mis mdjutavad
kromatiini kompleksi (Felsenfeld ja Groudine, 2003). Histoonide ,sabad“ vodivad olla
modifitseeritud erinevates aminohapete positsioonides kas atsetiileerimise (Wade jt., 1997),
metiileerimise (Jenuwein, 2001), fosforiileerimise, sumoiiiilimise (Shiio ja Eisenman, 2003) voi

ubikvitiitilimise (Shilatifard, 2006) kaudu. Eelnimetatud protsessid mdjutavad DNA
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kéttesaadavust transkriptsioonikompleksile. Histooni modifikatsioonidest on atsetiileerimisel
suurim potentsiaal kromatiini struktuuri avatumaks muutmiseks (Kouzarides, 2007). Histoonide
“sabad” on tavaliselt positiivselt laetud, kuna nende liisiini ja arginiini jadkidele on lisatud
aminoriihmad. See aitab histoonide “sabadel” seonduda DNA selgrooga. Atsetiileerimine
neutraliseerib histooni positiivsed laenguid ja vdhendab histoonide voimet DNA-ga seonduda.
See muudab kromatiini avatumaks ja voimaldab transkriptsiooni toimumist. Histoonide ,,sabade*
hiiperatsetiileerimine  korreleerub korge geeniekspressiooni tasemega ning madalat
geeniekspressiooni taset seostatakse histoonide hiipoatsetiileerimisega (Davie ja Candido, 1978;
Vidali jt., 1988).

DNA metiilatsiooni ja histoonide atsetiileerimise vahel on kindlaks tehtud seos — leiti, et
metiiiiltsiitosiiniga seonduv valk MeCP2 meelitab ligi ka HDAC-sid. Need hiipoatsetiileerivad
histoone, muudavad histoonide “sabad” positiivsemalt laetuks, DNA tihedamini kokkupakituks
ja seeldbi parsivad transkriptsioonifaktorite juurdepéddsu (Nan jt., 1998).

Histoonide metiiiiltransferaasid on ensiitimid, mis kataliiiisivad metiitilrithma tilekannet SAM-It
histoonide H3 ja H4 ,,sabade* liisiini (K) voi arginiini (R) jaédkidele (Jia jt., 2009). Histoonide
metiileerimine voib transkriptsioonile mdjuda kas represseerivalt voi aktiveerivalt. Suurenenud
geeniekspressiooniga on seotud H3K4, H3K48 ja H3K79 metiileerimine ning madalamat
geeniekspressiooni seostatakse H3K9 ja H3K27 metiileerimisega (Gilbert, 2010). Histoonide
»sabade“ metiileerimine nendes positsioonides pohjustab erinevate valgukomplekside
seondumist, mis aitavad muuta kromatiini struktuuri.

Histoonide fosforiiiilimine on harva esinev néhtus. Fosfaadi molekulide negatiivne laeng
neutraliseerib osaliselt histooni positiivse laengu ning mojutab histooni seondumist DNA-ga vdi
teiste histoonidega (Dou ja Gorovsky, 2002).

Histooni valkude ubikvitiiiilimist on seostatud suurenenud transkriptsiooni aktiivsusega (Pham ja
Sauer, 2000). SUMO valgud (small ubiquitin-related modifier, SUMO) sarnanevad ubikvitiinile
struktuuri ja substraadiga seondumise mehhanismi poolest (Melchior, 2000). Histooni H4
sumoiiiilimine pohjustab transkriptsiooni repressiooni, kuna soodustab histoonide deatsetiilaaside

ja heterokromatiini valk 1 seondumist (Shiio ja Eisenman, 2003).
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1.2.4 Epigeneetika tihtsus

Viimastel aastakiimnetel on epigeneetika muutunud molekulaarbioloogia eraldi valdkonnaks,
mille uurimisel on saavutatud suuri edusamme (Kacevska jt., 2011; Arrowsmith jt., 2012). DNA
metiileerimine vOi histoonide modifitseerimine mojutab ligikaudu 60 ravimi absorptsioonis,
distributsioonis, metabolismis ja ekskretsioonis osaleva geeni ekspressiooni (Kacevska jt., 2011).
Kasvab arusaam, et ravimid voivad mojutada epigenoomi ja epigeneetilised muutused
omakorda ravitulemust ning pohjustada ravimi korvaltoimeid.

Uhe niitena voib tuua CYP1A2 ensiiiimi, mis osaleb mitmete laialdaselt kasutusel olevate
ravimite metabolismis (Zhou jt., 2010). On teada, et {ihenukleotiidsed poliimorfismid CYP1A2
geenis suudavad seletada vaid osaliselt individuaalseid erinevusi CYP1A2 ekspressioonis (Jiang
jt., 2006). Seetdttu on pakutud, et lisaks geneetilistele faktoritele voiksid geeniekspressiooni
mdjutada ka epigeneetilised faktorid. On tdestatud, et teises eksonis asuva 17 CpG dinukleotiidist
koosneva CpG saarekese metiilatsioonitase on seotud erineva CYP1A2 mRNA tasemega (Ghotbi
jt., 2009). Samuti on nididatud, et geeniekspressiooni voib mdjutada isegi iihe transkriptsiooni
alguspunktist 2579 aluspaari iilesvoolu asuva CpG dinukleotiidi metiilatsioon. Epigeneetilised
erinevused vodivad patsientidel pdhjustada erinevusi CYP1A2 abil metaboliseeruvate ravimite
taluvuses ning pohjustada ravimi kdrvaltoimeid.

SLC19A1 geenilt kodeeritakse redutseeritud folaadi kandjat (reduced folate carrier, RCF).
Tegemist on ensiilimiga, mis vastutab folaadi ja antimetaboliidi metotreksaadi (methotrexate,
MTX) omastamise eest. MTX on kasvajate raviks kasutatav farmakon, mis parsib foolhappe
ainevahetust, takistades sellega foolhappe redutseerimist ja seega koerakkude paljunemist. RCF-
I varieeruvat taset on seostatud SLC19A1 geeni promootori metiileerimisega. On oletatud, et
SLC19A1 promootori kdrgem metiilatsioonitase soodustab resistentsuse kujunemist
kasvajarakkudes (Ferreri jt., 2004).

Epigeneetika valdkond on vidga oluline ravimiarenduse seisukohast. Epigeneetilised
geeniregulatsiooni kontrollmehhanismid on vdhi ja teiste haiguste ravimite arendamisel
atraktiivseteks sihtmaérkideks. Seetdttu on vajalik epigeneetiliste mehhanismide moju erinevatele

kasutatavatele ravimitele ning ka haigustele pdhjalikumalt uurida.
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1.3 Tiopuriinmetiiiiltransferaas

Tiopuriinmetiiiiltransferaas (thiopurine methyltransferase, TPMT) on tsiitoplasma ensiilim, mis
kataliitisib metiiiilriihma iilekannet SAM-ilt aromaatsetele ja heterotsiiklilistele vdédvlitihenditele,
sealhulgas tiopuriinravimitele nagu 6-merkaptopuriin (6-MP), asatiopriin (AZA) ja 6-tioguaniin
(6-TG) (joonis 3) (Remy, 1967; Woodson ja Weinshilboum, 1983; Weinshilboum, 1989a).

SH SCH,

TPMT

HJ‘“ N N" N

N N

L) TS k-.)\,'U

N H +-CH, N N
SAM SAH

6-MP 6-meMP

Joonis 3. TPMT Kkataliilisitud metiitilriihma iilekanne S-adenostiiil-L-metioniinilt (SAM) 6-merkaptopuriinile (6-
MP). Metiilatsiooni kédigus tekib 6-metiileeritud merkaptopuriin (6-MeMP) ja S-adenosiiiil-L-homotsiisteiin (SAH).
(aluseks Weinshilboum, 2006).

1.3.1 Tiopuriinmetiiiiltransferaasi geen ja valk

TPMT geen asub inimesel 6. kromosoomi lithikesel 6lal (6.p22.3), on 27 000 aluspaari pikk ning
koosneb 10 eksonist ja 9 intronist. Geeni 8 eksonilt kodeeritakse 28 kDa suurust valku, mis
koosneb 245 aminohappest (Fessing jt., 1998). TPMT on iiks tdhtsamatest tiopuriinide
metabolismis osalevatest ensiitimidest, kuid ulatuslikest uuringutest hoolimata on TPMT ensiitimi
fiisioloogiline tahtsus organismis ebaselge (Fotoohi jt., 2010).

Valgu struktuur méérati 2007. aastal (Wu jt., 2007). Tegemist on vdga poliimorfse ensiilimiga,
mis tdhendab, et ensiiimiaktiivsus varieerub indiviiditi. Sellist individuaalset erinevust
pohjustavad peamiselt tihenukleotiidsed poliimorfismid (single-nucleotide polymorphism, SNP),

mis paranduvad edasi autosoom-kodominantselt.
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1.3.2 TPMT poliimorfsus

Téanaseks on leitud 36 erinevat mutantset alleeli, mille mdju TPMT valgu ekspressioonitasemele
ja ensiitimiaktiivsusele on kirjeldatud lisa 1 tabelis 1.

Koige sagedasemad mutatsioonid on TPMT*2, TPMT*3A ja TPMT*3C, mis vastutavad ~85-
90% madala vo1 keskmise tasemega ensiitimi aktiivsuse eest (McLeod jt., 2000). TPMT*1 on
metsiktiitipi (wild-type) alleel, TPMT*1/TPMT*1 homosiigootidel on reeglina normaalne
ensiiiimiaktiivsus (joonis 4). Ulejidinud mutantseid alleele on leitud iiksikutel indiviididel (viited
tabelis 1).

Lisaks on TPMT geeni promootori piirkonnas TSS-st 43 aluspaari kauguselt leitud varieeruva
arvuga tandeemseid kordusjérjestusi (variable number of tandem repeats,VNTR), mille korral
korduselemendid esinevad kolmes kuni iiheksas korduses (Spire-Vayron de la Moureyre jt.,
1999). Kdige levinum korduselementide arv on neli voi viis (Spire-Vayron de la Moureyre jt.,
1999, Yan jt. 2000). VNTR-de mdju TPMT aktiivsusele on palju uuritud. Uhes uuringus leiti, et
kahe alleeli kordusjérjestuste koguarv on podrdvordelises seoses punaste vererakkude TPMT
aktiivsusega (Yan jt. 2000). Lisaks on kdrget TPMT aktiivsust seostatud VNTR*4/VNTR*S ja
VNTR*5/VNTR*5 genotiilibiga ja madalat aktiivsust genotiilipidega, mis sisaldavad vdhemalt
iihte rohkem kui viie kordusjérjestusega alleeli (Alves jt., 2001).

2008. aastal tuvastati TPMT geeni promootorpiirkonnas trinukleotiidne korduselement (GCC),
millel leiti seos korge ensiitimiaktiivsusega. GCC jérjestus leiti kahel poletikulise soolehaigusega
patisendil, kelle TPMT aktiivsus oli mirgatavalt korgem. Esimesel haigel leiti tiks TPMT alleel
viie ja teisel seitsme GCC kordusjérjestusega. Normaalse ensiiimiaktiivsusega indiviidel leiti
GCC jéarjestus kuues korduses (Roberts jt., 2008).

Geneetiliste muutuste olemasolu ei avaldu tervete indiviidide fenotiiiibis, kuid nende esinemine

muutub oluliseks tiopuriinravimite manustamisel (Lennard jt., 1993).
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Joonis 4. TPMT alleelid. TPMT * 1 on wild-type alleel. TPMT*3A, TPMT*2 ja TPMT*3C — need kolm alleeli
vastutavad rohkem kui 80% juhtudest TPMT puudulikkuse eest valge rassi hulgas. Mustad ristkiilikud kujutavad
avatud lugemisraami (open reading frames, ORF) ja valged 5'-ja 3'-transleerimata piirkondi (5’-UTR ja 3’-UTR).
Geeni 5'-UTR-is asuvad varieeruva arvuga tandeemsed kordusjérjestused (variable number tandem repeats,VNTR)
(aluseks Weinshilboum 2006).

1.3.3 TPMT ensiiumiaktiivsus

TPMT enstimaatilist aktiivsust médratakse peamiselt punastest vererakkudest (red blood cells,
RBC) korgefektiivse vedelikkromatograafia (High-performance liquid chromatography, HPLC)
meetodiga (Loit jt., 2011). TPMT aktiivsus eriitrotsiiiitides korreleerub hésti TPMT aktiivsusega
teistes kudedes — valgetes vererakkudes, maksas ja neerudes (Szumlanski jt., 1992).

Erinevate uuringute pdhjal on nididatud, et populatsioonisiseselt jaotub TPMT aktiivsus
trimodaalselt. 0,3% indiviididel on keskmiselt viga madal enstitimiaktiivsus, ligikaudu 10% on
enstiilimiaktiivsus osaliselt vihenenud ja 89% on TPMT aktiivsus normaalne (Krynetski jt., 1996).
Siiamaani on ndidatud, et TPMT aktiivsuse taset inimorganismis mdjutavad suurel méairal geenis
paiknevad mutatsioonid ja poliimorfismid (tabel 1) (Weinshilboum ja Sladek, 1980).

Hoolimata TPMT genotiiiibi ja fenotiilibi méadramisest enne ravi alustamist, tekivad
tiopuriinravimite manustamisel toksilised korvaltoimed, seda eriti heterosiigootse TPMT
genotiiiibiga indiviidide korral (Karas-Kuzelicki ja Mlinaric-Rascan, 2009). See annab alust
arvata, et TPMT aktiivsusele ja seega organismi ravimitaluvusele avaldavad moju mitmed, sh.
veel tundmatud faktorid. In vitro katsetes on ndidatud, et lisaks TPMT geenis esinevatele

muutustele on identifitseeritud veel vihemalt iiks TPMT aktiivsust reguleeriv faktor SAM ja selle
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biosiinteesis osalevad komponendid, milleks on folaat, metioniin, homotsiisteiin (Homocysteine,
Hcy), ATP, betaiin-homotsiisteiini metiiiiltransferaas (betaine-homocysteine methyltransferase,
BHMT), 5,10-metiileentetrahiidrofolaat (methylenetetrahydrofolate reductase, MTHFR) ja
timidiilaadi siintaas (thymidylate synthase, TYMS) (joonis 5) (Milek jt., 2009; Karas-Kuzelicki
jt., 2010). Leiti, et SAM ei ole otseselt antiapoptootilise toimega, vaid pigem muudab 6-MP
metabolismi diinaamikat ja seeldbi vdhendab tsiitotoksiliste metaboliitide hulka. SAM-i
seondumine TPMT aktiivsaiti stabiliseerib ensiiimi ja aitab sdilitada ensiitimiaktiivsust
(Scheuermann jt. 2004). Mida korgem on folaaditsiiklis MTHFR-i tase ja madalam TYMS-i
aktiivsus, seda rohkem tekib metiiiilrithma doonorit metioniini ning seega siinteesitakse rohkem

SAM-i ja vastupidi (Milek jt., 2009).
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Joonis 5. TPMT aktiivsust mdjutavad faktorid. 6-merkaptopuriini (6-MP) inaktivatsioon sdltub
tiopuriinmetiiiiltransferaasi (TPMT) aktiivsusest, mis omakorda on mdjutatud S-adenosiiiil-L-metioniini (SAM)
tasemest. SAM-i biosiintees on seotud metioniini (Met) ja ATPga ning metioniini tase omakorda homotsiisteiini
(Hcy) ja folaaditsiikliga. Folaaditsiiklis tuleb tiimidiilaadi siintaasil (TYMS) konkureerida 5,10-metiileen-
tetrahiidrofolaadi reduktaasiga (MTHFR) 5,10-metiileen-tetrahiidrofolaadilt (5,10-meTHF) metiiiilriihma saamiseks.
Mida kdrgem on MTHFR-i tase ja madalam TYMS-i aktiivsus, seda rohkem tekib metiiiilrithma doonorit metioniini
ning seega siinteesitakse rohkem SAM-i ja vastupidi. Lisaks v3ib SAM-i taset mdjutada alternatiivse metioniini
slinteesiraja oluline ensiiiim betaiin-homotsiisteiini metiiiiltransferaas (BHMT) (aluseks Karas-Kuzelicki ja Mlinaric-
Rascan 2009).
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Samas leiti ihes uuringus, et meestel korreleerus kdrge MTHFR-1 aktiivsusega seotud genotiilip
korge TPMT aktiivsusega ja naistel leiti madala MTHFR-1 aktiivsusega seotud genotiiiibil seos
korge TPMT aktiivsusega (Karas-Kuzelicki jt., 2010).

Lisaks voib TPMT aktiivsuse soospetsiifilisi erinevusi seletada metioniini ja SAM-i siinteesiks
vajaliku substraadi Hcy kittesaadavusega, kuna meestel on Hcy tase ligikaudu 20% korgem kui
naistel (Jacques jt., 2001). Oluline roll vdib olla ka BHMT metabolismirajal. Meestel on
tuvastatud selle alternatiivse metioniini siinteesiraja keskse ensiiimi BHMT kdrgem aktiivsus
(Schwahn jt., 2003). Spekuleeritud on ka testosterooni positiivse moju iile TPMT aktiivsusele.
Itaalias viidi 14bi uuring, kus vaadati meeste ja naiste TPMT aktiivsust erinevates
vanusegruppides. Viikelastel tuvastati sugude vahel statistiliselt oluline ensiilimiaktiivsuse
erinevus — poistel oli aktiivsus mérgatavalt kdrgem kui tiidrukutel. Lisaks leiti, et esimestel
elukuudel oli meessoost indiviididel TPMT aktiivsuse tase korgem, millele jargnes
enstilimiaktiivsuse langus kuni puberteedini. Murdeeas toimus TPMT aktiivsuses mérgatav tous,
parast mida ensiilimiaktiivsus taas langes (Serpe jt., 2009). Selline aktiivsuse kdikumine voiks
olla seotud testosterooni tasemega (Bolton jt., 1989). Testosterooni moju TPMT aktiivsusele on
tuvastatud ka rottidel (Woodson jt., 1981). Hoolimata mitmetest uuringutest, mis on piitidnud
selgitada soo mdju TPMT aktiivsusele, pole suudetud seda iiheselt tuvastada, vaid on saadud
vastuolulisi tulemusi (Woodson jt., 1982; Chocair jt., 1993; Alves jt., 2001; Brouwer jt., 2005;
Serpe jt., 2009).

1.4 Puriini analoogid ja nende metabolism

6-MP, AZA ja 6-TG on puriini analoogid — antimetaboliitide klassi kuuluvad tsiitotoksilised
ravimid, mille siinteesisid 1951. aastal Elion ja Hitchings (joonis 6) (Elion jt., 1951). 1958. aastal
avastasid Schwartz jt. 6-MP-1 immuunosupressiivse mdju ning peagi parast seda siinteesiti
Hitchings-Elioni laboris mitmeid 6-MP derivaate, sealhulgas tdnapéeval laialdaselt kasutatava
eelravimi AZA, mis organismi sattumise jargselt muudetakse 6-MP-ks (Schwartz jt., 1958;
Fotoohi jt., 2010).
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Asatiopriin (AZA) 6-merkaptopuriin (6-MP) 6-tioguaniin (6-TG)

Joonis 6. Asatiopriini, 6-merkaptopuriini ja 6-tioguaniini struktuurvalemid. 6-MP on nukleiinhapete
stinteesiks vajaliku adeniini ja hiipoksantiini analoog. Asatiopriin on 6-MP imidasooli derivaat. Tioguaniin
on guaniini analoog, mis kéitub puriini antimetaboliidina.

Ksantiinoksiidaasi (Xanthine oxidase, XO), TPMT ja aldehiiiidoksiidaasi (Aldehyde oxidase, AO)
kaudu metaboliseerudes moodustuvad inaktiivsed metaboliidid (Guerciolini jt., 1991; Fotoohi jt.,
2010).

AZA muudetakse mitte-ensiimaatiliselt 6-MP-ks, millest moodustuvad hiipoksantiinguaniin-
fosforibostiiiltransferaasi (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, HGPRT) kaudu
metaboliseerudes tioguaniinnukleotiidid (thioguanine nucleotides, TGN), mis DNA vdi RNA-ga
seondudes pohjustavad rakutsiikli peatumist S-faasis ja programmeeritud rakusurma (Krynetski
jt., 1996; Swann jt., 1996).

6-MP metaboliseeritakse kolme konkureeriva metabolismiraja kaudu. Ensiiiimid XO ja TPMT
inaktiveerivad ravimit. Maksas muudetakse 6-MP XO toimel tiouuraadiks ja TPMT abil
moodustuvad inaktiivsed metiiiilmerkaptopuriini (6-MeMP) metaboliidid, mis véljutatakse
uriiniga (Parks ja Granger, 1986). 6-MP aktivatsiooni esimeseks etapiks on 6-tioinosiin-5’-
monofosfaadi (6-thioinosine 5'-monophosphate, TIMP) tekkimine, protsessi vahendab HGPRT
(joonis 7). Seejarel muudetakse TIMP 6-tioguanosiin-5’-monofosfaadiks (6-thioguanosine 5 -
monophosphate, TGMP) kaheetapilise protsessi kdigus, milles osalevad inosiin monofosfaadi
dehiidrogenaas (inosine-5"-monophosphate dehydrogenase, IMPDH) ja guanosiin monofosfaadi
slintetaas (guanine monphosphate synthetase, GMPS) (Elion, 1989). Lisaks on TIMP
substraadiks ka TPMT-le, mille tagajdrjel tekib metiileeritud 6-tioinosiin-5’-monofosfaat
(methylated ~ 6-thioinosine  5'-monophosphate, =~ meTIMP). MeTIMP inhibeerib
fosforibostiiilpiirofosfaadi ~ (phosphoribosyl  pyrophosphate, ~PRPP)  aminotransferaasi

(phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase, PPAT), mis omakorda vdahendab oluliselt de
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novo puriinide siinteesi (Allan ja Bennett, 1971; Elion, 1989). Inhibitsiooni tagajirjel viheneb
endogeensete nukleotiidide hulk, parssides DNA ja RNA siinteesi ja pdhjustades rakkude kasvu
peatumist ja tsiitotoksilisust (Tay jt., 1969).

Tiopuriinide Metabolism Puriinide de novo siintees
Riboos-5-fosfaat
AZA } ATP
FRFF
X0 HGFRT TPMT = S i
i - B6-MP - TIMP * TIMP |——] Fosforibosiilpirofosfaadi-
Tua lamiu:trauaf&raaa
lTF’MT lnm{ o
meMP TKMP .],

GMFS '1’
4 J,

HEGFRT
Guam:/ 6-TG —»TGMP IMP
TPMT “ 2\
X0 TX l inaas ! )
/ meTG Adeniin Guaniin
TGDP
TUA
Redukta:y
Kinaas
dTGDP
I{iuaa:/
l DMA ja RNA siintees
Seostumine DNA ahelaga Seostumine RMA ahelaga

Joonis 7. Tiopuriinravimite metabolism. Asatiopriin (AZA) muudetakse mitte ensiimaatiliselt 6-merkaptopuriiniks
(6-MP). 6-MP lagundamisel osaleb kolm ensiiiimi. Ksantiinoksiidaasi (XO) toimel muudetakse 6-MP inaktiivseks
tiouuraadiks (thiouric acid, TUA). Tiopuriinmetiiiiltransferaasi (TPMT) abil moodustuvad inaktiivsed
metiiiilmerkaptopuriini (6-MeMP) metaboliidid. 6-MP aktivatsiooni esimeses etapis tekib hiipoksantiinguaniin-
fosforibosiiiiltransferaasi (HGPRT) toimel 6-tioinosiin-5’-monofosfaat (TIMP). TIMP muudetakse inosiin
monofosfaadi dehiidrogenaasi (IMPDH) ja guanosiin monofosfaadi siintetaasi (GMPS) vahendusel aktiivseks
metaboliidiks 6-tioguanosiin-5’-monofosfaadiks (6-TGMP). 6-TGMP-st vdivad kinaaside ja reduktaaside toimel
tekkida teised aktiivsed metaboliidid: 6-tioguanosiin-5’-difosfaat (TGDP) ja 6-tioguanosiin-5’-trifosfaat (TGTP).
TIMP on substraadiks ka TPMT-le, mille tagajdrjel tekib metiileeritud 6-tioinosiin-5’-monofosfaat (meTIMP).
MeTIMP inhibeerib fosforibosiiiilpiirofosfaadi-aminotransferaasi vidhendades oluliselt de novo puriinide siinteesi. 6-
tioguaniini (6-TG) metabolismirajas muudetakse ravim HGPRT toimel otse TGMP-ks. TGMP voib ensiimaatilise
modifitseerimise tagajarjel muutuda desoksii-6-tioguanosiin-5’-trifosfaadiks (ATGTP) (aluseks Lindqvist, 2005).

Lisaks kuhjub rakkudesse PRPP, mis on kofaktoriks 6-MP konversioonil TIMP-ks. Suurem hulk
PRPP-d pohjustab TIMP taseme tousu (Bokkerink jt. 1993). 6-MP aktiivseid metaboliite TGMP,
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6-tioguanosiin-5’-difosfaat (thioguanine diphosphate, TGDP) ja 6-tioguanosiin-5’-trifosfaat
(thioguanine triphosphate, TGTP) kutsutakse iihise nimega 6-tioguaniinnukleotiidid (6-TGN).
Konversioon nende vahel toimub kinaaside ja reduktaaside toimel.

6-TG metabolismirada on vorreldes 6-MP-ga lihtsam. Ravim muudetakse HGPRT toimel otse
TGTP-ks, mis seondub RNA-ga voi pérast enstimaatilist modifitseerimist desoksii-6-
tioguanosiin-5’-trifosfaadiks (deoxythioguanine triphosphate, dTGTP) DNA-ga (joonis 7).
Seondumine DNA-ga pdhjustab rakutsiikli aresti, valepaardumisreparatsiooni mehhanismi

kdivitumist ning 16puks apoptoosi (Swann, jt. 1996).

1.4.1 TPMT vahendatud metiilatsiooni kliiniline tihtsus

Mutatsioonid/poliimorfismid TPMT geenis pohjustavad individuaalseid erinevusi tiopuriinravi
taluvuses ja efektiivsuses (Weinshilboum ja Sladek, 1980), kuna ensiilimiaktiivsuse languse
tagajdrjel kuhjuvad organismi ravimi aktiivsed metaboliidid, TGN-id, mis tekitavad patsiendil
tosiseid, eluohtlikke ravimi korvalndhte nagu leukopeenia, miielosupressioon voi
hematotoksilisus (Lennard jt., 1987). TGN-id inkorporeeruvad DNA ahelasse ja tekitavad
valepaardumisi, mille tagajarjel rakutsiikkel peatatakse ja rakk suunatakse apoptoosi (Swann jt.,
1996). Lisaks osalevad TGN-id T-rakkude aktivatsiooniks vajalike ensiitimide TRAIL, TNFRS7
ja ad-integriin geenide ekspressiooni mahasurumisel, mis vihendab podletikulist immuunvastust
(Thomas jt., 2005).

Tsiitotoksiliste ravimite keskmise terapeutilise ja minimaalse toksilise annuse suhe ehk
terapeutiline indeks on madal (Fotoohi jt., 2010). Kui koiki patsiente ravida standarddoosidega,
siis pooltel heterosiigootse TPMT genotiiiibiga ning koigil mutantse homosiigootse TPMT
genotiilibiga patsientidel tekib maksatoksilisus, mis vdib viimastele eluohtlik olla (Evans ja
Relling, 2004). Tiopuriinide toksilisus on seletatav metabolismi kiigus tekkivate TGN-ide
kuhjumisega punastesse vererakkudesse ning maksa (Fotoohi jt., 2010). Lisaks suurendab
ensiiiimi puudulikkus raviga seotud miieloidse leukeemia tekkeriski (Evans ja Relling, 2004) ning
radiatsiooni tagajérjel tekkivate ajukasvajate esinemise toendosust (Relling jt., 1999). Samas
korge TPMT ensiitimiaktiivsusega patsientidel on suurem haiguse kordumise oht, kuna ravimi

efektiivsus on véiksem ténu kiiremale lagundamismehhanismile (Stanulla jt., 2005).
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1.5 Age liimfoidne leukeemia

Lapseea dge limfoidne leukeemia (ALL) on kdige levinum vahkkasvaja, esindades ligikaudu
kolmandikku lastel esinevatest kasvajatest (Gaynon, 2005). Viimase nelja aastakiimnega on
tildine paranemismaér tdusnud 10%-It 1960. aastatel rohkem kui 80%-le tdnapdeval, seda tinu
diagnostika arengule ning raviplaanide tdiustumisele. Hoolimata edusammudele haigusega
voitlemisel, on ALL endiselt peamiseks haigusega seotud surmade pohjustajaks 1 kuni 15 aastaste
laste seas USA-s (Cheok ja Evans, 2006).

ALL on kiiresti progresseeruv pahaloomuline kasvajaline haigus. Muutused 10puni arenemata
liimfoidsete vereloome rakkude DNA-s pohjustavad rakkude kontrollimatu jagunemise ning
voivad pohjustada arengu peatumise mingis kindlas faasis, mille tagajirjeks on suutmatus tdita
kiipsete rakkude funktsiooni (Armstrong ja Look, 2005; Pui jt., 2008). ALL jaotatakse
erinevateks vormideks vastavalt rakutiiiibile, millest kasvaja on ldhtunud. Eristatakse B-
limfotsiitaarset ja T- limfotsiitaarset ALL-i (Margolin jt., 2006). ALL alatiiiibid alluvad ravile
erinevalt, B-tiive puhul on haiguse prognoos parem. Seega tuleb vastavalt dgeda leukeemia
vormile valida ka raviks sobiv skeem (Pui jt., 2008).

Lisaks on voimalik ALL-i tiilipe eristada leukeemiliste liimfoblastide morfoloogiat uurides, kuid
tanapdeval kasutatakse pigem rakutiiiibipohist klassifikatsiooni. Raku suuruse ja ehituse alusel
eristatakse kolme ALL alatiitipi — L1, L2 ja L3. L1 ALL-i iseloomustavad tavaliselt vdikesed
liimfoblasti rakud ja vdhene tsiitoplasma hulk. L2 korral on liimfoblasti rakud suuremad kui L1
alatiilibi puhul. Rakkude suurus varieerub markimisvéérselt ning tsiitoplasma hulk rakkudes on
suurem. L3 alatiilipi iseloomustavad suured liimfoblasti rakud. Rakkudes v3ib sageli mérgata
tsiitoplasma vakuoliseerumist (Bennett jt., 1976).

Ténapédeval kasutatakse ALL ravis mitmeid raviskeeme, mis erinevad kasutatavate ravimite,
nende dooside ning kasutamisaja poolest. Igale ALL tiiiibile on vélja td6tatud vastav raviplaan
ning ravimiteraapiat valides voetakse arvesse ka individuaalseid geneetilisi erinevusi ravimeid
metaboliseerivates geenides, haiguse iseloomu, patsiendi vanust ning {ildist tervislikku seisundit
(Arico jt., 2000; Evans ja McLeod, 2003; Adam de Beaumais ja Jacqz-Aigrain, 2012). Selline
ldhenemine on muutnud ravi edukamaks ning aidanud védhendada ravimite toksilisusest

pohjustatud kdrvalmojude esinemist.
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Leukeemia on siisteemne haigus, mille ravi baseerub peamiselt kemoteraapial. Keemiaravi voib
jagada erinevatesse etappidesse — induktsioon, konsolidatsioon vdi intensiivistamine ja sdilitav
ravifaas. Raviskeemi esimene osa on induktsioonravi, mille eesmirgiks on remissiooni
saavutamine. Ravi loetakse edukaks, kui luuiidist ei ole voimalik enam kasvajarakke tuvastada
(Pui ja Evans, 2006). Kuna induktsioonravi ei suuda kdiki vahirakke hdvitada, siis ei tohi parast
remissiooni saavutamist ravi l10petada. Normaalse hematopoeesi taastumisel alustatakse jargmise
raviskeemi osaga, milleks on konsolidatsioon v0i intensiivistamine. Konsolidatsiooni etapis
korratakse ravikuuri eesmérgiga suurendada paranemise taset ja pikendada remissiooni kestust.
Intensiivistamise faasis manustatakse patsiendile samu kemoteraapia ravimeid, kuid kdrgemates
doosides. Mdlema etapi eesmérk on remissiooni kestuse pikendamine, viimaste kasvajarakkude
elimineerimine ning haiguse &dgenemise véltimine (Pui jt., 2004). Konsolidatsioonile voi
intensiivistamisele jargneb séilitav ravifaas, mille eesmirk on eelnevate ravifaaside jooksul alles
jdanud kasvajarakkude hdvitamine. Siilitusravi etapp on eelnevatest vdahemintensiivne, kuid
kestuselt kdige pikem. ALL ravi voib alates diagnoosimisest kesta 2,5 kuni 3 aastat (Arico jt.,
2000).

Erinevates etappides kasutatakse erinevaid ravimite kombinatsioone, et tagada parim
ravitulemus. Nii konsolidatsiooni kui séilitusravi etapis kasutatakse iihe ravimina 6-MP-d, mille
inaktivatsioonil osaleb ensiitim TPMT. Kliinilises praktikas on ravimiteraapia edendamisel enim
tulemusi andnud TPMT poliimorfismide ja aktiivsuse uuringud. Ténaseks on paljudes kliinikutes
6-MP ravimidooside méadramisel aluseks voetud TPMT aktiivsus. Enne raviplaani koostamist
teostatakse genotiipiseerimine voi médédratakse TPMT fenotiilip, mis vdimaldab korvaltoimetest
ohustatud madalama TPMT aktiivsusega patsientidel kasutada standarddoosist vdiksemaid

annuseid (Evans jt., 2001; Relling jt., 2011).

1.6 Poletikulised soolehaigused

Pdletikuliste soolehaiguste (IBD) tekkepohjusi on proovitud tuvastada juba pikki aastaid.
Kliiniliste ja teaduslike uuringute tulemuste pdhjal on joutud jarelduseni, et IBD kujunemisel on
olulised geneetiliste, keskkondlike ja immunoloogiliste faktorite koosmojud (Jarnerot, 1996;
Fiocchi, 1998; Papadakis ja Targan, 1999; Petronis ja Petroniene, 2000). Arvatakse, et pariliku

eelsoodumusega inimestel tekitab bakter, viirus, toitumine voi muu viliskeskkonna faktor sooles
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kroonilise pdletikureaktsiooni (Papadakis ja Targan, 1999). Haavandiline koliit ja Crohni tobi on
kroonilise poletikulise soolehaiguse vormid, mille epidemioloogias ja siimptomites esineb palju

sarnasusi, kuid tegemist on kahe eraldiseisva haigusega (Petronis ja Petroniene, 2000).

1.6.1 Haavandiline koliit

Haavandiline koliit on idiopaatiline podletikuline soolehaigus, mida iseloomustab jdmesoole
limaskesta krooniline pdletik. Haigus algab kodige sagedamini pérasoolest. Haavandiline koliit
vOib haarata ainult jaimesoole vasaku poole voi kogu soole limaskesta. Haiguse kulule on
iseloomulikud poletikureaktsiooni dgenemised ja vaibumised (Ford jt., 2013). Pikaajalise
poletiku tagajérjel voivad tekkida haavandid, mis pohjustavad verejooksu ning voib tekkida
kehvveresus (Baumgart ja Sandborn, 2007).

Haiguse korgeim esinemissagedus on arenenud maailmas, kuid levimus suureneb ka
arengumaades. Haavandilise koliidi ravi itheks eesmirgiks on aidata kaasa haiguse taandumisele
(Neurath ja Travis, 2012). Poletikuvastase ja immuunsupressiivsete ravimite manustamine aitab
véltida haiguse dgenemist ja ennetada pikaajalisi tagajargi (Ford jt., 2013). Haavandilise koliidi
epidemioloogia varieerub kogu maailmas. Raviplaanid liigitatakse ja kohandatakse vastavalt
haiguse raskusastmele. Enim kasutatavad ravimid on sulfasalasiin vdi mesalamiin ja
kortikosteroidid, mis pérsivad tsiitokiinide ja teiste pdletikumediaatorite produktsiooni. Lisaks
kasutakse poletikuga voitlemiseks ka immuunsupressiivseid ravimeid nagu asatriopiin,
tsiiklosporiin, metotreksaat ja metronidasool, mis aitavad sdilitada gliikokortikosteroidide poolt
indutseeritud remissiooni (Khan jt., 2011). Gliikokortikosteroidide ravi saavatel patsientidel
tuleks pidevat jalgida vererdhu, veresuhkru ja luu mineraalse tiheduse taset. Tiopuriinid voivad
pohjustada luuiidi supressiooni, seega enne tiopuriinidega ravi alustamist tuleks patsiendil
médrata ka TPMT aktiivsus. Madala TPMT aktiivsusega indiviididel on suurenenud risk
miielosupressiooni kujunemiseks ning vajadusel tuleks antud ravimeid kasutada adrmiselt

ettevaatlikult voi véltida (Ford jt., 2013).
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1.6.2 Crohni tobi

Crohni tdbi on teine kroonilise pdletikulise soolehaiguse vorm. Erinevalt haavandilisest koliidist
vOib Crohni tdbi pdhjustada pdletikku ja stigavaid haavandeid kogu soolestiku ulatuses — suust
kuni parakuni, kuid kdige sagedamini tekib haigus peensoole 16pposas (Silverberg jt., 2005).
Pdletikukolded, kus paksenenud limaskestas esinevad ka haavandid, paiknevad laiguti.
Haavandite kohal voivad tekkida ebanormaalsed tihendused soolte osade, teiste elundite ja naha
vahel. Haigusele on iseloomulikud verejooksud ja soole paksenemise tagajirjel voib tekkida
sooleummistus (Freeman, 2003).

Crohni tdve raviplaani koostamisel peab arvesse votma haiguse koiki aspekte — haiguse
intensiivsust, piirkonda, kus haiguskolded esinevad, haiguse kulgu ja iseloomu (Travis jt., 2006).
Haigusega voitlemiseks kasutatakse 5-aminosalitsiiiilhapet sisaldavaid ravimeid nagu niiteks
sulfasalasiin, mesalamiin ja balsalamiin. Kortikosteroidide manustamine on vajalik, kui esialgne
ravi ei anna soovitud tulemusi (Knutson jt., 2003; Zavoilo, 2004). Patsientidel, kellel esineb
haiguse dgenemisi rohkem kui kord aasta jooksul, kasutatakse pdletiku vdhendamiseks ka

immuunomodulaatoreid nagu asatriopiini ja 6-merkaptopuriini (Present jt., 1980).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Kéesoleva to0 praktilise osa eesmargiks oli mddrata TPMT aktiivsus maksas. Lisaks uuriti, kas

ja kuidas mdjutavad ensiitimiaktiivsust DNA poliimorfismid ja DNA metiileerimine.

2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1 Valim

Uurimuse ldbiviimiseks kasutati Karolinska Instituudis ja Sahlgrenska Ulikooli haiglas kogutud
indiviidide maksakoest eraldatud tsiitosooli ja genoomset DNA-d. 145-I indiviidil (72 meest, 70
naist, 3 inimese sugu polnud teada, vanusevahemik 13-85 aastat) mdodeti TPMT aktiivsust,
nendest 116-1 méarati TPMT genotiitip (57 meest, 59 naist, vanusevahemik 13-85 aastat) ning
omakorda nendest 88 indiviidil (45 meest, 43 naist, vanusevahemik 13-85 aastat) uuriti DNA 9
CpG saidi metiilatsioonitaset. Kdesoleva t06 raames teostatavate uuringute ldbiviimiseks on
doonorid andnud informeeritud ndusoleku ning olemas on vastavate Rootsi haiglate

eetikakomiteede load.

2.2.2 Ensiilimiaktiivsuse miairamine maksast korgefektiivse vedelikkromatograafia (High-

performance liquid chromatography, HPLC) meetodiga

TPMT aktiivsuse méddramiseks kasutatav meetod pohineb Richard M. Weinshilboumi poolt 1978.
aastal vélja tootatud meetodil, mis algselt oli moeldud TPMT aktiivsuse midramiseks punastest
vererakkudest (Weinshilboum jt., 1978). Kédesolevas t66s on kasutatud valgetest vererakkudest
TPMT aktiivsuse mddramise meetodit, mida Malin Lindgvist Appelli ja Anna Zimdahli on
taiendanud ning kohandanud maksakoele sobivaks (Lindqvist Appell jt., 2010). Meetod pohineb
teadmisel, et TPMT kataliiiisib metiiiilriihma iilekannet SAM-ilt 6-MP-le, mille tagajérjel tekib
6-metiiiilmerkaptopuriin (6-MeMP). Lisades reaktsioonisegusse 6-MP-d ja C!*-mirgistatud
SAM-i, tekib TPMT Kkataliiiisitud metiiiilriihma iilekandel C'*-mirgistatud 6-MeMP, mille
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tekkimist on vdimalik jdlgida radioaktiivsuse detektoriga. Tekkiva 6-MeMP hulk on seotud
TPMT aktiivsusega.

2.2.2.1 Aparatuur

HPLC siisteem koosnes Waters™ 717 plus Autosampler (Millipore Corporation, Bedford, MA,
USA), Gynkotek P580 HPLC pumbast (Gynkotek, Germering, Saksamaa), Waters 486 Tunable
Absorbance UV-VIS detektorist (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA), Jones
Chromatography Model 7955 Heater Chiller kolonni soojendist (Hengoed, UK), Packard
BioScience Radiomatic™ radioaktiivsuse mddtmise detektorist (Packard, USA) ning labori
arvutist. Uuritava segu kromatograafiliseks lahutamiseks kasutati kolonni Purospher STAR,
RP18, osakeste 1abimodt 3 pm, 55 mm x 4 mm (MERCK, Darmstadt, Saksamaa) ja Phenomenex
eelkolonni (Torrance, California, USA) Gemini C18 4 mm Lx2 mm ID filtriga (Gemini®, USA).
Kromatograafi t66d kontrolliti ning andmeid koguti ja toddeldi FLO-ONE 3.65 programmi abil
(PerkinElmer Life and Analytical Sciences).

2.2.2.2 Eluendi ja lahuste valmistamine

Eluendina kasutati 15% metanooli sisaldusega 20 mM kaalium divesinik fosfaatpuhvrit
(KH2PO4) pH 2,7 metanooli (methanol, MeOH) segu. KH2PO4 puhver valmistati 2,7 grammi
KH2PO4 graanulite lahustamisel 1 L deioniseeritud vees. pH 2,7 seati kontsentreeritud
fosforhappe lahusega. 850 ml kaalium puhvrile lisati 150 ml MeOH-d. 150 ml metanoolita eluenti
sailitati hilisemaks kasutuseks.

Reaktsiooni initsieeriva kokteili valmistamiseks ldks vaja kolme eraldi lahust, mis sisaldasid
vastavalt ditiotreitooli (dithiothreitol, DTT), allopurinooli ja SAM-i. Nende valmistamiseks
lahustati 138,8 mg DTT graanuleid 100 ml deioniseeritud vees ja 87,2 mg allopurinooli 20 ml
dimetiitilsulfoksiidis (dimethyl sulfoxide, DMSO-s). SAM-i lahuse valmistamiseks lisati 19,5 ml
14C-SAM-i lahusele (PerkinElmer, Massachusetts, USA) 4,4 mg mirgistamata SAM-i pulbrit
(SigmaAldrich, St. Louis, MO). Kokteili valmistamiseks segati kokku 68,25 ml DTT, 9,75 ml
allopurinooli ja 19,5 ml SAM-i lahust.

0,12 M 6-MP saamiseks lahustati 0,20787 g 6-MP-d 10,178 ml DMSO-s.
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10 mM 6-MeMP valmistamiseks lahustati 50 °C juures 5,5 mg 6-MeMP-d (M=166,2 g/mol) 3309
ul 0,1 M HCI lahuses. Saadud lahust lahjendati hiljem deioniseeritud vees kuni molaarse
kontsentratsioonini 20 uM, selleks lisati 10 pl lahusele 4990 pl deioniseeritud vett ja jaotati
alikvootidesse (50 pl/tuub) ning siilitati -20 °C juures. Vahetult enne HPLC analiiiisi valmistati
2 uM 6-MeMP lahjendus. Selleks lisati 20 pl 20 uM 6-MeMP-le 180 ul metanoolita eluenti.

EB lahuse valmistamiseks segati 2,5 ml 1 M Tris HCI pH=7,6, 10 ul DTT, 250 ul 0,1 M PMSF,
250 pl 100% Gliitserool ja 36 ml dH.O-d.

2.2.2.3 Valgu liisaadi valmistamine

Kilmutatud maksakoest loigati steriilse skalpelliga ~ 50 mg tikk, mis asetati 2 ml
mikrotsentrifuugi tuubi. Koeproov jdeti jddle sulama ning proovile lisati 200 ul 5SmM
fosfaatpuhvrit pH 7,5. Proov homogeniseeriti bullet blender homogenisaatoriga ( kiirus 8; 3 x 1
minutit). Proovile lisati 400 ul 5 mM fosfataas puhvrit pH 7,5 ning vajadusel korrati
homogeniseerimise etappi. Proove tsentrifuugiti 4 °C juures 10 minutit x 800 rpm, supernatant
tosteti imber puhtasse mikrotsentrifuugi tuubi. Tsentrifuugimise etappi korrati kaks korda.
Seejirel eraldati supernatant (tsiitosool) ja pdhja jadnud rakud (mikrosoomi fraktsioonid). Rakud
resuspendeeriti 100 mM kaalium fosfaatpuhvris pH 7,4, mis sisaldas 20% gliitserooli (iga grammi
koe kohta lisati 700 pl puhvrit). Lahustes madrati valgu kontsentratsioon ning jagati laiali
alikvootidesse, mida siilitati -80 °C juures. TPMT ensiitimiaktiivsuse madramiseks kasutati

tstitosooli.

2.2.2.4 Valgu kontsentratsiooni moédtmine tsiitosoolist

Maksa biopsiatest valmistatud rakuliisaatide 10pliku valgukontsentratsiooni médramiseks kasutati
Bio-Rad DC Protein Assay’d (BioRad Laboratories, Hercules, California, USA). Meetod pShineb
Lowry meetodil, mille kohaselt lisatakse 5 ul 96-well plaadil olevale rakuliisaadile kahte reagenti.
Tulemuste kvantifitseerimiseks kasutati veise seerumalbumiini BSA (Bovive Serum Albumine)
kalibreerimiskoverat, mis koosnes iiheksast kalibreerimispunktist, mis olid iihtlaselt
kontsentratsiooni viddrtuse 0 mg/ml (EB) ja 3,1 mg/ml (BSA) vahele paigutatud. Valgu

kontsentratsioone rakuliisaadist miérati lainepikkusel 750 nm Labsystems Multiskan RC
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aparatuuri (MTX Lab Systems, Incorported, Virginia, USA) ning Delta soft 3 programmiga
(BioMetallics Incorporated, Princeton, USA). Liisaate sailitati kuni HPLC-ni -80 °C juures.

2.2.2.5 Proovi ettevalmistamine inkubeerimiseks TPMT substraadi 6-MP-ga

15 ml tuubi lisati 75 pg valguliisaati ning lisati deioniseeritud vett kuni ruumalani 302,4 pl.
Proovide inkubatsiooniks ettevalmistamiseks lisati igasse tuubi 62,5 ul 0,3 M fosfaatpuhvrit pH
7,5ja 10 ul 0,12 M 6-MP-d (I6ppkontsentratsioon proovis 3 mM). Negatiivsesse kontrollproovi
lisati 10 pl 6-MP asemel 10 ul DMSO-t. Proove segati vortexil ja asetati 5 minutiks loksuvasse
veevanni 37 °C juurde. Reaktsiooni initsicerimiseks lisati igasse tuubi 25 pl kokteili [10%
allopurinool 4,36 mg/ml DMSO-s lahustatud, 70% DTT 1,39 mg/ml , 20% 800 pl SAM (**C
mérgistatud ja mérgistamata) 10 uM] ning proove inkubeeriti kaks tundi loksuvas 37 °C
veevannis. Reaktsioon peatati sadestamisel 2 ml atsetonitriiliga (acetonitrile, ACN). Proovidele
lisati 20 pl 3,3 M kaaliumkarbonaadi (K2COs) lahust, segati vortexil ja faaside eraldamiseks
tsentrifuugiti 5 minutit x 1000 rpm 20 °C juures. Protsessi kdigus eraldus kaks kihti, iilemine ehk
orgaanika kiht (2 ml) tdsteti puhtasse 15 ml tuubi. Proovidele lisati 1 ml ACN-i, segati vortexil
ja tsentrifuugiti veel 5 minutit x 1000 rpm 20 °C juures. Eelnevalt eraldatud 2 ml lisati veel 1 ml
orgaanika kihti ning proovid puhuti dhuvooluga kuivaks (evapoeeriti) 37 °C juures kuni proovi
ruumala oli alla 100 pl. Proovidele lisati kuni 16ppruumalani 100 pl eluenti (20 mM KH2PO4 pH
2,7), resuspendeeriti ja tdsteti imber puhtasse tuubi, tsentrifuugiti 5 minutit x 20000 rpm 6 °C

juures, pérast mida tdsteti proovid HPLC tuubi.

2.2.2.6 HPLC tingimused 6-MP ja 6-MeMP miéaramiseks

6-MeMP sisaldust analiiiisiti lainepikkusel 290 nm. Eelnevalt soojendatud (30 °C) kolonni siistiti
50 ul proovi. Eluendina kasutati 15%-lise metanooli sisaldusega 20 mM KH2PO4 pH 2,7 puhvrit
ja eluendi voolukiiruseks oli 0,5 ml/min, detekteerimisaeg proovi kohta oli 15 minutit.
Reaktsiooni kdigus tekkinud 6-MeMP hulka nditas ~10 min juures esineva piigi alla jadv ruumala.
Enne igat HPLC analiiiisi maksaproovidega teostati retentsiooniaja teada saamiseks kontrollkatse
6-MeMP-ga. Piikide mérkimine teostati késitsi ning programm arvutas vilja piigi alla jddva

ruumala, kasutades iihikuna loenduste arvu/ minutis (counts per minute, CPM). Iga proovide
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mdootmise tsiikli jaoks koostati kalibreerimisgraafik, kus 6-MeMP kontsentratsioon oli vahemikus
0,43-4,59 uM (2,86-30,63 U). Kalibreerimisgraafiku proove ei inkubeeritud. Iga mddtmise korral
voeti kontrolliks ka iiks nullproov, millele 6-MeMP ei lisatud, ja iiks kvaliteedikontrolliproov,
millest TPMT aktiivsust moddeti koikidel erinevatel pédevadel teostatud mootmise tsiiklitel.
Nullproovi ja kvaliteedikontrolliproovi inkubeeriti ja valmistati analiiiisiks ette nii nagu
analliiisitavaid proove. Inkubeeritavaid proove voeti 3 paralleeli. 6-MeMP sisaldused
analiiisitavates  proovides leiti pédrast kahetunnist inkubeerimist 37 °C  juures
kalibreerimisgraafiku abil. Ensiitimiaktiivsus on véljendatud tihikutes (unit, U). 1 U-le vastab
IuM 6-MeMP moodustumine ng maksa tsiitosooli koguvalgu sisalduse kohta kahetunnise

inkubatsiooni jooksul. Analiiiise teostati 13 erineval péaeval.

2.2.3 DNA metiilatsiooni analiiiis Infinium HumanMethylation450 BeadChip

metiilatsioonikiibiga

Spetsiaalselt disainitud oligonukleotiidkiipe kasutatakse, et kvantifitseerida huvipakkuvates
genoomi positsioonides bisulfit-indutseeritud tsiitosiini muutusi tiimidiiniks. Esmalt toimub
genoomse DNA té6tlemine naatriumbisulfitiga, mis muudab metiileerimata tsiitosiini uratsiiliks,
aga el muuda metiileeritud tsiitosiine. Sel viisil saab eristada metiileeritud ja metiileerimata DNA-
d. Seejirel produkt mairgistatakse fluorestsentsmérgisega ja hiibridiseeritakse kiibil olevatele
spetsiifiliselt disainitud oligonukleotiidproovidele.

Eksperimentide teostamiseks kasutati Infinium HumanMethylation450 BeadChip komplekti
(Illumina, Inc., USA), millega saab iile genoomi analiilisida 450 000 CpG saidi
metiilatsioonitaset, kuid kédesolevas t60s keskenduti 9-le TPMT geeniga seotud CpG saidile.
Esimeseks etapiks oli genoomse DNA (500 ng) todtlus bisulfitiga, milleks kasutati EZ DNA
Methylation™ kitti (Zymo Research Corporation, USA) vastavalt tootja protokollile. Bisulfiti

reaktsioon viidi 1dbi Applied Biosystemsi Veriti termotsiikleris jargnevatel tingimustel:

Temperatuur Aeg

95°C 30 sek 1 1s
50 °C 60 min 16 tsuiklit
4°C hold
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Jargnes puhastusetapp, kus Zymo-Spin™ IC kolonni lisati 600 pul M-sidumispuhvrit ning kolonn
asetati ettendhtud kogumistuubi. Lisati proov ja segati. Kolonni tsentrifuugiti tdiskiirusel 30
sekundit. Kolonni lisati 100 pl M-pesupuhvrit ja tsentrifuugiti taas tdiskiirusel 30 sekundit.
Seejarel lisati 200 ul M-desulfoneerimise puhvrit ja lasti seista toatemperatuuril (20-30 °C) 15-
20 minutit. Parast inkubeerimist tsentrifuugiti kolonni tdiskiirusel 30 sekundit. Kolonni pesti kaks
korda 200 pl M-pesupuhvriga ja tsentrifuugiti tdiskiirusel 30 sekundit. Kolonn asetati 1,5 ml
mikrotsentrifuugi tuubi, lisati 10 ul M-elueerimispuhvrit ning DNA elueerimiseks tsentrifuugiti
taiskiirusel 30 sekundit.

Pérast puhastusetappi kasutati 4 ul konverteeritud DNA-d hiibridiseerimiseks Infinium
HumanMethylation450 BeadChipiga (lllumina) vastavalt tootja protokollile. Signaali
intensiivsuse tuvastamiseks kasutati Illumina GenomeStudio (Illumina) tarkvara. Iga CpG saidi
metiilatsioonitase on véljendatud beeta vairtusena, mis vastab kahe alleeli fluorestsentssignaali
intensiivsuse suhtele.

Andmete todtlemiseks ja digsuse kontrolliks kasutati vaba tarkvara R? ja Bioconductor package
“minfi“-d (R package version 1.6.0). Beeta viértused arvutati [llumina valemiga beta=
M/(M+U+100). Korvaldati kdik CpG saidid, mille GenomeStudio tarkvaraga arvutatud p-

vadrtused olid suuremad kui 0,01.
2.2.4 Poliimorfismide genotiipiseerimine

Genotiipiseerimiseks kasutati TagMan SNP genotiipiseerimise komplekti (Applied Biosystems,
USA) ja reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooni (real-time polymerase chain reaction, RT-PCR)
mehhanismi. TagMan SNP genotiipiseerimine pdhineb DNA poliimeraasi 5’-3° nukleaassel
aktiivsusel. RT-PCR meetodi abil saab proove amplifitseerida ning tulemusi jalgida reaalajas.
Genotiipiseerimiseks kasutati Applied Biosystemsi poolt eelnevalt disainitud 20x Drug
Metabolism Genotyping Assaysid (C>G, C_ 12091552 30; T>C, C_ 30634116 20; C>T,
C___ 19567_20).

PCR reaktsioon viidi 1dbi 4 pl reaktsiooniseguga iihe proovi kohta. Kasutati Dry-Down DNA
meetodit, mille korral plaadile pipeteeritud 4 ul genoomset DNA-d kuivatati iledo. Seejérel lisati

igale plaadil olevale proovile 4ul eelnevalt valmis segatud reaktsioonisegu.

2 http://www.r-project.org/ 33



Reaktsioonisegu koosnes:

1. 2 ul Maxima® Probe/ROX qPCR Master Mix (2x) #K0233 (Fermentas, Leedu)
2. 0,21 pl 20x Drug Metabolism Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems)

3. 1,79 ul MQ ehk deioniseeritud H.O

RT-PCR-i reaktsioonide ldbiviimiseks kasutati firma Applied Biosystems reaalaja termotsiiklerit
7900HT Fast Real-Time PCR System. PCR plaadi lugemiseks ning saadud tulemuste
analiiisimiseks kasutati tarkvara SDS 2.4 (Applied Biosystems).

RT-PCR amplifitseerimise programm:

Algne denaturatsioon: ~ 95°C 10 minutit
Denaturatsioon: 92°C 15 sekundit 0 tsiikli
Praimerite seondumine ja ekstensioon:  60°C 90 sekundit >0 tsiiklit

2.3  Tulemused ja arutelu

2.3.1 Tulemused

Kéesoleva t60 praktilise osa tulemina maédrati TPMT ensiiiimiaktiivsus maksakoes. Lisaks
médrati TPMT geeni enim levinud TPMT*2, TPMT*3B ja TPMT*3C alleelide sagedused ning

uuriti 9 CpG saidi metiilatsioonitaset.

2.3.1.1 Ensiiiimiaktiivsuse m66tmine HPLC-ga

Antud magistritoé raames médrati 145 inimese TPMT aktiivsus maksakoes HPLC meetodiga.
Valgu liisaat valmistati ja proove inkubeeriti, nagu on kirjeldatud materjalide ja meetodite osas.
6-MeMP keskmine moodustumine kvaliteedikontrolliproovis oli 22,39 + 2,98 U. Selleks, et
vorrelda, kui palju erinevate pdevade mootmistulemused iiksteisest erinevad, leiti pdevade
vaheline varieeruvuskoefitsient — 13 péeva vaheline varieeruvus oli 13,87 %. Lisaks uuriti ka iihe
mootmise tsiiklisisest varieeruvust. Selleks inkubeeriti kvaliteedikontrollproovi kiimnes

paralleelis ning leiti, et samal pdeval teostatud HPLC mo&tmise tulemused erinesid 6,93% vorra.
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TPMT aktiivsus 145 indiviidil varieerus vahemikus 1,15 U kuni 17,99 U (joonis 8). Meeste ja
naiste TPMT ensiitimiaktiivsuse erinevuse uurimisel leiti, et sugude vahel puudus statistiliselt

oluline erinevus ensiiiimiaktiivsuses (p-vaartus=0,35).

TPMT aktiivsuse sagedustabel

30 — =g
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<L 26
= 20
| 20
= 15
= 15
Z 10
10
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o2 4,1-8 8,1-10 12,1-14 16,1-18
2,1-4 £,1-2 10,1-12 14,1-18

ARTIVEUSEVAHEMIKUD DHIKUTES (U]

Joonis 8. Tiopuriinmetiiiiltransferaasi aktiivsus maksas. Ensiiiimiaktiivsust mdddeti 145 indiviidil ja see on
véljendatud tihikutes (U). 1U on 1uM 6-MeMP moodustumine ng maksa tsiitosooli koguvalgu sisalduse kohta
kahetunnise inkubatsiooni jooksul.

2.3.1.2 Genotiipiseerimine

Indiviide uuriti kolme sagedamini esineva poliimorfismi (TPMT*2, TPMT *3B, TPMT*3C)

suhtes (tabel 1). Genotiiiipide ja alleelide jaotuvused on toodud tabelites 2, 3 ja 4.

Tabel 1. Tagman SNP genotiipiseerimisel uuritud poliimorfismid

Alleel Nukleotiidne muutus Asukoht Aminohappe muutus
TPMT*2 238C>G (rs1800462) Ekson V Ala80Pro
TPMT*3B 460C>T (rs1800460) Ekson VII Alal54Thr
TPMT*3C 719T>C (rs1142345) Ekson X Tyr240Cys
TPMT*3A 460C>T (rs1800460) Ekson VII Alal54Thr
719T>C (rs1142345) Ekson X Tyr240Cys
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Tabel 2. TPMT*2 poliimorfismi genotiilipide ja alleelide jaotus meestel ja naistel.

TPMT*2

CIG Mehed Naised

N 57 59

Genotiiiip

GG 0 0

CG 0 0

CcC 57 59

Alleel

G 0 0

C 114 (100%) 118 (100%)
Tabel 3. TPMT*3B poliimorfismi genotiiiipide ja alleelide jaotus meestel ja naistel.

TPMT*3B

CIT Mehed Naised

N 57 59

Genotiiiip

TT 0 0

CT 2 2

CcC 55 57

Alleel

T 2 (1,8 %) 2 (1,7%)

C 112 (98,2%) 116 (98,3%)
Tabel 4. TPMT*3C poliimorfismi genotiiiipide ja alleelide jaotus meestel ja naistel.

TPMT*3C

TIC Mehed Naised

N 57 59

Genotiiiip

CcC 0 0

CT 3 2

TT 54 57

Alleel

C 3(2,6 %) 2 (1,7%)

T 112 (97,4%) 116 (98,3%)

36



Analiiiisi tulemusena leiti kokku 5 poliimorfse genotiiiibiga indiviidi. Neljal inimesel tuvastati
TPMT*3A/TPMT*1 genotiilip. Tagman SNP genotiipiseerimise abil ei ole vdoimalik tuvastada,
kas TPMT*3B ja TPMT*3C poliimorfismid asuvad koos iihel voi erinevatel alleelidel, kuid
reeglina pdranduvad poliimorfismid koos. Seega eeldati, et leitud TPMT*3A genotiiiibiga
indiviidid on heterosiigoodid. Analiiiisi tulemina leiti ka tiks TPMT*3C/TPMT*1 heterosiigootse
genotiiiibiga indiviid. TPMT*2 poliimorfismi antud valimi hulgas ei tuvastatud. Uuritavad, kellel

ithtegi poliimorfismi ei leitud, on eeldatavasti TPMT metsiktiitipi genotiilibiga.

2.3.1.3 Genotiiiipide seos ensiiiimiaktiivsusega

On teada, et poliimorfismid/mutatsioonid TPMT geenis mojutavad ensiilimiaktiivsust. Kéesoleva
t60 valimi pohjal uuriti TPMT poliimorfismide moju ensiilimiaktiivsusele maksas. Joonisel 9 on

kujutatud 145 indiviidi ensiitimiaktiivsused vastavalt maératud genotiiiibile.

Ensiiiimi aktiivsused vastavalt TPMT genotiiiibile

O Genotiip puedub
B TPMT*LTPMT=1

B TPMT=34TPMT=1
O TRMT3CTPMT=L

Akt EuS (unif
10
1

Indvaidid {rim1 45)

Joonis 9. Ensiitimiaktiivsused vastavalt TPMT genotiiiibile. Rohelise virviga on mérgitud metsiktiiiipi genotiitibiga
indiviidid. Kollane véarv tdhistab TPMT*3C/TPMT*1 heterosiigootse genotiiiibiga isikut ja oranz vérv tahistab
indiviide TPMT*3A/TPMT*1 genotiiiibiga. Ensiitimiaktiivsus on mérgitud ithikutes (Unit). 1Unitile vastab 1pM 6-
MeMP moodustumine ng maksa tsiitosooli koguvalgu sisalduse kohta kahetunnise inkubatsiooni jooksul.

Selgus, et TPMT*3A/TPMT*1 genotiiiibiga indiviididel on ensiilimiaktiivsus madalam Kkui
metsiktiilipi genotiilibiga indiviididel. TPMT*3C/TPMT*1 heterosiigoodi ensiitimiaktiivsus on
sarnane metsiktiiiipi genotiiiibiga indiviidide keskmisele aktiivsusele (joonis 10).
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Ensulumi aktiivsuse karpdiagrammid

15

10

AMiirsus (Unity

T T T
TRMT*1/TPMT*1 TRMT*3ATPMT*1 TRMT*3CTPMT*1

Joonis 10. TPMT poliimorfismide mdju ensiilimiaktiivsusele. TPMT*3A/TPMT*1 genotiiiibiga indiviidide
enstiimiaktiivsus on oluliselt madalam (p-vdértus=0,02) kui metsiktiitipi (TPMT*1/TPMT*1) genotiiiibiga
indiviididel. Lisaks on néha, et TPMT*1/TPMT*1 genotiiiibi korral varieerub enstiiimiaktiivsus rohkem. Uuringu
kaigus leiti iks TPMT*3C/TPMT*1 genotiiiibiga inimene, kelle ensiilimiaktiivsus oli sarnane metsiktiiiipi
genotiiiibiga keskmisele enstiiimiaktiivsusele.

Aktiivsuse vadrtused vastavalt genotiilibile on kirjas tabelis 5. Tulemuste pohjal voib 6elda, et

TPMT*3A poliimorfismi esinemise korral on ensiitimiaktiivsus langenud.

Tabel 5. TPMT genotiiiipidele vastavad ensiiiimiaktiivsused. 1U on 1uM 6-MeMP moodustumine ng
maksa tsiitosooli koguvalgu sisalduse kohta kahetunnise inkubatsiooni jooksul.

Genotiiiip Indiviide arv Aktiivsus (U)
TPMT*1/TPMT*1 111 7,52+3,32
TPMT*3C/TPMT*1 1 7,5+0
TPMT*3A/TPMT*1 4 2,93+1,01

2.3.1.4 CpG saitide metiilatsioonimustri profileerimine

TPMT geen, millelt kodeeritava ensiiiimi aktiivsust maksa koeproovides uuriti, asub 6.
kromosoomis. Kogu geeni ulatuses paiknevad CpG saidid ning promootori ligiduses asub CpG
saareke (kromosoom 6:18155534-18156354). Kdesolevas t66s uuriti nelja 5°-UTR-is, {ihte geeni

pohiosas ja nelja CpG saarekeses asuva CpG saidi metiilatsioonitaset. Andmeid koguti 88
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indiviidi kohta. Metiilatsioonitase on viljendatud beeta (B) vaidrtusena — kahe alleeli
fluorestsentssignaali intensiivsuse suhe. B védartused jadvad nulli ja iihe vahele, mida suurem on
B, seda suurem metiilatsioonitase uuritavas CpG saidis. Nulli 1dhedane B véartus tdhendab, et
antud CpG sait ei ole metiileeritud. Tabelis 6 on toodud CpG saitide keskmine metiilatsioonitase
ning saidi metiilatsioonitaseme varieeruvus indiviidide vahel (dispersioon). Suurima dispersiooni

vadrtusega oli geeni pohiosas paiknev CpG sait cg21780842.

Tabel 6. Infinium HumanMethylation450 BeadChip metiilatsioonikiibiga analiiiisitud 9 CpG saiti.
Metiilatsioonitase on viljendatud beeta (B) vddrtusena, mis vastab kahe alleeli fluorestsentssignaali
intensiivsuse suhtele. Dispersioon nditab, kui palju CpG saidi metiilatsioonitase indiviidide vahel
varieerub.

CpG saidi Asukoht Keskmine

nimi (positsioon)  Asukoht geenil metiilatsioonitase () Dispersioon Min Max
€g00102920 18156401 5'UTR 0,11 0,001 0 0,22
cg06702726 18152154  5'UTR 0,96 0,007 0,21 0,98
€g11007366 18155579  CpG saareke 0,01 0,000 0 0,12
€g20677365 18155916  CpG saareke 0,56 0,027 0,20 0,87
€g21780842 18136829  geeni pdhiosa 0,72 0,055 0 0,92
€g22406543 18155584  CpG saareke 0,23 0,006 0,11 0,68
€g23073439 18155296 1 ekson 0,00 0,000 0 0
€g23860886 18155593  CpG saareke 0,01 0,008 0 0,83
924342628 18155101 5'UTR 0,08 0,003 0,03 056

2.3.1.5 CpG saitide metiilatsiooni seos TPMT aktiivsuse ja genotiiiibiga

Kéesoleva t60 eksperimentaalosa iiheks eesmaérgiks oli uurida, kas ja kuidas mdjutab
ensiitimiaktiivsust DNA metiileerimine. Uuritavate CpG saitide metiilatsioonitasemete ja
enslilimiaktiivsuse ~ vahelise  Korrelatsiooni ~ olemasolu  kontrollimiseks  koostati
hajumisdiagrammid (scatter diagram) ning leiti lineaarne korrelatsioonikordaja ehk Pearsoni
korrelatsioonikordaja r. Korrelatsioonikordaja vaartus asub vahemikus —1 kuni 1, mida lahemal
on r absoluutvéirtus iihele, seda tugevamalt on tunnused omavahel seotud. Kui kahe tunnuse
vahel seost ei ole, on kordaja absoluutvddrtus 0. Pearsoni r vdirtused, mille korral |r| jadb
vahemikku 0,7 - 1, niitavad tugevat seost. Pearsoni r véartused vahemikus 0,3 — 0,7 néitavad
keskmise tugevusega seost ning kui |r|< kui 0,3, on tegemist ndrga seosega®. Korrektsiooniks

kasutati valevastuse méira (false discovery rate, FRD) 5%.

3 http://www.tlu.ee/~kairio/failid/konspekt2.pdf 39



Koostatud diagrammidelt on ndha, et toosse valitud CpG saitide metiilatsioonitaseme ja
ensiitimiaktiivsuste vahel ei ole tugevat korrelatsiooni (vaata lisa 2 joonis 1-9) (tabel 7). Antud
t00 suurim korrelatsioonikordaja vairtus oli saidi cg24342628 korral r=0,196, mis voiks viidata

ndrgale seosele.

Tabel 7. Uuritud 9 CpG saidi metiilatsioonitasemete ja ensiilimiaktiivsuse vahelisi seoseid niitavad
Pearsoni r vadrtused. Arvutatud r véartused asuvad 16igus -1 kuni 1 ja peegeldavad kahe andmehulga
lineaarse seose ulatust.

CpG sait Pearson r
€g00102920 0,035
€g06702726 0,071
€g11007366 -0,158
€g20677365 0,056
€g21780842 -0,165
€g22406543 -0,028
€g23073439 0,082
€g23860886 -0,099
€g24342628 0,196

2.3.2 Arutelu

Varieeruva ravimivastuse kujunemisele annavad panuse mitmed faktorid, nende hulgas indiviidi
vanus, sugu, kehamassiindeks, populatsiooniline péritolu, koostoimed teiste samaaegselt
manustatavate ravimitega, haiguse olemus, keskkonnafaktorid ning patsiendi iildine tervislik
seisund. Farmakogeneetika areng on vdimalikuks teinud raviplaanide kohandamise vastavalt
genotiilibile ehk individuaalse ravimidoosi méidramise. Kuna tihti kasutatakse haigustega
voitlemisel mitut erinevat ravimit samaaegselt, siis peab raviplaani optimiseerimisel arvestama
mitmete geneetiliste markeritega, mis vdivad vastavate ravimite toimet mojutada. Lisaks tuleb
meeles pidada, et kombinatsioonravi korral vdib esineda ravimite koostoime probleem.
Kliinilises praktikas kasutatakse patsientidele optimeeritud ravimidooside madramiseks erinevaid
diagnostilisi teste.

Kéesoleva t00 eesmérgiks oli médrata 145-1 indiviidil TPMT ensiitimiaktiivsus maksas ning
uurida poliimorfismide moju ensiitimiaktiivsusele. Lisaks taheti teada, kas ja kuidas mdjutab
DNA metiileerimine TPMT aktiivsust maksakoes. Maks on peamine organ, kus toimub ravimite

metabolism. See lisab vaartust antud t606le, kus ensiitimiaktiivsusi on maksast méératud.
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Mitmetes uuringutes on analiiiisitud TPMT aktiivsuse soospetsiifilisust. Sugudevahelise
ensliiimiaktiivsuse erinevuses ei ole suudetud kokkuleppeni jouda, vaid erinevad grupid on
saanud vastuolulisi tulemusi. Uhed viiidavad, et meestel on ensiiiimiaktiivsus kdrgem kui naistel
ning teised sellist erinevust ei tuvasta (Woodson jt., 1982; Chocair jt., 1993; Alves jt., 2001;
Brouwer jt., 2005; Serpe jt., 2009). Kédesolevas t60s statistiliselt olulist erinevust meeste ja naiste
TPMT ensiitimiaktiivsuses ei esinenud (p-vaartus=0,35).

Lisaks soole on vaadatud ka vanuse mdju TPMT aktiivsusele ning iihes uuringus tuvastati
meessoost uuritavatel ensiiiimiaktiivsuse kdikumine erinevates vanusegruppides (Serpe jt.,
2009). Antud t60s east soltuvat enstitimiaktiivsuse mustrit uuritavate meessoost indiviide korral
ei tdheldatud.

Parimateks diagnostiliste vdédrtusega markeriteks on TPMT geenis esinevad poliimorfismid, mille
seost alanenud ensiilimiaktiivsusega ning sellest ldhtuvalt raviefektiivsusega on tdestatud
mitmetes uuringutes (viited lisa 1, tabel 1). Kiesolevas t66s méadrati 145 inimese TPMT aktiivsus
ning nendest 116 indiviidi jaoks oli olemas ka genoomne DNA, mida kasutati kolme sagedasima
TPMT poliimorfismi (TPMT*2, TPMT *3B, TPMT*3C) genotiipiseerimiseks. Sooviti vaadata,
kas TPMT geenis esinevatel polimorfismidel on maksas ensiitimiaktiivsust alandav toime. Antud
to0s leitud poliimorfismide mdju ensiilimiaktiivsusele langeb kokku varasemate uuringute
tulemustega, kus hinnati genotiiiibi mdju punastest vererakkudest mdoddetud enstitimiaktiivsusele.
Antud uuringu kaigus leiti neli indiviidi TPMT*3A/TPMT*1 genotiiiibiga, kellel koigil oli
ensiiimiaktiivsus oluliselt langenud (keskmine aktiivsus 2,93 U). Lisaks leiti iiks
TPMT*3C/TPMT*1 genotiiiibiga isik (keskmine ensiitimiaktiivsus 7,5 U). Kuna poliimorfismide
esinemist seostatakse madalama TPMT aktiivsusega ning seda omakorda suurenenud TGN-i
hulgaga, siis voib jareldada, et neljal TPMT*3A/TPMT*1 genotiiiibiga indiviidil on méirgatavalt
suurem oht tiopuriinide pohjustatud ravimitoksilisuse kujunemiseks. Sellise genotiilibiga
patsientidel tuleks kaaluda ravimi madalama doosi madramist. Kéesolevas t66s uuritud
indiviidide hulgas leidus palju selliseid inimesi, kelle genotiiiibis kolme uuritud poliimorfismi ei
tuvastatud, kuid moddetud ensiitimiaktiivsus oli madal.

Eeldati, et indiviidid, kellel kolme enim levinud poliimorfismi ei esinenud, on metsiktiiiipi
genotiiiibiga ning nende enstiimiaktiivsus varieerus 1,147 U kuni 17,21 U. Selles grupis leitud
madala ensiitimiaktiivsusega isikutel voib esineda moni haruldane poliimorfism, mida seostatakse

aktiivsuse langusega, kuid geneetilised muutused iiksi ei pruugi olla nii suure varieeruvuse
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pohjustajaks. Lisaks TPMT geenis esinevatele muutustele on leitud ka teisi TPMT aktiivsust
mojutavaid faktoreid — SAM ja selle biosiinteesis osalevad komponendid (Milek jt., 2009; Karas-
Kuzelicki jt., 2010). Samas TPMT geneetiline varieeruvus ning muud teadaolevad
ensiiimiaktiivsust mojutavad tegurid ei suuda tdielikult seletada erinevusi enstitimiaktiivsuses —
nditeks homosligootsete metsiktiilipi genotiiiibiga (TPMT*1/TPMT*1) inimeste vahelist suurt
ensiilimiaktiivsuse varieeruvust vOi poliimorfse heterostigootse genotiitibiga indiviididel
tuvastatud normaalset ensiiiimiaktiivsust (Hindorf ja Lindqvist Appell, 2012). Seega on alust
arvata, et lisaks geneetilistele faktoritele mdjutavad enstiiimiaktiivsust ka muud, veel tuvastamata
markerid.

TPMT on oluline tiopuriinravimite pohjustatud toksilisuse mééiraja, kuid tdnaseni ei teata, mis on
selle ensiiiimi substraadiks rakus. ning seega jadb ka bioloogiline roll ebaselgeks. Selle ensiiiimi
tahtsuse véljaselgitamiseks on tehtud katseid knockout-hiirtega, kellel on kas iihel voi molemal
alleelil geen valjalilitatud (TPMT-/+, TPMT -/-). Hiirtel teostati farmakokineetilisi ja
farmakodiinaamilisi uuringuid merkapropuriini (6-MP) ja 6-tioguaniiniga (6-TG) ning saadud
tulemusi vorreldi genotiitipide vahel. Selgus, et hiired erinesid soltuvalt genotiiiibist tekkivate
ravimi aktiivsete metaboliitide poolest. Samas puudus genotiiipidel moju fenotiitibile, Kui
ravimeid ei kasutatud (Hartford jt.,2007). Bioloogilise rolli tuvastamine voiks aidata kaasa
ensiitimiaktiivsust mojutavate faktorite identifitseerimisele.

Teatakse, et ravimivastuse kujunemisel on oluline roll ka epigeneetilistel protsessidel nagu
kromatiini struktuuri modifitseerimine ja DNA metiileerimine. Epigeneetiline geeniekspressiooni
regulatsioon on diinaamiline ja pddrduv protsess, mis médrab raku normaalse fenotiiiibi ning
mingib rolli ka mitmete haiguste tekkel (Arrowsmith jt., 2012). Epigeneetiline geeniregulatsioon
vOoib mojutada ravimeid metaboliseerivate geenide ekspressiooni ja seeldbi ravimivastust
(Kacevska jt., 2011). Samas tuleb silmas pidada, et epigeneetiline geeniregulatsioon on mojutatav
keskkonnafaktorite poolt, mille hulka kuuluvad ka ravimid. Seega on vdimalik, et geeni
epigeneetiline muster vdib muutuda ravimite toimel.

Kéesolevas to0s piistitati hiipotees, et just epigeneetilised faktorid vdivad pohjustada
enstiimiaktiivsuse varieeruvust. Uuriti DNA 9 CpG saidi metiilatsioonitaseme mdju TPMT
aktiivsusele. Analiilisitud iiheksast CpG saidist 8 asusid geeni 5’-UTR piirkonnas ja nendest 4
seal paiknevas CpG saarekeses. See osa geenist, kus asub nii promootor kui ka TSS, on tavaliselt

metiileerimata ning kui see piirkond muutub metiileerituks, siis inhibeeritakse geeniekspressioon.
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Analiiisi tulemused néitasid, et enamus 5’-UTR piirkonna CpG saitidest olid madala
metiilatsioonitasemega (keskmine metiilatsioonitase 0,00  kuni 0,23 ). CpG saarekeses asuva
cg20677365 saidi ja 5’-UTR-is paikneva cg06702726 saidi keskmised metiilatsioonitasemed olid
monevorra korgemad (0,56 B ja 0,96 B vastavalt). Kodikide CpG saitide analiiiisil leiti, et indiviiditi
erinesid metiilatsioonitasemed kahes saidis rohkem — CpG saarekeses olevas cg20677365 ja geeni
pdhiosas paiknevas 92178084 saidis. Ulejddnutes oli uuritavate vaheline metiilatsioonitaseme
erinevus vdiksem (cg00102920; c¢g06702726; cgl1007366; cg22406543; ¢g23073439;
€g23860886; €g24342628) (tabel 6). Samas ei tuvastatud lihegi 5’-UTR piirkonna ja CpG
saarekeses asuva CpG saidi metiilatsioonitaseme ja ensiiiimiaktiivsuse vahel korrelatsiooni.
Korgeim korrelatsioonikordaja vairtus oli 0,196 saidis ¢g24342628, ent seose kindlaks
tegemiseks tuleks uuringut korrata suurema valimiga.

Metiilatsiooni mdju geeniekspressioonile ei ole iiheselt mdistetav ja sdltub suuresti metiileeritud
CpG saidi asukohast. TSS-i vahetus ldheduses paiknev CpG metiilatsioon blokeerib
transkriptsiooni initsiatsiooni, kuid metiileeritud CpG geeni podhiosas ei pruugi
geeniekspressioonile parssivat moju avaldada, vaid hoopis transkriptsiooni elongatsiooni etappi
stimuleerida (Jones, 2012). Lisaks on leitud, et geeni pdhiosas asuvate CpG saitide metiilatsioon
mdjutab splaissingut (Moarefi ja Chedin, 2011). Ka antud magistritddsse oli valitud iiks CpG sait,
mis asub geeni sees (cg21780842) ja mille keskmine metiilatsioonitase oli suhteliselt korge (0,72
B). Samas leiti, et mainitud CpG saidi metiilatsioonitasemel puudus korrelatsioon
ensiiimiaktiivsusega  (r=-0,165). DNA metiilatsiooni uurimiseks kasutati Infinium
HumanMethylation450 BeadChip metiilatsioonikiipi, kuhu CpG saidid on valitud esimese eksoni
promootori piirkonna jédrgi. Samas on teada, et TPMT geeni kodeeriv piirkond on 3. kuni 10.
eksonini ning tulevikus tasuks vaadata, kas geeni kodeeriva piirkonna CpG saitide
metiilatsioonitase voiks ensiitimiaktiivsust mojutada.

Uhe vdimalusena seletamaks ensiiiimiaktiivsuse varieeruvust tuleb kaaluda kasutatavate ravimite
koostoimete mdju, sest tihti kasutatakse haigustega voitlemisel ravi efektiivsuse suurendamiseks
kombineeritud ravi. Néiteks on teada, et IBD raviks kasutatavad kortikosteroidid sulfasalasiin ja
mesalamiin inhibeerivad TPMT aktiivsust. Neid ravimeid kasutatakse podletikumediaatorite
produktsiooni pérssimiseks ning samal ajal kasutakse pdletikuga voitlemiseks ka
immuunsupressiivseid tiopuriinravimeid (Khan jt., 2011). Ravimite ristmoju tagajérjel langeb

TPMT aktiivsus, mis suurendab tiopuriinravimite pohjustatud toksilisuse tekkeriski. Seega ei
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pohjusta liksnes muutused TPMT geenis madalat ensiilimiaktiivsust ja ravimite kdrvaltoimeid,
vaid stitidlaseks voib olla hoopis ravimite ristmoju.

Eelneva pdhjal voib viita, et ravivigade véltimiseks oleks vajalik patsientide genotiipiseerimine
vOi enstilimiaktiivsuse méddramine enne tiopuriinravi alustamist, mida tdnapédeval ka mitmetes
haiglates enne tiopuriinravi alustamist teostatakse. Ensiitimiaktiivsuse mdotmisteks kasutatakse
tavaliselt punaseid vererakke ning mitmed uuringud, mis on 1idbi viidud erinevate etniliste
gruppide hulgas, on leidnud, et punastest vererakkudest ja maksast moddetud TPMT aktiivsus on
omavahel tugevas korrelatsioonis. Kahjuks ei olnud voimalik kdesoleva t66 raames uuritud
indiviidide TPMT ensiitimiaktiivsust punastest vererakkudest moota. Kohordi eripérast tulenevalt
antud t66s TPMT aktiivsusele iseloomulikku trimodaalset jaotust ei esinenud, kiill aga leiti tugev
seos madala aktiivsuse ja poliimorfismide vahel. Samuti ei leitud 9 CpG saidi
metiilatsioonitasemel seost aktiivsusega, kuid nende tulemuste pdohjal ei saa teha iildistavaid
jéreldusi, nagu DNA metiileerimine ei vdiks olla pohjuseks, miks kindla genotiiiibiga indiviidide
grupi sisene ensiitimiaktiivsus suurel maédral varieerub. Kindlasti tasub uurida DNA
metiileerimise moju  suuremas ulatuses ning vaadata rohkemate CpG saitide
metiilatsioonitasemeid. Erilist tdhelepanu tuleks poorata just sellistele CpG saitidele, kus
tuvastatakse suur indiviidide vaheline varieeruvus. Lisaks oleks huvitav vaadata kogu geeni
metiilatsioonimustrit enne ja parast tiopuriinravi alustamist, et hinnata kasutatavate ravimite moju

DNA metiileerimisele.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 kirjanduse osas anti iilevaade tiopuriinmetiiiiltransferaasi (TPMT) ensiiiimist,
millel on keskne roll tiopuriinravimite metabolismil. Ensiiimiaktiivsus aitab ennustada ravi
tulemuslikkust. Mainitud ravimeid kasutatakse dgeda liimfoidse leukeemia ja poletikuliste
soolehaiguste raviks. TPMT kaudu metaboliseerudes moodustuvad ravimi inaktiivsed
metaboliidid. Ensiiimiaktiivsuse langus pohjustab aktiivsete metaboliitide kuhjumist organismi,
mis voib patisentidel eluohtlike ravimikorvalndhte pohjustada. Lisaks Kirjeldati TPMT geneetilisi
poliimorfisme, mis mojutavad ensiitimiaktiivsust ja ravi efektiivsust. Liihidalt kirjeldati ka
ravimeid metaboliseerivate ensiiimide farmakogeneetikat ning anti {lilevaade epigeneetilisest
geeniekspressiooni regulatsioonist.

Too praktilise osa eesmirgiks oli madrata TPMT geeni kolme levinuma poliimorfismi
esinemissagedus uuritavas populatsioonis ning vaadata, kas poliimorfsed genotiiiibid mojutavad
TPMT aktiivsust maksas. Analiiisi kédigus leiti neli TPMT*3A/TPMT*1 ja ks
TPMT*3C/TPMT*1 genotiilibiga indiviid. TPMT*3A/TPMT*1 genotiitibiga isikute
enstitimiaktiivus maksas oli oluliselt madalam metsiktiitipi (TPMT*1/TPMT*1) genotiiiibiga
inimeste omast. TPMT*3C/TPMT*1 genotiiiip ensiiiimiaktiivsust méargatavalt ei mojutanud.
Kogutud andmete pdhjal voib viita, et TPMT*3A/TPMT*1 genotiiip pdhjustab
enslitimiaktiivsuse langust. Sellise genotiilibiga indiviidel on suurem oht tiopuriinide pdhjustatud
ravimitoksilisuse kujunemiseks ning neil tuleks kaaluda ravi standarddoosist madalama
annusega. Lisaks geneetilistele faktoritele uuriti ka DNA metiilatsiooni mdju TPMT aktiivsusele.
Toosse valiti neli 5°-UTR piirkonnas, neli CpG saarekeses asuvat CpG saiti ja liks geeni pohiosas
paiknev CpG sait, millede metiilatsioonitaset moddeti ning seost aktiivsusega vaadati. Kdesoleva
t00 kaigus ei leitud antud saitide ja enstiiimiaktiivsuse vahel seost.

Kidesoleva t60 pdhjal voib vdita, et TPMT geeni poliimorfismide pdhjal saab ennustada
tiopuriinide ravimivastust, kuid usaldusvédirsemate tulemuste saamiseks tuleks tdiendavalt
médrata ka fenotiilip st. ensliimi aktiivsus, kuna uuritud poliimorfismid iiksi ei pdohjusta
ensliiimiaktiivsuse langust. Lisaks leiti uuritud CpG saitide pohjal, et DNA metiilatsioon ei
avaldanud mgju ensiiimiaktiivsusele. Nende tulemuste pohjal ei ole voimalik jareldada, et DNA
metiileerimine ei mdjuta ensliimiaktiivsust, vaid tulevikus tasuks TPMT geeni

metiilatsioonimustrit ulatuslikumalt uurida.
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Factors Influencing the Activity of Thiopurine Methyltransferase in Human Liver
SUMMARY

Research in pharmacogenetics investigates how differences in our genes can affect our response
to medicines. The thiopurines are prodrugs which require metabolic transformation to exert effect.
These drugs are used in the treatment of childhood acute lymphoblastic leukemia and
inflammatory bowel disease.

Thiopurine methyltransferase (TPMT) is an important enzyme involved in the metabolism of
thiopurines. Genetic polymorphisms that affect TPMT enzymatic activity are correlated with
variations in the therapeutic response and thiopurine-induced toxicity within individuals. The
frequency distribution of TPMT activity in Caucasians is trimodal, with 89% having high enzyme
activity, 10% having intermediate activity and 1 of 300 having almost undetectable activity.
TPMT gene exhibits significant genetic polymorphism. At present, a total of 36 TPMT genetic
polymorhisms (single nucleotide polymorphisms, SNP), have been identified. Several SNPs
cause decreased enzyme activity. TPMT*1 is the wild-type allele. The most common SNPs are
TPMT*2, TPMT*3A and TPMT*3C. Patients with low TPMT activity are at high risk of severe,
eventually fatal, haematologic toxicity. Therefore, the level of TPMT enzyme activity is essential
for balance of therapeutic and toxic effects of thiopurine drug dose.

In the research done in the framework of the current master’s thesis the pharmacogenetics and
epigenetics of TPMT were studied. TagMan® SNP Genotyping Assays and Infinium
HumanMethylation450 BeadChip were used for analyzing the impact of the most common SNPs
and DNA methylation on TPMT activity. The study identified 4 individuals who were
heterozygous for TPMT*3A/TPMT*1 genotype and had decreased TPMT activity. In addition 1
person with TPMT*3C/TPMT*1 genotype was found, whose enzyme activity was not influenced
by the TPMT*3C polymorphism. Collected data suggest that TPMT*3A/TPMT*1 genotype
results in the decrease of enzyme activity and individuals with TPMT*3A/TPMT*1 genotype are
at greater risk of developing thiopurine-caused drug toxicity. They should be treated with lower
drug doses. The impact of DNA methylation on enzyme activity was examined in addition to

genetic factors. The methylation levels of 4 CpG sites located in 5’-UTR region, 4 sites within

46



the CpG Island, and one in the gene body region were analyzed — there was no correlation between
the methylation levels of these sites and the enzyme activity.

We suggest that the TPMT gene polymorphism can be predictive of enzyme activity, and thereby
thiopurine drug response. However, in order to obtain more reliable diagnostic results, the
phenotype should be determined in addition to genotype, since the polymorphisms are not the
only factors that may cause variability and decrease in TPMT activity. Moreover, based on
studied 9 CpG sites is possible to make conclusion as if DNA methylation has no effect on enzyme
activity. However, this would be presumptuous, because in order to determine the impact of DNA
methylation on TPMT activity, the TPMT gene methylation patterns should be studied more

extensively.
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LISAD

Lisa1l
Tabel 1 TPMT 36 poliimorfse alleeli kirjeldus.
Alleel Nukleotiidne | Asukoht | Aminohappe Kirjeldus Viited
muutus muutus
TPMT*1 Metsiktiitipi metsiktiilipi, normaalne
(wild-type) TPMT aktiivsus.
TPMT*1A -178C>T I1(5°UTR) ei mdjuta aktiivsust. Spire-Vayron de la
Moureyre jt., 1998.
TPMT*1S 474T>C VIl Ile158lle Vaikiv mutatsioon, Yates jt., 1997.
puudub seos
ensiiiimiaktiivsusega.
TPMT*2 238G>C \V/ Ala80Pro MRNA tase on sarnane | Krynetski jt., 1995;
metsiktiiiibile, kuid Tai jt. 1997; Uijiie
ensiiiimiaktiivsus 100 jt., 2008
korda madalam.
aminohappe vahetus
muudab valgu
tertsiaarstruktuuri (valk
on ebastabiilne ja
degradeerub Kiiresti).
TPMT*3A 460G>A VI Alal54Thr TPMT mRNA tase on Krynetski jt., 1995;
Tyr240Cys sarnane metsiktiiibile, | Tai  jt, 1997,
T19A>G X kuid valgu tase on 400 | Szumlanski jt., 1996
korda madalam.
Aktiivsus puudub. Valk
degradeerub kiiresti.
TPMT*3B 460G>A VI Alal54Thr Aktiivsus 9 korda Krynetski jt., 1995;
madalam. Haruldane Tai jt, 1997,
poliimorfism. Valk Szumlanski jt., 1996
degradeerub Kiiresti.
TPMT*3C 719A>G X Tyr240Cys Aktiivsus 1,4 korda Yates jt., 1997; Tai
madalam. Valk jt., 1997; Otterness
degradeerub Kiiresti. jt., 1997
TPMT*3D 292G>T \% Glu98Stop Madal Spire-Vayron de la
ensutimiaktiivsus. Moureyre jt., 1998;
460G>A VII Alal54Thr Otterness jt., 1997
719A>G X Tyr240Cys
TPMT*4 626-1G>A Intron 1X/ Tekitab vigu Spire-Vayron de la
splaissingus. Esimene Moureyre jt., 1998;
ekson X seda tiitipi TPMT Otterness jt., 1997

alleel, millel leiti seos
madala
ensiilimiaktiivsusega.
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TPMT*5 146T>C v Leu49Ser Enstitimiaktiivsus Spire-Vayron de la
puudub ning oluliselt Moureyre jt., 1998;
madalam valgu Ujiie jt., 2008;
ekspressioonitase. Salavaggione  jt.,
2005
TPMT*6 539A>T VIII Tyr180Phe Arvatakse pohjustavat | Spire-Vayron de la
madalat Moureyre jt., 1998;
ensiiiimiaktiivsust. Otterness jt., 1997
TPMT*7 681T>G X His227Glu Missenssmutatsioon Spire-Vayron de la
10. Eksonis, mille Moureyre jt., 1998;
tagajérjel tekib mitte Ujiie jt, 2008;
funktsioneeriv alleel. Salavaggione  jt.,
2005
TPMT*8 644G>A X Arg215His Keskmise tasemega Hon jt., 1999
ensiilimiaktiivsus.
TPMT*9 356GA>C Vv Lys119Thr Ei mojuta oluliselt Garat jt., 2008
aktiivsust.
TPMT*10 430G>C VI Glyl44Arg Missenssmutatsioon, Salavaggione  jt.,
puudub 2005; McLeod jt.,
ensiilimiaktiivsus. 1993
TPMT*11 395G>A VI Cys132Tyr Puudub Schaeffeler jt., 2003
ensiilimiaktiivsus.
TPMT*12 374C>T VI Ser125l eu Missenssmutatsioon, Ujiie jt., 2008;
madalam valgu Hamdan-Khalil jt.,
ekspressioonitase. 2003
TPMT*13 83A>T i Glu28Val Missenssmutatsioon. Hamdan-Khalil jt.,
2003
TPMT*14 1A>G Il MetlVal Madalam valgu Ujiie jt., 2008;
ekspressioonitase ja Lindgvist jt., 2004
enslimaatiline
aktiivsus.
TPMT*15 G>A Intron VI/ Splaissingu defekt 7. Lindqvist jt., 2004
splaissingu intronis pdhjustab
iithendussaidis ekson ensiilimiaktiivsuse
Vil languse.
TPMT*16 488G>A VI Argl63His Kolm korda madalam Hamdan-Khalil jt.,
kliirensi vééirtus. 2005; Schaeffeler
jt., 2004
TPMT*17 124C>G Il GIn42Glu Ensiilimiaktiivsus Schaeffeler jt., 2004
madalam.
TPMT*18 211G>A v Gly71Arg Madalam valgu Schaeffeler jt., 2004
ekspressioonitase.
TPMT*19 365A>C Vv Lys122Thr Metsiktiilibiga Hamdan-Khalil jt.,
vorreldes ei ole 2005
ensiilimiaktiivsus

oluliselt madalam.
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TPMT*20 712A>G X Lys238GLU Ensititimiaktiivsus Schaeffeler jt., 2006
langenud.

TPMT*21 205C>G \Y Leu69Val Madal Schaeffeler jt., 2006
ensiiimiaktiivsus.

TPMT*22 488G>C \1i Argl63Pro Madal valgu Schaeffeler jt., 2006
ekspressioonitase ja
ensiilimiaktiivsus.

TPMT*23 500G>C VIl Alal67Gly Ensiitimiaktiivsus Lindgvist jt., 2007
praktiliselt puudub.

TPMT*24 537G>T VI GIn179His Missenssmutatsioon, ei | Garat jt., 2008
mojuta aktiivsust.

TPMT*25 634T>C X Cys212Arg Missenssmutatsioon. Garat jt., 2008

TPMT*26 622T>C IX Phe208Leu Ensiitimiaktiivsus Kham jt., 2009
langenud.

TPMT*27 319T7>C \Y/ Tyrl07Asp Enstitimiaktiivsus Feng jt., 2010
langenud.

TPMT*28 349C>A V Glyl1l7Arg Ensiitimiaktiivsus Landy jt., 2010
langenud.

TPMT*29 2T>C Exon 111 Met1Thr Ensiiimiaktiivsus Lee jt., 2012
praktiliselt puudub.

TPMT*30 106G>A i Gly36Ser, Ensiitimiaktiivsus Sasaki jt., 2006
langenud. Valk
degradeerub Kiiresti.

TPMT*31 611T>C Exon IX | le204Thr Keskmine Appell jt., 2010
ensiiiimiaktiivsus. Valk
degradeerub kiiresti.

TPMT*32 340G>A Exon V Glul14Lys Vaib pdhjustada Lennard jt., 2012
ensiitimiaktiivsuse
langust.

TPMT*33 487C>T Exon VII | Argl63Cys V&ib pohjustada Lennard jt., 2012
ensiilimiaktiivsuse
langust.

TPMT*34 244C>T Exon V Arg82Trp Voib pohjustada Lennard jt., 2012
ensiiiimiaktiivsuse
langust.

TPMT*35 200T>C3 Exon I11 Phe67Ser Voib pdhjustada Skrzypczak-
ensiiiimiaktiivsuse Zielinska jt., 2013
langust.

TPMT*36 595G>A3 Exon VIII | Val199lle Voib pohjustada Skrzypczak-
ensiiiimiaktiivsuse Zielinska jt., 2013
langust.
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Joonis 1. CpG sait ¢g23860886 metiilatsioonitase ja ensiitimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
janaiste TPMT aktiivsused, genotiilibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 2. CpG sait ¢g23073439 metiilatsioonitase ja ensiilimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
janaiste TPMT aktiivsused,genotiiiibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 3. CpG sait cg22406543 metiilatsioonitase ja ensiitimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on nidha meeste
ja naiste TPMT aktiivsused, genotiilibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 4. CpG sait cg21780842 metiilatsioonitase ja ensiitimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on ndha meeste
janaiste TPMT aktiivsused, genotiiiibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 5. CpG sait ¢g20677365 metiilatsioonitase ja ensiilimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
ja naiste TPMT aktiivsused, genotiilibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 6. CpG sait cg11007366 metiilatsioonitase ja ensiilimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
ja naiste TPMT aktiivsused, genotiilibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 7. CpG sait cg06702726 metiilatsioonitase ja ensiitimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
ja naiste TPMT aktiivsused, genotiilibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 8. CpG sait cg00102920 metiilatsioonitase ja ensiitimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
janaiste TPMT aktiivsused, genotiiiibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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Joonis 9. CpG sait ¢g24342628 metiilatsioonitase ja ensiitimiaktiivsuse hajumisdiagramm. Joonisel on niha meeste
ja naiste TPMT aktiivsused, genotiilibid ning vastava CpG saidi metiilatsioonitase.
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