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INFOLEHT

Funktsioonikaoga mutatsioonide anallitis 2300 inimese genoomi ja terviseandmete pdhjal

LahikokkuvGte: Alates esimesest taisgenoomi sekveneerimisest on jarjestatud mitmeid tuhandeid
genoome (Ule terve maailma, mis on andnud uusi teadmisi genoomi mitmekesisusest. Struktuursete ja
koopiaarvu variatsioonide ning Uhenukleotiidsete polumorfismide efekt fenotulbile on suurem kui
siiani arvati. Kaesoleva magistritoo eesmargiks oli anda tlevaade seni populatsioonide taisgenoomide
jarjestamise projektide kohta, vorrelda tldtulemusi Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonori
sekveneerimisandmetega ning iseloomustada funktsioonikaoga mutatsioone Eesti populatsioonis. Veel
tiheks eesmargiks oli hinnata biopanga andmete kasutamisvdimalust geneetiliste seoste leidmisel
analliisides valjavalitud immuungeenidest saadud funktsioonikaoga mutatsioone ja geenidoonorite
terviseandmeid. T60 tulemusena identifitseerisime seitse potentsiaalset geneetilist varianti edasiseks

anallusiks.

Marksonad: Taisgenoomide sekveneerimine, funktsioonikaoga mutatsioon, immuunsusteem,
elektrooniline terviseandmestik, populatsioonigenoomika
CERCS: B220 Geneetika, tiitogeneetika

Analysing loss-of-function mutations by pairing 2300 whole genomes with electronic health

records

Abstract: Sequencing genetic material has become accessible for large-scale population analysis.
Genomic data and its grown volume has illustrated that the effect of different structural and copy
number variations has been underestimated. The purpose of this study was to give an overview of
population based whole-genome sequencing studies done so far, compare the results with data from
the Estonian Genome Center of the University of Tartu, and to characterize loss-of-function (LoF)
mutations in the Estonian population. Another aim of the study was to evaluate the effect of the
identified rare variants by investigating the electronic heath records of the individuals. As a first study,
we focused on genes related to the immune system and highlight seven genes with potential LoF

variants for further analysis.

Keywords: Whole-genome sequencing, loss-of-function mutation, immune system, electronic health
records, population genomics
CERCS: B220 Genetics, cytogenetics
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KASUTATUD LUHENDID

AC — alternatiivse alleeli koguarv, inglise keeles alleel count

AF — alleeli sagedus, inglise keeles alleel frequency

Alt — alternatiivne jérjestus

AN — alleeli Gldarv

BGI — Beijing genoomika instituut, inglise keeles Beijing Genomics Institute

BioVu — Vanderbilt DNA andmepank

CNV - koopiaarvu muutus, inglise keeles copy-number variant

dbSNP — tGihenukleotiidsete polumorfismide andmebaas, inglise keeles SNP database

EHR — elektroonilised terviseandmed, inglise keeles electronical health rekord

eMERGE - elektroonilise terviseandmete ja genoomika vérgusti, inglise keeles Electronic
Medical Records and Genomics Network)

ExXAC — eksoomivariantide andmebaas, inglise keeles the Exome Aggregation Consortium

GATK — genoomi anallusi tooriist, inglise keeles Genome Analysis Toolkit

GoNL — Hollandi tdisgenoomi projekt, inglise keeles Genome of the Netherlands

GWAS - llegenoomsed assotsiatsiooniuuringud, inglise keeles genoome-wide association
studies

Het — heterostigoot

HGMD - inimese geenimutatsiooni andmebaasis, inglise keeles the Human Gene Mutation
Database

HIV — inimese immuunpuudulikkuse viirus, inglise keeles Human immunodeficiency virus

Hom — homosiigoot

ICD-10 — 10. haiguste ja terviseprobleemide rahvusvahelise statistilised klassifikatsioonid,
inglise keeles International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems

IFN — interferoon

LoF — funktsioonikaoga mutatsioon, inglise keeles loss-of-function

MAF — minoorse alleeli sagedus, inglise keeles minor alleel frequency

MHC — koesobivuskompleks, inglise keeles major histocompatibility complex)

OMIM — mendeliaarsete haiguste andmebaas, inglise keeles online Mendelian Inheritance in
Man

Ref — referentsjarjestus


http://exac.broadinstitute.org/about
https://en.wikipedia.org/wiki/International_Statistical_Classification_of_Diseases_and_Related_Health_Problems
https://en.wikipedia.org/wiki/International_Statistical_Classification_of_Diseases_and_Related_Health_Problems

SISu — Soomlaste tédisgenoomi projekt, inglise keeles the Sequencing Initiative Suomi
SNP — tihenukleotiidiline polimorfism, inglise keeles single nucleotide polymorfism
SNV — thenukleotiidiline variatsioon, inglise keeles single nucleotide variation
UK10K — Suurbritannia ja P6hja-liri Uhendkuningriigi 10 000 genoomi projekt

VEP - variantide efekti ennustustooriist, inglise keeles Variant Effect Predictor



SISSEJUHATUS

Alates 2008. aastast kui sekveneeriti esimesed personaalsed genoomid Illumina tehnoloogiaga
(Bentley jt., 2008), on DNA jarjestamine muutunud laialdaselt kattesaadavamaks,
vbimaldades vorrelda sadade ja tuhandete inimeste taisgenoome. Indiviidi voi populatsiooni
tasandil leitavate genoomi variatsioonide iseloomustamine annab meile informatsiooni
inimkonna ajaloo ja struktuuri kohta, kirjeldab erinevates genoomipiirkondades toimuvat
looduslikku valikut ning vdimaldab uurida, kuidas mdjutavad geneetilised variatsioonid

Inimese organismi.

Haruldase ja harvaesinevate variantide panus fenotidbile on suuresti teadmata. Sellised
variandid on  alaesindatud  seni  enim  kasutust leidnud  Ulegenoomsetes
assotsiatsiooniuuringutes. Olles enamasti populatsiooni- voi indiviidp8hised, on vaja harvade
variantide avastamiseks suure hulga inimeste DNA sekveneerimist. Haruldaste leidude
bioloogiliste protsessidega seostamine vdib olla védga keerukas. Mutatsiooni efekti
meditsiinilisel interpreteerimisel tuginetakse mutatsioonide esinemiste alleelisagedustele,
tbeseks hindamiseks on tarvis geneetilisi variatsioone laiaulatuslikult sisaldavat
referentsjarjestust.

Aastakimneid on teadlased uurinud geenide talitlust neid loommudelites inaktiveerides.
Suurte valimite sekveneerimine on naidanud, et iga inimese genoomis leidub sadakond geeni
funktsiooni rikkuvat varianti ehk looduses naturaalselt esinevaid inaktiivseid geeninokaut
mudeleid. Sellised leiud on véartuslik informatsiooni geeni bioloogilise funktsiooni kohta.
Populatsioonide analiilis vdimaldab koguda informatsiooni selliste inimnokautide kohta eri
maailma paigus ning k&rvutades massilised sekveneerimisandmed varieeruvate

tervisenditajatega, saame hinnata geeni mittefunktsioneerimise bioloogilist tagajarge.

Kéesoleva magistrito6 eesmargiks on anda Ulevaade seni l&biviidud populatsiooni
tdisgenoomide projektide kohta, vdrrelda neid Gldisemalt Eesti  Geenivaramu
sekveneerimisprojektiga ning tapsemalt iseloomustada funktsioonikaoga mutatsioone Eesti
populatsioonis. Lisaks hinnata biopanga andmete kasutamisvdimalust geneetiliste seoste

leidmisel, kdrvutades Eesti Haigekassa terviseandmeid immuungeenidest saadud variantidega.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

Populatsioonide sarnasuste ja erinevuste uurimine on alguse saanud juba Darwinist. Esimesed
meetodid geneetilise varieeruvuse uurimiseks olid geel-elektroforees ning restriktaasiga
I6ikamine, mida kasutatakse ka tdnapédeval védiksemamahuliste analutside korral. Viimaste
aastate nii bio- kui ka infotehnoloogilised uuendused on aga viinud bioloogilise
revolutsioonini — vdimalus suuremahuliselt lugeda Ukskdik milliste organismide DNA
jarjestust ning analliisida nende bioloogilist tahendust. Teise pdlvkonna sekveneerimine avas

inimgenoomide sekveneerimise ajastu.

Maailma kdige esimene inimese taisgenoom avaldati 2001. aastal (Lander jt., 2001). Ule
kiimne aasta kestnud projekt kaardistas kull oodatust vdhem geene aga tunduvalt rohkem
geneetilist variatsiooni. Tadisgenoomide andmete anallilis leiab veel avastamata seoseid
genotliubi ja fenotulbi vahel, aitab mdista bioloogilisi protsesse ning efektiivsemalt

kaardistada haiguspdhjuslikke seoseid.

1.1 Taisgenoomide anallls

Iga inimese genoomist vdi leida miljoneid Uksiknukleotiidseid polimorfisme (SNP) (“The
International HapMap Project,” 2003), insertsioon- ja deletsioonmutatsioone (Mills, 2006)
ning erinevates pikkustes koopiaarvu muutuseid (CNV) (Redon jt., 2006). Kdik eelpool
valjatoodud mutatsioonid ja variatsioonid osalevad inimestevahelise geneetilise
mitmekesisuse tagamisel. Genoomsete variatsioonide uurimine véimaldab inimkonnal mdista
erinevaid bioloogilisi radu, ravimiresistentsusi ning haigusseoseliste mutatsioonide efekti.
Inimese genoomis leiduvate sagedaste geneetiliste variantide kaardistamiseks on loodud
rahvusvaheline HapMap projekt (ingl. The International HapMap Project) (“The
International HapMap Project,” 2003).

Koéige sagedasem geneetiline variatsioon inimese genoomis on SNP - DNA
uksiknukleotiidsest muutusest péhjustatud poltimorfism. SNP-de sagedus on keskmiselt Uks
polimorfism 200-300 aluspaari kohta, mis teeb 10 miljonit Ghes genoomis (Heinaru, 2012).
Lihikeste geneetiliste variatsiooni andmebaas (dbSNP) on avalikkusele kattesaadav lihikeste

geneetiliste jarjestuste kogum, mille alleelisagedus on piisavalt korge, et arvata neid
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polumorfseks (minoorse alleeli sagedus ehk MAF >1%) (Sherry jt., 2001). Andmebaasis
niudseks dle 100 miljoni leiu (tabel 1). Kodeerivas alas vdib SNP Umber kujundada
transleeritava valgu aminohappelist jarjestust (mittesinonutimne SNP) ning tagajérjeks
pohjustada terve valgu struktuurilist muutust, kuid nukleotiidi muutus ei pruugi alati

pdhjustada asendust aminohappe tasandil (sinoniimne SNP).

Tabel 1. dbSNP andmebaasi andmestik, versioon 146 (november 2015)

Organism | dbSNP Genoomi Kaik RefSNP RefSNP

versioon versioon sissekanded | (valideeritud) [ geenides
Homo 146 | GRCh38.p2 538 341120 | 150482 731 87 339 846
sapiens (100 135 281)

Indel (tuletatud inglisekeelsetest sonadest INsertion/DELetion) t&histab luhikeste, vahemalt
uhe aluspaari pikkuste insertsioonide vGi deletsioonide klassi. Indelite sagedus ei ole nii kdrge
kui SNP-del, kuid neid leiab Ule terve genoomi. 1000 genoomi projekti raames leiti 15
miljonit geneetilist varianti, millest indelid moodustasid the viiendiku (Durbin jt., 2010). Kui
SNP mutatsioonid ei pruugi alati muuta aminohappelist jarjestust, siis indelite korral on
mdjutused genoomile suuremad, pdhjustades tihtipeale raaminihkemutatsioone. Indelite
pikkused voivad olla varieeruvad, mikroindeliteks peetakse 1-50 bp pikkuseid jarjestusi
(Gonzalez jt., 2007).

Inimese genoomis on geneetilised modifikatsioonid mitmel kujul. Deletsioonid,
duplikatsioonid, insertsioonid ning translokatsioonid kdik vdivad pdhjustada koopiaarvu
muutuseid. CNV-d vdivad olla méne kuni mitmekimne tuhande aluspaari pikkused ning
seega mdjutada terveid DNA segmente (Redon jt., 2006). Uhes genoomis vdib leiduda iile
1000 CNV, mille kogupikkus vo0ib ulatuda 1%-ni genoomi suurusest ning mojutada
keskmiselt 73-87 geeni koopiaarvu (Alkan jt., 2009; Conrad jt., 2010).

Geneetiliste variatsioonide leidmine on mitmete teadlaste huviorbiidis, et mdista inimeste
fenotliubilisi tunnuseid ning seeldbi ka leida haigusseoselisi variante. Taisgenoomide
uurimine annab teadlastele arusaamise kuivord tolerantne on inimese genoom erinevatele
deleterioossetele mutatsioonidele. Siinkohal on oluline ka haruldaste, populatsioonipdhiste
variantide iseloomustamine, mis vdivad vastutada harvaesinevate haiguste ning

populatsioonivaheliste fenotidibiliste erinevuste eest.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_batchSearch.cgi?org=9606&type=SNP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_summary_byOrg.cgi?tax_id=9606&build_id=146

1.1.1 1000 genoomi projekt

1000 genoomi projekt (aastatel 2008-2015) oli esimene suuremahuline inimgenoomide
sekveneerimisprojekt, mille eesmérk oli kaardistada suurel hulgal geneetilisi variatsioone.
Nende siht oli koostada detailne inimese geneetilise variatsiooni kataloog, mida laiem
teadlaskond assotsiatsiooniuuringutel kasutada saaks. Teiseks suureks eesmargiks oli
uuendada ning parandada inimese referentsjarjestust. Valim koosnes viiest (aafrika, ameerika,
ida-aasia, euroopa, IBuna-aasia) suuremast maailmajaost pdrit indiviididest ning kokku
analliusiti mitme etapi véaltel 2500 inimese geneetilist varieeruvust (Durbin jt., 2010). Projekti
vOib jagada kahte faasi. Pilootuuringud vordlesid potentsiaalseid sekveneerimis- ja
analliusivdimalusi. Esiteks sekveneeriti kahe perekonna triod, teiseks analiisiti 179 indiviidi
taisgenoomid ja kolmandaks vaadati 697 inimese tuhatkond juhuslikult valitud kodeerivat
geeni (kokku 1,4 Mb genoomist). Pilootprojektiks kasutatud proovid saadi HapMap
kollektsioonist. Taisprojekti labiviimiseks kasutati vabatahtlikke doonoreid ning 18plik

andmebaas sisaldab 2504 indiviidi tdisgenoomi andmeid (Sudmant jt., 2015).

Projekti tulemusena kirjeldatakse 68 818 struktuurset varianti ja luuakse seni suurim avaliku
variantide ning genotlubi informatsiooni kataloog (Sudmant jt., 2015). Andmestikku
kasutatakse igapéevaselt referentsjarjestusena, naiteks tlegenoomsetes
assotsiatsiooniuuringutes puuduolevate markerite imputeerimisel. 1000 genoomi projekti voib

pidada teerajajaks inimese genotulbi suuremahulistele uurimisprojektidele

1.1.2 Populatsiooni genoomika
1.1.2.1 GoNL

(ingl. Genome of the Netherlands)

Kdige esimene populatsioonipdhine tdisgenoomide jarjestamise projekt teostati hollandlaste
poolt eesmargiga iseloomustada rahvuse geneetilist varieeruvust. Viie erineva biopanga
koostdos sekveneeriti 769 indiviidi kogugenoom. Suurem osa valimist moodustasid isa-ema-
laps triod (n=231). Valimis olid ka 19 tihe — vdi kahemuna kaksikutega peret. KGik indiviidid
olid taiskasvanud vanuses 19-87 aastat (keskmine vanus 53 aastat). Sekveneerimiseks vajalik
geneetiline materjal eraldati verest, sekveenerimine Illumina HiSeq 2000 platvormil (Illumina
Inc., San Diego, CA, USA) teostati Beijing genoomika instituudis (BGI). Analiitsimiseks

kasutati 1000 genoomi projekti parimat praktikat koost6os Broad instituudiga (Broad Institute
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of MIT and Harvard, Cambridge, MA, USA) (tabel 2). Jarjestuste joondamiseks kasutati
Burrows-Wheeler Aligner algoritmi (BWA) (H. Li ja Durbin, 2009) ning mrsFAST tdoriista
(Hach jt., 2014). (Francioli jt., 2014)

Perekondliku uuringu disain v6imaldas grupil analiiisida ka de novo ehk uusi mitte
vanematelt péaritud mutatsioone. Tuvastati 11 020 sellist mutatsiooni. Neist uutest
mutatsioonidest 74% on pohjustatud isapoolsest geneetilisest materjalist ning korreleeruvad
isa vanusega. Ainult kolm protsenti de novo leidudest on somaatilised. Uuringu labiviijad
eeldavad, et madala sekveneerimiskattuvuse tottu jéi oluline osa mutatsioone avastamata.
(Francioli jt., 2014)

Hollandlaste uuring lisas doSNPi andmebaasi juba teadaolevatele mutatsioonidele juurde 7,6
miljonit Uhenukleotiidset variatsiooni (joonis 1), millest 75% esinesid valimis vaid korra.
Antud mutatsioonide hulk iseloomustab populatsioonipdhiste uuringute t&htsust mdistmaks
harvade variantide geneetilist moju fenotttbile. (Francioli jt., 2014)

~o':’ P
199,000
70M1000G . ¢

”’"'eunmu 7.6 M

"'.'v:;j.4.6M 91 M

Joonis 1. GoNL projekti leiud ning kattuvus teiste andmebaasidega nagu dbSNP, 1000
genoomi projekt (1000 G), 1000 genoomi projekti eurooplased (1000G EUR) ning HapMap
Euroopa péarituoluga ameeriklased (HapMap CEU) (allikas: Francioli jt., 2014).
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1.1.2.2 SISu

(ingl. The Sequencing Initiative Suomi)

Meie pdhjanaabrite sekveneerimisprojekti SISu esimene publikatsioon vdrdleb 3000 soomlase
eksoomijérjestusi teiste euroopa rahvastega (samuti 3000 indiviidi) ning uurib isoleeritud
populatsioonis haruldaste variantide mdju kompleksfenotuibile (Lim jt., 2014).

Eksoomisekveneerimine ning jarjestuste analliis toimus koost6ds Broad instituudiga,
tdpsustused on &ra toodud tabelis 2. Uurigu tulemusena leidsid nad soomlaste seas harva
esinevate (MAF 0.5-5%) variantide kOrgema esinemise. Sagedased variandid uuritavate
populatsioonide vahel olid sarnaste esinemismustritega. Samuti leidsid nad, et soome péritolu
indiviididel on pea neli korda vahem singleton-e ehk ainult Ghel indiviidil leiduvaid variante.
Lisades geneetilistele andmetele juurde verebiokeemilised néitajad nagu vererdhk ja lipiidide
tase joudsid nad jéareldusele, et mutatsioonid lipoproteiin A kodeerivas geenis (LPA) toimivad
kaitsvalt kardiovaskulaarsete haiguste suhtes, vdhendades veres tsirkuleerivaid lipoproteiine.
Antud leidu valideeriti ning kinnitati kolmes erinevas kontrollvalimis, muuhulgas ka Eesti

Geenivaramu doonorite seas. (Lim jt., 2014)
1.1.2.3 Islandi projekt

Islandlaste biopanga ajalugu ulatub juba 1990-ndate algusaastatesse, kus kaid vélja maailma
esimese populatsioonipdhise biopanga projekti idee (Greely, 2000). Taisgenoomide projektini
joudsid nad umbes kiimmekond aastat hiljem. Iga sajanda islandlase (N=2636) DNA eraldati
valgetest vererakkudest ning sekveneeriti Illumina GAIlIx vdi HiSeq platvormil (tabel 2).
(Gudbjartsson jt., 2015)

Isoleeritud populatsioonina nditavad nad homostigootsuse ning harvade variantide
sagedasemat esinemist vOrreldes mdne teise euroopa populatsiooniga. Lisaks koguti 104 220
indiviidi  (1/3 kogu populatsiooni rahvaarvust) genotliipide info ning ténu
sekveneerimisandmetele oli vOimalik madrata suurema hulga inimeste haplotuibid ja
puuduolevad variandid imputeerida. Andmekogumist leidsid nad mitmeid uusi korrelatsioone
nagu néaiteks MYL4 geeni raaminihkemutatsiooni pdhjuslikku seost slidamehaigustega
(kodade virvendus ja laperdus), maksahaiguste riski tdusmist ABCB4 geeni mutatsioonide
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ning Alzheimer haiguse saamisriski kahekordistumist ABCA7 geeni mutatsiooni tottu.
(Gudbjartsson jt., 2015)

1.1.2.4 UKIOK

Suurbritannia ja P8hja-liri Uhendkuningriik (UK) on esimene populatsioon, mis kiitindib oma
uuringu valimi suurusel juba 10 000 ldhedale. Projekt disainiti iseloomustamaks haruldasi
ning harvasid variante UK populatsioonis, nende seost varieeruvate bioloogiliste fenottiupide
ning geneetiliste haigustega. Kokku leiti tle 42 miljoni tGhenukleotiidse variatsiooni ning 3,5
miljonit indelit (joonis 2). (Walter jt., 2015)

Uuringu Ulesehitust vOib jagada kaheks — esiteks sekveneeriti 3781 terve indiviidi
limfoblastoidsetest rakkudest eraldatud genoomne DNA madala kattuvusega (keskmiselt
7X). Katsed viidi 1abi Wellcome Trust Sanger instituudis (Wellcome Trust Sanger Institute,
Hinxton, UK) ning BGI-s (tabel 2). (Walter jt., 2015)

Otsiti geneetilist variatsiooni 64 erineva fenottitibi tunnusele nagu tlekaalulisus, diabeet,
verebiokeemilised nditajad, vererdhk, slidame ja maksa talitlus jpt. Sekveneerimisandmetest
leiti mitmeid seoseid haruldaste ning harva esinevate variantide ja eelpoolt mainitud
fenotulbiliste tunnustega. Naiteks haruldane mutatsioon APOC3 geeni intronis mdjutab
vereplasma triglitseriidide taset, mis omakorda véhendab kardiovaskulaarse haiguse saamise
riski (Timpson jt., 2014, p. 3). Teiseks analliisiti kolmest erinevast kohordist (harvad
haigused, raskeloomuline (lekaalulisus ning neuraalarenguga seotud haigused) périnevaid
5182 indiviidi eksoome. DNA eraldati samuti limfoblastoidsetest rakkudest ning sekveneetiti
kdrge kattuvusega (keskmiselt 80X) Hlumina platvormil Wellcome Trust Sanger instituudis.
Teadlased leidsid 25 téiesti uut pdhjuslikku varianti viiele haruldasele geneetilisele haigusele.
(Walter jt., 2015)
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Joonis 2. UKI10K, GoNL ja 1000 genoomi projektides (arvestatud ainult euroopa
populatsiooni tulemused) leitud variandid alleelisageduste kaupa (Walter jt.,, 2015,
kohandatud).

Suuremahulised populatsioonide uuringud analtiiisides kogugenoomi jarjestusi annavad

vBimaluste mdista geneetiliste variatsioonide mdju inimeste mitmekesisusele.

Tabel 2. Senised suuremad populatsioonipdhised sekveneerimistood

Projekt GoNL SISu Island UK10K

(Francioli jt., (Lim jt., (Gudbjartsson jt., (Walter jt.,
2014) 2014) 2015) 2015)
Valim 769 (WGS) 3000 (WES) 2636 (WGS) 3781 (WGS) +
5182 (WES)

DNA allikas veri veri veri veri

Sekveneerimise IHlumina IHlumina Illumina [llumina

platvorm

Jéarjestuste BWA v0.5.9-r16 NA BWAv0.5.7-0.5.9 | BWA v0.5.9-r16

joondamine

Variantide GATK v1.6 jt* GATK, GATK v2.3.9, GATK v1.1,

anallis VEP v2.5 VEP v2.8 VEP v77
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Sekveneerimise 13X NA 10-30X (Me =20) 7X, 80X

kattuvus

Leiud
SNV (miljonit) 20,4 NA 19,7 42
Indel (miljonit) 1,2 (<20bp) NA 1,4 3,5
Suured 27 500 (>20bp) NA NA 18 739
deletsioonid (Me=3,7kb)

WGS=tdisgenoomi sekveneerimine

WES=eksoomi sekveneerimine

Me = mediaan

BWA = Burrows-Wheeler Aligner (Li ja Durbin, 2009)

mrsFAST tooriist (Hach jt., 2014)

GATK = Genome Analysis Toolkit (McKenna jt., 2010).

VEP = Variant Effect Predictor (McLaren jt., 2010).

*Pindel (Ye, Schulz, Long, Apweiler, ja Ning, 2009), 1-2-3SV, Breakdancer (Chen jt., 2009), DWAC,
CNVnator (Abyzov, Urban, Snyder, ja Gerstein, 2011), FACADE (Coe, Chari, MacAulay, ja Lam,
2010), MATE-CLEVER (Marschall, Hajirasouliha, ja Schénhuth, 2013), GenomeSTRIiP (Handsaker,
Korn, Nemesh, ja McCarroll, 2011) ja SOAPdenovo (R. Li jt., 2010)

1.1.25 EXAC

Eksoomi liitkonsortsium  (luhend EXAC, ingl. Exome Aggregation Consortium;
exac.broadinstitute.org) on pea kahekiimne teadusasutuse koosto0 projekt, millega pultakse
uhendada mitmete suuremahuliste  sekveneerimisprojekti andmed  kokkuvGtvaks
andmebaasiks laiemale teadlaskonnale. Hetkel on EXAC-i koondatud 60 706 erineva etnilise
taustaga indiviidide eksoomianallisi tulemused nii populatsiooni kui ka haigusspetsiifilistest

teadusuuringutest.

EXAC-i esimeses vOrgus avaldatud publikatsioonis Kkirjeldavad nad 7 404 909 ké&rge
kvaliteediga varianti, keskmiselt Uks mutatsioon iga kaheksa aluspaari jarel. Enamik leitud
variantidest on haruldased — pea 99% on alleelisagedusega vahem kui (ks protsent ja 54%
kdigist variantidest on singleton-id. EXAC on seni suurim geeni funktsiooni mdjutavate
mutatsioonide andmebaas, sisaldades 179 774 valgu funktsioonile véimalikku m6ju omavat
varianti. Nad tdstavad esile 3230 potentsiaalset geeni, mis ei tolereeri geeni avaldumise
efektiivsust mdjutavaid mutatsioone. Rohkem kui kolmveerandil nendest geenidest puudub
kirjeldatud (haiguslik) fenotttp tuntud andmebaasides (OMIM ja ClinVar). (Lek jt., 2015)
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Konsortsiumi idee on Kirjeldada inimese geneetilise variatsiooni mustreid, eriti
mendeliaarsete haigustega seotud geenides, ning leida nokautmutatsioonidega inimesi. Nende
kataloog vdimaldab teadlastel sekveneeritud andmestikke uurides filtreerida potentsiaalseid

haigusseoselisi variante, mida ké&esolevas t60s ka kasutatakse.

1.2 Funktsioonikaoga mutatsioonid

Funktsioonikaoga mutatsioon (lihend LoF, inglise keeles loss-of-function) on muutus DNA
jarjestuses, mis ndrgendab vdi kdrvaldab geeni avaldumise vdi geeni produkti funktsiooni
(Heinaru, 2012). LoF mutatsioonid vdivad potentsiaalselt rikkuda erinevate geneetiliste
elementide funktsionaalsust nii kodeerivas kui ka mittekodeerivas alas, mille tagajarjel on
hairitud normaalse valgu slintees vGi geenide ekspressioon. LoF mutatsioonid vdivad olla nii
uhe nukleotiidsed muutused kui ka vaiksemad ja suuremad struktuursed variatsioonid.

Valkukodeerivate LoF mutatsioonid vdivad olla mitut tldpi (joonis 3):

funktsionaalne geen ey

o

—s[__J——mfcam fi—r Jo— — [T ]
a.nonsenss SNP TN

—w___J&
s
b.raaminihe N %
—__ I JE— — -
c.splaiss-sait SNP -~

:J-

d.eksoni deletsioon

- — -

‘\
AG

A

— [ 1.

— [

B RS o e e — — transkripti ei produtseerita

Joonis 3. LoF mutatsioonide néiteid. Joonise dleval on naidatud funktsioonaalne geen ning
alumised pildid iseloomustavad vdimalikke LoF mutatsioonide efekti geeni funktsioonile.
Punasega on margitud muutused geenis ja ka valgu tasandil (D. G. MacArthur ja Tyler-Smith,
2010).
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¢ Nonsensssmutatsioon

Geeni DNA-jarjestuse muutus, mille tottu tekib enneaegne stoppkoodon ning funktsionaalset
geeniprodukti ei siinteesita (joonis 3a) (Heinaru, 2012). Eukariiootsetes organismides leidub
rakusisene kvaliteedikontrolli mehhanism (nonsense mediated mRNA decay), mis degradeerib
enneaegse stoppkoodoniga mMRNA transkriptid. On teada, et ~5%-25% ulatuses vdib vigast
MRNA-s siiski alles jdada ning sellistele transkriptidele vastavad valgud vdivad olla vigase
vOi ka tdiesti puuduliku funktsiooniga (Danckwardt, 2002; Isken ja Maquat, 2007). Seega ei
pruugi olla nonsenssmutatsioonidel otsene seos geeni inaktiveerimisega. Nonsenss LoF
mutatsioone on seostatud ~15%-30% monogeneetiliste haigustega nagu hemofiilia,

Duchenne’i lihasdiistroofia jt (Mort, Ivanov, Cooper, ja Chuzhanova, 2008).

e Raaminihkemutatsioon

Mutatsioon, mis muudab mRNA lugemisraami nukleotiidide lisandumise vdi valjalangemise
tottu (joonis 3b) (Heinaru, 2012). Raaminihet pdhjustavad indelid, mille nukleotiidne pikkus
ei jagu arvuga kolm. Selline mutatsioon omab drastilist efekti pollpeptiidile, muutes mitte
ainult Ghe l0li ahelast, vaid kogu mutatsioonile jargneva aminohappelise jarjestuse.
Raaminihkemutatsioon p6hjustab raskekujulisi geneetilisi haiguseid nagu Tay-Sachs, Crohn-i
tobi, tsustiline fibroos jt (Myerowitz ja Costigan, 1988; Ogura jt., 2001, p. 2; White jt., 1990).

e SNP splaiss-saidis

Mutatsioonid geeni splaiss-saitides (joonis 3c) ning nende potentsiaalsed tagajarjed saavad
olla véga erinevad. Muutused kanoonilises splaiss-saidis voivad mdjutada splaissimist ning
selle tagajarjel inaktiveerida geenifunktsiooni (Baralle ja Baralle, 2005; Krawczak, Reiss, ja
Cooper, 1992). SNP splaiss-saidis v0ib pdhjustada splaissimismeetodis vigu, mille
tulemusena valmis mRNA sisaldab intronit voi on ekslikult ekson vahelejaetud ning puudub
I6pp-produktis (Aoshima jt., 1996). Samuti vOib SNP luua de novo splaiss-saidi ning

tulemuseks on téiesti uue struktuuriga mRNA.

¢ Kogu geeni deletsioon

Suuremate genoomsete timberkorralduste tottu v6ib puududa mingi jupp (joonis 3d) vdi terve
geeni jarjestus ja seega ka geeniprodukt (joonis 3e).
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LoF mutatsioonide tagajarjed fenotlibile vbivad olla vaga erinevad. Eelkdige on
geenifunktsiooni I6hkuvaid funktsioone seostatud raskeloomuliste mendeliaarsete haigustega,
kuid viimaste aastate suuremahulised sekveneerimisprojektid on ndidanud, et ka tervetel
inimestel leidub suures hulgas LoF mutatsioone. LoF mutatsioonide rohkus ning korge
sagedus viitab nende pigem neutraalsele voi isegi healoomulisele mdjule, paljud LoF
variandid omavad kohasusele véikest efekti. Kdige enam leidub neutraalseid, inimese
ellujgd@misvOimalust mitte mojutavaid variante inimesele eluks mitte esmavajalikes geenides,
naiteks haistmismeeltega seotud geenides. Samuti on LoF mutatsioonid sagedamini leitavad
erinevate veregruppide ning metabolismi protsessidega seotud geenides (Calafell jt., 2008;
Cohen jt., 2005; Cvejic jt., 2013; Farris jt., 2004).

Esimesi tdendeid soodsatest LoF mutatsioonist leiti juba 20-nda sajandi alguses ABO
veregrupi avastusega — Uhe aluspaari pikkune deletsioon tekitab O veregrupi alleeli (Calafell
jt., 2008). Koige suurem ravimite metabolismis osalevate enstiimide geeniperekond on CYP
(McLean jt., 2005), vastutades 75% kogu ravimite metabolismi eest (Guengerich, 2008).
Erinevused ravimi vastustes tulenevad mitmetest LoF mutatsioonidest CYP-geenide
perekonnas, mdjutades ravimite metabolismi Kiirust ning véimekust (de Morais jt., 1994;
Gaedigk, Blum, Gaedigk, Eichelbaum, ja Meyer, 1991).

LoF mutatsioonid vdivad olla ka positiivse selektsiooni all (hiipotees ,,vihem on rohkem® )—
fenotulipi kaitsvad ja kasulikud variandid (Olson, 1999). Kdige tuntum ndide on PCSK9
geenis leiduvad mutatsioonid, mille tulemusena on veres ringleva LDL kolesterooli tase
madalam ja kardiovaskulaarsete haiguste risk vdiksem (Cohen jt., 2005). Teine tuntud ndide
on 32 aluspaari pikkune deletsioon CCR5 geenis, mis pdhjustab valgete vererakkude pinnal
oleva  retseptori  mittefunktsionaalsuse ~ ning  takistab  HI-viirusel (inimese
immuunpuudulikkuse viirus ehk HIV) rakku padseda ning seda nakatada (Samson jt., 1996).
Nonsenssmutatsioon CASP12 geenis, mis on uhtlasi ka (ks sagedasemaid mutatsioone
(alleelisagedus Euraasia populatsioonides pea 100% (Xue jt.,, 2006)) vahendab riski
haigestuda kogu keha poletikku ehk sepsisesse ning seega tagab paremad voimalused
haiglakeskkonnas hakkama saada (Saleh jt., 2004). Sarnaseid nditeid leiab kirjandusest veelgi

ning need positiivse efektiga mutatsioonid on sihtmargiks ravimitodstuses (tabel 3).
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Tabel 3. Positiivse efektiga LoF mutatsioonide néiteid

Geen Valgu funktsioon Efekt

CCR5 Raku pinnaretseptor Kaitse HIV viiruse eest

(Samson jt., 1996)

PCSK9 Seondub LDL kolesterooli ~ Madalam LDL kolesterooli tase veres

(Cohen jt., 2005) retseptoriga ning vdiksem kardiovaskulaarsete
haiguste risk

SLC30A8 tsink transporter Véhendab tlup 2 diabeedi

(Flannick jt., 2014) haigestumisriski

ACTN3 Valk lihastes Madalam vdimekus &kilises lihastods

(Daniel G. (néiteks sprintimine)

MacArthur jt., 2007)

CASP12 Immuunvastus bakteritele Véhendab riski haigestuda sepsisesse

(Saleh jt., 2004)

SCN9A Naatriumkanalites Vaike valutundlikkuse

(Weiss jt., 2011)

Esimene suurejoonelisem t60 kaardistamaks inimese LoF mutatsioone tehti 2012. aastal
Daniel. G. MacArthur ja tema t66grupi poolt. Nad analtiusisid 185 inimese genoomi (1000
genoomi pilootprojekti raames) ning leidsid, et igal tervel indiviidil leidub genoomis
keskmiselt 100 LoF mutatsiooni ning umbes viiendik neist pdhjustab geeni tdielikku nokauti
(MacArthur jt., 2012). Nende 2951-st kandidaat LoF variandist (tervetes indiviidides) 26 olid
teadaolevad haigusseoselised variandid. MacArthur jt. leidsid oma uurimistods ka véhemalt
uhe indiviidi, kellel oli kokku 253 geeni mdlemad koopiad mittefunktsionaalsed. Ei ole veel
kindlalt teada kui palju genoom suudab sadraseid mutatsioone taluda. Homostigootsete LoF
mutatsioonidega inimesed on justkui nokaut mudelid — votmeisikud mdistmaks paremini
geenide funktsiooni ning leidmaks kasulikke ja kaitsvaid mutatsioone, mida kasutada

geeniteraapias ja ravimistoostuses.

1.3 Elektroonilised terviseandmed ja genoomika

Teaduslike uuringute ning avastusportsesside meetodid on pidevalt muutumises. Uha enam
kasutatakse uurimustoddeks juba olemasolevaid vahendeid nagu néiteks elektroonilised
terviseandmed (EHR, ingl electronic health record). Elektroonilised terviseandmed on
eelkdige mdeldud Kliinilisteks uuringuteks, kuid vdimaldavad teadlastel véljaspool haiglat

olemasolevate indiviidide pealt analliisida nditeks haiguste kulgu, ravimite efekti ja vastust.

Biopangad on muutunud genoomika uurimise lahutamatuks osaks. Genoomika valdkonna

edasijoudmised ja EHR andmete kasvava kasutamisega on andmete kdrvutamisel potentsiaali
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mdista paremini geneetilist komponenti inimese tervises ning seeldbi parandada

tervisesisteemi terviklikult.

1.3.1 Elektroonilised terviseandmed teadusuuringutes

Elektroonilised terviseandmed on sistematiseeritult kogutud digitaalne patsiendi tervise
informatsioon. EHR koosneb nii struktureeritud andmetest (laboratoorsed médtmistulemused,
diagnoosi koodid, ravimiretseptid jms) kui ka vabatekstist (arsti méarkmed vms). Lisaks v6ib

patsiendi terviselugu sisaldada ka erinevaid dokumente v6i analilsipilte.

Terviseandmete digitaalset andmebaasi on lihtsasti vOimalik, vastavate kooskdlastuste
olemasolul, jagada erinevate teadusasutuste v&i biopankadega uuringute l&biviimiseks.
Biopanganduses on véga olulisel kohal liitujate informeeritud ndusolek teadusuuringuteks ja
parimal juhul ka ndusolek andmete tdiendamiseks riiklikest registritest ning andmebaasidest.
Teadlaste jaoks selline informatsioonipagas voimaldab jélgida suurel hulgal kindla
fenotlibiga indiviide pika aja valtel, mis parandab oluliselt tGeste positiivsete leidude
eristamise valepositiivsetest. Lisaks on vGimalik biopangal koguda geneetilist materjali enne
inimese haigestumist. Sellised juhtumid on head vdimalused haiguseid ennustavate mudelite

valjatootamiseks.

Teadust6od on tdnaseks ndidanud, et kdrvutades tervisandmeid vaadeldavate indiviidide
geneetilise infoga on vbimalik leida haruldasi, kuid suure efektiga haigusseoselisi variante
(Crosby jt., 2014; Flannick jt., 2014; Holm jt., 2011). 2007. aastal loodi Elektroonilise
terviseandmete ja Genoomika vorgustik (lihend eMERGE, ingl. Electronic Medical Records
and Genomics Network) eesmargiga analiiiisida EHR andmetest voetud fenotlubilise info
kasutamist (ka eetilisi ja juriidilisi aspekte) Ulegenoomsetes teadusuuringutes. Tanaseks
paevaks kuulub eMERGE gruppi lle kimne teadus- vO0i terviseasutuse nii bioloogilise kui
fenotliubilise andmekoguga, kokku tile 350 000 indiviidi (Gottesman jt., 2013; A. N. Kho jt.,
2011). Viimase kuue aasta jooksul on eMERGE arvukad ulegenoomsed
assotsiatsiooniuuringud (luhend GWAS, ingl. genome-wide association studies) naidanud
EHR andmete kasutamise tulemuslikkust ning replitseerinud mitmeid juba teadaolevaid
genotliubi-fenotulbi seoseid (Crosslin jt., 2012; J. C. Denny, Ritchie, Basford, jt., 2010; J. C.
Denny, Ritchie, Crawford, jt., 2010; Joshua C. Denny jt., 2011; Abel N Kho jt., 2012; Kullo
jt., 2011; Kullo, Ding, Jouni, Smith, ja Chute, 2010; Ritchie jt., 2010).
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Uks 12-st eMERGE vorgustikku kuuluvast asutusest on Vanderbilt DNA andmepank
(BioVU). BioVU kogub patsientide haiguslugude korvale ka bioloogilist materjali eraldades
DNA rutiinsest vereanalulsist jargi jadnud (&raviskamisele kuuluvast) verest (Roden jt.,
2008). Andmepank on kasutanud doonorite geneetilist infot hindamaks, kas EHR andmeid
kasutades on vdimalik leida juba teadaolevaid genotulp-fenotliip seoseid. Ritchie jt.
anallusisid viit komplekshaigust — tliup 1l diabeet, reumatoidartriit, Crohn-i tdbi, poluskleroos
ja kodade virvendus ning nendega seostatud ja replitseeritud 21 geneetilist markerit (Barrett
jt., 2008; Gudbijartsson jt., 2007; Hafler jt., 2007, 2007; Parkes jt., 2007; Ritchie jt., 2010). Iga
haiguse kohta koostati lingitud EHR andmete alusel haigete ja tervete valimid, kust valiti
koguvalimisse vélja 9483 indiviidi, kusjuures, iga valimi liige oli Uhe haiguse suhtes juhtum
ning koigi teiste kontrollisikuks. K®oigi viie uuritud haiguse korral leiti assotsiatsioon
vahemalt Uhe teadaoleva SNP-ga. Kdigi 21 valjavalitud markeri seoste suund tunnustega
ennustati digesti ning 18 neist suudeti antud valimis ka replitseerida (Ritchie jt., 2010). Nende
tulemused toetavad tugevalt terviseslisteemi andmete sidumist biohoidlate genotulpidega
geneetilise diagnostika arendamiseks.

Terviseandmeid kasutavad projektid on avastatud uusi potentsiaalseid variante (Crawford jt.,
2014). eMERGE 2011. aasta uuring leidis euroopa périsolu ameeriklaste seas seose nelja
FOXE1 geeni SNP-i ja hupotlreoidismi vahel (Joshua C. Denny jt., 2011). Antud leidu
replitseeriti aasta hiljem Mayo genoomi konsortsiumi (ingl. Mayo Genome Consortia)
andmetega (Eriksson jt., 2012). Mayo kliinik on muuhulgas analtiiisinud ka eritrotstutide
naitajate geneetilisi mdjutegureid ning kaardistanud neli lookust, mis mdjutavad punaste
vereliblede arvu, hemoglobiinitaset jms kasutades EHR andmetest périt néitajaid (Kullo jt.,
2010).

EHR andmetest on peale diagnooside ja haiguste vdimalik kasutada ka erinevaid
terviseuuringute laboratoorseid modtmistulemusi. Seosed genoomi ja tervisenditajate vahel
voivad viia uute geneetiliste leidudeni. Verma jt. Pennsylvania osariigi ulikoolist hindasid
voimalikke seoseid 21 kliinilise néitaja (verebiokeemia, kehamassiindeks jms) ning 635 525
geneetilise markeri vahel (Verma jt., 2016). Analtdsi kéigus leidsid nad 286 olulist SNP-i (p-
vaartus < 1,37 x 107° ), millest Ule pooled olid kirjanduses valjatoodud assotsiatsioonid.
Lisaks leidsid nad ka potentsiaalseid uusi variante. Antud uuring iseloomustab terviseandmete

kasutamise vdimaluste rohkust.
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Biopankade geneetiline materjal on vaartuslikum kui on véimalik juurde kérvutada fenotubi
informatsioon. Kindla valimiga Gihekordsel andmekogumisel vGivad olulised aspektid esialgu
méarkamata jaadda. EHR andmete ké&ttesaadavus vdimaldab aga biopanga doonoreid kogudes
luua arvukaid valimeid védga erinevate haiguste kohta nii planeeritud kui ka tuleviku
projektideks. Selline l&henemine loob ka kliinilises praktikas vGimaluse pidevalt uuendada ja

tdpsustada genotulp-fenotliup seoseid.

1.4 Immuunsusteem

Immuunsus on organismi vastupanu haigustekitajate suhtes ja seda tagab immuunststeem
(joonis 4). Immuunsusteem koosneb mitmetest olulistest elunditest nagu pdrn, harkelund,
[umfis6lmed, nahk, luuldi ning mitmesugustest rakkudest ja biomolekulidest. Seda
koordineeritud slsteemi vGib jagada kaheks — loomulik ja omandatud immuunsisteem. Kui
vOOraine voi patogeen tungib organismi, siis kdigepealt kaivitub evolutsiooniliselt vanem
loomulik immuunsus, nditeks toimub nahas ja limaskestadel mikroorganismide
mittespetsiifiline hévitamine. Haigustekitajate jadmisel organismi pikemaks ajaks kutsutakse
esile omandatud immuunreaktsioon. Omandatud immuunreaktsioon on kdrge spetsiifikaga
immuunvastus, mis on vahendatud kahte tulpi immuunvastusena — humoraalse (antikehad) ja
rakulise (T-limfotstiudid) immuunreaktsioonina. (Uibo, Kisand, Peretson, ja Reimand, 2015;
Velbri, 1982)

Immuunsisteem on keeruline vdrgustik. Immuunsisteemi funktsiooni kahjustused vdivad

pdhjustada autoimmuunsust, pdletikulisi protsesse ning isegi vahki.
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Joonis 4. Immuunsusteem  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHT0025680/,
kohandatud)

1.4.1 Immuunsitsteemi geneetiline struktuur ja haigused

Arusaamine immuunsusest ning selle geneetilisest taustast on siiani sageli toimunud
parandunud mutatsioonide analutsimisel. Nii suuremahuline genotlipiseerimine kui
taisgenoomide analiilisid tdidavad klassikalise geneetika puudujééke, vOimaldades leida
harvaesinevate haiguste geneetilisi pdhjuseid ning selgitada sagedasemate immuunsusteemiga
seotud haiguste tagamaad. Millised variandid on pdhjuslikud ja millist rolli immuunsisteemi

haigustes méngib geneetiline komponent, on veel vihe teada.

Immuunsisteemi  dige funktsioneerimine on vajalik terve organismi toimimiseks.
Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud on seostanud seni teadmata lookuseid ja geene
erinevate immuunprotsesside ja haigustega (joonis 5). Naiteks, immuunpuudulikkuse
geneetiline kirjeldus hdlmab dle 200 iseloomustatud geeni (Picard jt., 2015). Sardiinia
teadlased sdelusid tdisgenoomi andmetest 89 geeni, mis osalevad immuunsusteemi rakkude
tootmise regulatsioonis (Sidore jt., 2015). Peamine koesobivuskompleks ehk MHC regioon
(ingl. major histocompatibility complex) kuuendas kromosoomis omab kd&ige tugevamat
geneetilist efekti ja on seotud mitmete erinevate immuunsisteemiga seotud héiretega

(Hosomichi, Shiina, Tajima, ja Inoue, 2015).
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Immuunsisteemi Glesanne on organismi kaitsta véliskeskkonna kahjulike tegurite eest. Kui
immuunslsteemi hdirumise tulemusena tekib organismi enda tervete kudede vastu
immuunreaktsioonid, siis on tegemist autoimmuunsusega. Immuunsisteemi funktsioneerimise
eest vastutavatest geenidest on suur osa seotud ka autoimmuunhaiguste tekkimisega. Naiteks
kdige enam levinud immuunglobuliin A puudulikkuse korral esineb ka autoimmuunhaigusi
sagedamini (Uibo jt., 2015). Tanu GWAS uuringutele on autoimmuunhaigustele nagu Crohn-i
tobi, reumatoidartriit voi psoriaas leitud genoomseid haiguspohjuslikke variante (Festen jt.,
2011; Franke jt., 2010). A.P Gregory jt labiviidud GWAS-i signaal TNFRSF1A geenis leidus
poluskleroosi (ingl. multiple sclerosis) haigete seas (Gregory jt., 2012). Edasine analuiiis antud
leiuga viis alternatiivselt splaissitud TNFR1 geeni transkriptini, mis Ghtlasi mangib rolli
poluskleroosi ravi mittetoimimisel. Tanaseks on autoimmuunhaigustega seostatud tle 200

lookuse (Feero, Guttmacher, Cho, ja Gregersen, 2011).

Anallisides immuunhaigustega seotud GWAS leide, siis enamik korrelatsioone ei seleta ara
taielikult haiguse geneetilist komponenti ning tihti on kaardistatud lookuse efektisuurus véike
(Park jt., 2010). Naiteks on praeguseks teadaolevate variantidega araseletatud 50%
poluskleroosi geneetilisest komponendist (Sawcer jt., 2011). Oletatakse, et viimastel aastatel
aina uuritum mikrobioom ning selle geneetika on samuti inimese immuunsusteemi suureks

modulaatoriks (Grice ja Segre, 2012).
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Joonis 5. Immuunhaigustega seotud mendeliaarseid variante tle genoomi. Koos on ndidatud

nii geen kui genoomne asukoht (Knight, 2013, kohandatud).

Immuunhaigused on vaga heterogeenne haiguste riihm, mist6ttu klassifikatsioonides esineb

kohati liiga laiapbhjaline haiguste méaaramine.
kaardistamine ning nende efektide mdistmine voOimaldaks selgemat diagnoosimist ja

immuunhaiguste ravivéimaluste valjatdotamist.

Immuunsisteemi kujundavate geenide
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To0 eesmargid

e Anda ulevaade seni tehtud populatsiooni tadisgenoomide projektide kohta ning vorrelda
uldtulemusi Eesti Geenivaramu 2240 geenidoonori sekveneerimisandmetega

e Iseloomustada funktsioonikaoga mutatsioone Eesti populatsioonis

e Hinnata biopanga andmete kasutamisv@imalust geneetiliste seoste leidmisel,
analliusides immuungeenidest saadud funktsioonikaoga mutatsioone ja geenidoonorite
terviseandmeid

e Prioritiseerida immuungeenidest leitud variandid edasisteks geneetilisteks ja

funktsionaalseteks anallisideks

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valim

Taisgenoomide valim koosneb 2240 Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (TU EGV)
geenidoonorist, kes jagunevad kolme alamvalimisse: siirdegenoomika valim (N=977), kaks
suurt perekonda (N=21), juhuvalim stnnikoha jargi (N=1242). Siirdegenoomika valimisse
kuuluvad eestlased vanuses 18-74 aastat ning fenotiibipShised lahisugulased on vélja
filtreeritud. Koguvalimi eesmérk oli katta dra Eesti riigi inimasustus vdimalikult
laiaulatuslikult ning seeldbi saada kétte vdimalikult suure osa eestlaste geneetilisest

varieeruvusest. Valimi sooline ja vanuseline jaotus on &ratoodud tabelis 4.

Tabel 4. Taisgenoomide valimi sooline (tabel 4a) ja vanuseline (tabel 4b) jaotus slinniaastate

jargi

a. Arv | Jaotuvus b. Stnniaasta
Mees | 1138 | 50,80% Keskmine | 1964
Naine | 1102 | 49,20% Noorim 1995
Kokku | 2240 | 100% Vanim 1920
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2.2.2 Taisgenoomide sekveneerimine ja jarjestuste joondamine

Kogu sekveneerimine ning esialgne bioinformaatiline analits viidi 1abi Broad instituudis.
Proovid valmistati Illumina PCR-vaba raamatukogu kitti (TruSeq DNA PCR-Free Library
Preparation Kit) kasutades ning sekveneeriti Illumina HiSeq X Ten platvormil. Sekveneeriti

150 aluspaari pikkused paired-end jérjestused, keskmine kattuvus 30x (joonis 6).

150 4 -
100 o
5 . -
<
50
O R I T II T T - T 1
10 20 30 40 50 60 70

Keskmine kattuvus

Joonis 6. Tdisgenoomide kattuvuse jaotus (autor: Mart Kals)

Saadud DNA jérjestused paigutati inimese referentsgenoomile versioon GRCh37 (hgl19), mis
sisaldab  ka  Epstein-Barr  viiruse  (kontiig  NC_007605) DNA  jdrjestust
(http://www.broadinstitute.org/ftp/pub/seg/references/Homo_sapiens_assembly19.fasta).
Joondamiseks kasutati Burrows-Wheeler Aligner algoritmi (v0.77) (H. Li ja Durbin, 2009).
Saadud SAM failide binaarsesse formaati konventeerimiseks kasutati samtools (v0.1.19)(H.
Li jt., 2009) ja Picard (v1.136) tooriistu.

2.2.3 Variantide analiils

Variantide maaramiseks kasutati Broad instituudis tarkvara Genome Analysis Toolkit (ltihend
GATK, v3.4-46) (McKenna jt., 2010). Broad instituudist saadeti TU EGV teadlastele
geenidoonorite taisgenoomide andmed Variant Call Format failidena, mille edasist variantide
annotatsiooni teostas TU EGV spetsialist Mart Kals. Variantide efekti geenifunktsiooni ja
valku struktuurile hinnati Ensembl Variant Effect Predictor (lihend VEP, v84) ttdriistaga
(McLaren jt., 2010).
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2.2.4 Proovide ja variantide kvaliteedikontroll

Proovide ja variantide kvaliteedietapid on &ra toodud joonisel 7. Esialgsest 2304 proovist
seitsme puhul ei saadud kvaliteetset raamatukogu. Sekveneeritud proovidest uheksal juhul oli
kontaminatsiooni aste kdrgem lubatud 10%, mist6ttu need eemaldati analliisist. 2284 proovi
sekventsi analtlsiti GATK tarkvaraga, kuid 40 proovi ei vastanud kdigile
kvaliteedinaitajatele ning jaid 16ppvalimist valja. Neli proovi on véljapool geenidoonorite

valimit ning neid antud t606s ei vaadeldud.

2304 proovi saadeti
Broad instituuti

é= 11 proovi ei jdudnud
2293 proovi BAM sekveneerimisele
failid joudsid tagasi
€= 9 proovi kontaminatsioon >10%

2284 proovi joudsid
andmeanaliiisini

&= 40 proovi tdisgenoomi andmed ei
2244 proovi labisid labinud kvaliteedikontrolli

kdik kvaliteedietapid

Joonis 7. Proovide ning esmaste variantide kvaliteedikontrolli etapid

2.2.5 Funktsioonikaoga mutatsioonide analtits

LoF mutatsioonide annotatsioon toimus VEP tddriista LOFTEE® (ingl. Loss-of-function
Transcript Effect Estimator) pluginit kasutades, mis hindas variantide mdju valgu

funktsioonile. LOFTEE hindab ainult neid variante, mis pGhjustavad genoomis:

e enneaegset stoppkoodonit
o splaiss-saidi rikkumist

e raaminihet

LOFTEE plugin filtreerib valja

1. enneaegse stoppkoodoni ja raaminihkemutatsiooni variandid kui variant:

o asub transkripti viimase 5% sees

! https://github.com/konradjk/loftee
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o asub eksonis, mida imbritseb mittekanooniline splaiss-sait
2. splaiss-sait variandid kui mutatsioon:

o asub < 15bp pikkuses intronis

o asub mitte-kanoonilise splaiss-saidiga intronis
3. koikide variantide seast kui variandi:

o LoF alleel on eellasalleel (primaatide seas)

Edasised filtreerinud ning andmete interpretatsiooni viis labi t66 autor, vottes aluseks
MacArthuri tooprotsessi (MacArthur jt., 2012). Sorteeriti vélja koik variandid, mis labisid
GATK Variant Quality Score Recalibration filtreeringu. Lisaks rakendati kolme filtrit, vOttes
valja mutatsioonid, mis asusid madala komplekssusega alades, segmentaalsetes
duplikatsioonides ja/vBi tandeemsetes jarjestustes. Antud andmehulgast vOeti edasiseks

analltsiks ainult LoF variandid.
2.2.5.1 Immuungeenid

Immuunsisteemi ja selle kdikvdimalike protsessidega seotud geenid said allalaaditud USA
Rahvusliku Terviseinstituudi (NIH) Immunoloogilise Andmebaasi ja Anallisi Portaalist
(ImmPort?, The Immunology Database and Analysis Portal) (Heng jt., 2008), vaadeldavaid
geene oli kokku 6540. LoF variantide seast sorteeriti immuungeenides leiduvad variandid
kasutades selleks koostatud skripti. Saadud variantide hulgast kasutati edasiseks analulsiks

madalama alleelisagedusega (MAF<2%) homosugootseid leide.

2.3 Tulemused ja arutelu

Vorreldes Uhe inimese DNA jarjestust referentsgenoomiga, vOib leida kuni 3 miljonit
erinevust. Enamik neist on sagedasti esinevad ning populatsioonide vahel jagatavad variandid,
kuid on ka suur hulk harvaesinevaid ning haruldasi mutatsioone. Laialdaselt kasutusel olevate
ulegenoomsete assotsiatsiooniuuringute markerite seas on haruldaste variantide osa
vaheesindatud. Viimaste aastate tdisgenoomide sekveneerimisprojektid on aga ndidanud kui

ulatuslik on inimestevaheline geneetiline varieeruvus, ka eripopulatsioonide vahel.

2 https://immport.niaid.nih.gov/
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Kokku leidsime EGV doonorite tdisgenoomides 28 815 114 SNV-d ja 2 801 178 indelit.
Vorreldes seniste avaldatud populatsioonigenoomika tulemustega oleme leidude arvult
sarnases vahemikus (tabel 5). 72% kaardistatud leidudest oli haruldased variandid
(MAF<0,5%), 15 385 146 leidub vaid Ghel indiviidil kogu valimist (AC=1 vdi AC=2).

Tabel 5. Filtreeritud variandid Eesti populatsioonis vorreldes teiste populatsioonide
taisgenoomidega.

GoNL Island UK10K TU EGV
SNV | 20400000 | 19689 642 | 42000000 | 28 815114
Indel | 1200000 |1441572 |3500000 |2801178

Tdisgenoome on rohkearvuliselt analtlsitud Ule kogu maailma, kuid slstemaatilist
funktsioonikaoga variantide kirjeldamist voib leida alles viimase paari aasta

publikatsioonidest.

2.3.1 Funktsioonikaoga mutatsioonid Eesti populatsioonis

Eesti populatsiooni analtiusist leidsime kokku 14 438 potentsiaalset funktsioonikaoga
mutatsiooni, variandid asusid 7826 erinevas geenis. SNV-sid oli kokku 7146 ja indeleid 7292,
vastavalt 5004 ning 4726 erinevas geenis. Ule poolte (57%) leidudest esinesid vaadeldud
populatsioonis vaid korra (AC=1). Kdigist funktsionaalsetest mutatsioonidest esineb harvade
variantide seas kdige enam LoF-e. EGV LoF leidudest 92% olid haruldased variandid
(MAF<0,5%). Sarnased tulemused on ka teistel projektidel — Islandi anallusis leitud LoF
mutatsioonidest olid haruldased 85% (Sulem jt., 2015). Tabel 6 iseloomustab k&igi LoF
variantide jaotust alleelisageduste kaupa ning. Pigem madalamad/harvaesinevad
alleelisagedused viitavad, et tegemist on deleterioosse mutatsiooniga ning seega voivad olla
haigususseoselised. Kokkuvottev tabel LoF arvude kohta kromosoomi kaupa on lisas 1
(lehekiilg 56).
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Tabel 6. Funktsioonikaoga mutatsioonide jaotus alleelisageduste kaupa. Tabeli allosas on

valjatoodud variantide hulk, kus alleeli esineb kogu populatsioonis kaks voi vdhem korda

MAF SNV Indel
<0,5% 6630 | 6710
0,5-2% 270 | 267
2-5% 84 97
>5% 207 | 367

7191 | 7441
AC=1 4155 | 4106
AC=2 879 [ 1009

MAF = minoorse alleeli sagedus
AC = alternatiivse alleeli koguarv

Funktsioonikaoga mutatsioonide koguarv kirjanduses on vdga varieeruv, koikudest
monesajast leiust mitmekimne tuhandeni (tabel 7). Siinkohal tuleb arvesse vdtta valimi
suurust, sekveneerimise stgavust (kattuvust), filtreeringute rangust ning populatsioonide
geneetilist erinevust. MacArthur jt kasutasid oma uuringus 185 indiviidi 1000 genoomi
projekti andmeid, nende LoF mutatsioonide koguarv oli 2951 (D. G. MacArthur jt., 2012).
UK10K projektis vaadeldi kordades rohkem indiviide (N=3781) ning nende taisgenoomide
analliusist saadi kokku 14 516 funktsioonikaoga mutatsiooni (Walter jt., 2015), mis on védga

ldhedane ka EGV leidude koguarvule.

Tabel 7. LoF variantide esinemine avaldatud tdisgenoomide uuringus vorreldes Eesti

Geenivaramu kohordiga.

MacArthur Holland Island UK10K EXAC EGV

Kokku LoF 2951 NA 6795* 14516 179774 14438
mutatsioone

Geene NA NA 4924 NA NA 7826
Taielikult NA NA 1171 576 3230 596
nokaut geene

Indiviidi kaupa

Hom 18 NA 21 NA 35 20

Het 79 NA 128 NA 85 106
Kokku 97 144 149 NA 120 126

*Islandi projektis vaadeldi autosomaalseid variante
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Homostligootseid LoF mutatsioone leidus EGV populatsioonis 726 varianti 596 erinevas
geenis. Veerand variantidest (N=167) olid harvaesinevad (MAF <1%), sealjuures 21%
esinesid valmis vaid thel indiviidil. Kdige enam oli esindatud raaminihet pdhjustavad
mutatsioonid (N=327). Selliste mutatsioonide efekt geeniproduktile vdib olla drastiline, kuid
]Ieidub \[uvu]ka paastvaid variante — néaiteks samal kromosoomil LoF l&hedal paiknev
alternatiivne mutatsioon voib geeni funktsiooni péésta. Geeniekspressiooni médtmine oleks

uks lahendus homostigootsete leidude tegeliku mdju hindamisel.

Kui mutatsioonide koguhulk vdib varieeruda sdltuvalt anallisi kaigust ja valimist, siis
kdikide tabelis 8 véljatoodud projektide LoF arvud indiviidi kohta on aga killaltki sarnased.
EGV tulemuste pdhjal vdib oelda, et igal indiviidil on keskmiselt 20 tdielikku geeni
nokautmutatsiooni ja 106 heterosugootset leidu. Maksimaalne the indiviidi funktsioonikaoga

mutatsioone arv tuli 159, minimaalne jai alla 100.

Tabel 8. Funktsioonikaoga mutatsioonide arv indiviidi kohta, homostigootsed (HOM) ning

heterostigootsed (HET) leiud on eraldi véljatoodud.

HOM HET  KOKKU
MAX | 40 139 159
MIN | 5 75 9
KESKMINE | 20,32 106,39 126,71

Max= maksimaalne
Min = minimaalne

Tanaseks on kirjeldatud tile 6000 mendeliaarse haiguse (OMIM?®, ingl. online Mendelian
Inheritance in Man) ning inimese geenimutatsiooni andmebaasist (HGMD?, ingl. the Human
Gene Mutation Database) leiab rohkem kui 150 000 haigusseoselist varianti (Stenson jt.,
2014). Puudub aga andmebaas, mis Kkirjeldaks haigusseoselisi geene koos (valideeritud)
pdhjuslike mutatsioonidega sama hasti kui Kliinilised andmed. Tabel 9 iseloomustab leidude
esinemist enim kasutamist leidvates andmebaasides nagu doSNP, HGMD, ClinVar (Landrum
jt., 2014) ja EXAC. 14 438 variandist 80% on juba esindatud doSNP andmestikus, EXAC-s
leidus vaid 61% EGV variantidest. 726-st geeninokautmutatsioonist esines HGMD ja ClinVar

andmebaasides leidudest vastavalt 10% ja 1,7%.

% http://www.omim.org/
* http://mww.hgmd.cf.ac.uk/ac/hahaha.php
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Tabel 9. Eesti populatsiooni 14 438 LoF mutatsiooni leidumine teistes andmebaasides

Puudub AC=1 <0,5% 0,5-2% > 5% Hom
(N=14438) (N=8261) (N=13340) (N=537) (N=561) (N=726)
dbSNP | 11653 859 2016 317 320 551
HGMD | 13977 186 370 45 22 66
ClinVar | 14243 93 175 9 8 12
EXAC | 8802 2679 5415 445 325 605

Eripopulatsioonide sekveneerimine annab informatsiooni inimese geneetilise varieeruvuse
kohta vé&ga erinevates keskkondades. Populatsiooni pudelikaela efekt pdhjustab
harvaesinevate variantide rikastumist teatud aja jooksul (Lim jt., 2014; Sidore jt., 2015).
Hinnanguliselt esineb enamik Euroopa populatsioonidest homogeensemas soomlaste
populatsioonis rohkem madala esinemissagedusega funktsioonikaoga mutatsioone. Lim jt.
toovad 2014. aasta artiklis vélja 83 varianti, mis vaidetavalt esinevad soomlaste seas
sagedamini (Lim jt., 2014). Nendest leidusest kaheksa tikki esinesid EGV andmestikus

sarnase voi kdrgema alleelisagedusega (tabel 10).

Tabel 10. Soome populatsioonis rikastatud 83 leiust kaheksa LoF varianti, mille

alleelisagedus eestlaste seas on kérgem

Krom Positsioon Ref Alt  Tadp Geen SiSu AF  Eesti AF
1 89729566 GC G frameshift GBP5 0,0101  0,0102

4 76521525 splice CDKL2 0,0195  0,0221
7 143048771 stop CLCN1 0,0154  0,0205
9 21304913 stop IFNAS5 0,0166  0,0272

stop SERPINA10 0,0166 0,0207
stop SERPINA10 0,0008 0,0036
stop PHKB 0,0144  0,0149
splice EFCAB5 0,0160 0,0553

14 94756669
16 47495300
17 28268857

Krom = kromosoom

Ref = referentsjarjestus
Alt= alternatiivne jérjestus
AF = alleelisagedus

C
C
G
14 94754643 C
G
G
G

>>>H> -

EGV tdisgenoomides leiduvad funktsioonikaoga mutatsioonid on uudne andmestik Eesti
populatsiooni haruldastest variantidest, mis omab suurt potentsiaali eestlaste geneetiliste
variantide efektide interpretatsioonil, kuna meil on neile kdrvutada rikkalikke

terviseandmeid.-
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2.3.2 Funktsioonikaoga mutatsioonid immuungeenides

Immuunsisteemiga seotud geenides esines 1920-s (29%-1) védhemalt ks funktsioonikaoga
mutatsioon. Kokku oli 3623 varianti, millest tle 90% oli madala alleelisagedusega (<1%)
(tabel 11). Geeni potentsiaalseid nokautmutatsioone ehk homosigootseid leide oli
immuungeenides kokku 184 (128 erinevas geenis). 81 homostgootset varianti esinesid

valimis viiel v8i vahemal indiviidil.

Tabel 11. Funktsioonikaoga mutatsioonide jaotus immuungeenides alleelisageduste kaupa.
Tabeli allosas on véljatoodud variantide hulk, kus alleeli esineb kogu populatsioonis kaks v0i
vahem korda.

MAF SNV Indel
<0,5% 1681 | 1659

0,5-2% 66 70
2-5% 21 34
>5% 33 59

1801 | 1822

AC=1 1057 | 1064
AC=2 198 | 235

MAF = minoorse alleeli sagedus
AC = alternatiivse alleeli koguarv

Ké&esolevas t66s oli pdhifookuses homosiigootsete leidude potentsiaalsete seoste analiils.
Kdigist leidudest vaatlesime homostigootseid variante, mille MAF jdi alla 2% (N=60).
Hinnates geenide bioloogilist mju, kirjandusest juba Kirjeldatud mutatsioone ja seoseid ning
variantide esinemissagedust teistes andmebaasides (kdige enam tuginedes ExAC-ile), jaid
sOelale 16 potentsiaalselt huvitavat leidu. Puuduva (vdi vahese) fenotiitbi andmete, ebaselgete
seoste ning valepositiivsete tulemuste tdttu eemaldasime 16-st Uheksa. Antud t60s kasitlen
jarelejadnud seitsme funktsioonikaoga mutatsiooni vOimalikke bioloogilisi efekte. Leitud
mutatsioonid paiknevad jargnevates geenides: SMIM1, IFNE NOD2, NCR3LG1, C2, CXCR3,
jalLs8.
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2.3.2.1 SMIM1

Alleelide variatsioonist tingitud erinev valkude olemasolu eritrotsultide pinnal madrab
antigeenide olemasolu ning seeldbi veregruppi kuuluvuse. Haruldane veregrupp Vel avastati
juba 1950-ndatel mitmete verellekannete ebadnnestumiste analttsimisel (Sussman ja Miller,
1952). Vel veregrupi esinemissagedus eurooplaste seas on mdnede allikate andmeil 1:4000
(Daniels, 2002) ja tunduvalt kdrgem skandinaavlastel (1:1200) (Cvejic jt., 2013; Jill R Storry
jt., 2013). 2013. aastal avaldatud artiklis kirjeldati esmakordselt Vel veregrupiga seotud
lookust ja negatiivse veregrupi péhjuslikku varianti (Jill R Storry jt., 2013).

SMIM1 geen asub 1. kromosoomi liihemas 0las (1p36.32) ning koosneb neljast eksonist. Geen
vastutab 78 aminohappe pikkuse transmembraanse valgu kodeerimise eest (B2RUZ4, UniProt
ID). SMIM1 geeni ekspressioon on spetsiifiline luutidi koele, vahem leidub seda mitte-
hematopoeetilistes kudedes (Jill R Storry jt., 2013). Storry jt kirjeldavad 17 nukleotiidi
pikkust deletsiooni SMIM1 geeni kolmandas eksonis, mis pdhjustab raaminihke valgu
transmembraanset domaani kodeerivas alas (Jill R Storry jt., 2013). Geenis on kaardistatud ka
uhenukleotiidseid muutusi, kuid Storry jt. kirjeldatud deletsioon on ainuke funktsionaalselt
valideeritud Vel-negatiivse veregrupi pdhjuslik variant. Leiu dbSNP-i rs number on
rs566629828 ning mutatsiooniga seotud fenotulp on kirjeldatud ka OMIM andmebaasis
(615264).

Haruldane Vel-negatiivne fenotulp ei ndita kdigil isikutel Kliinilisi ilminguid. Vel-positiivse
vere (lekandel produtseeritakse anti-Vel antikehad, mis riindavad organismi erdtrotsulte ja
pdhjustavad hemoldtilisi reaktsioone (Jill R Storry jt., 2013). Sellised immuunreaktsioonid
vOivad viia tlsiste tagajargedeni nagu organite (eriti neerude) puudulikkuse ja surmani
(Daniels, 2002; J. R. Storry ja Mallory, 1994).

Analidsides immuungeenide funktsioonikaoga mutatsioone leidsime EGV doonorite hulgast
kaks indiviidi (doonor 1 ja doonor 2), kelle SMIM1 geeni mdlemas alleelis esineb eespool
Kirjeldatud mutatsioon (joonis 8). Selle variandi alleelisageduseks tuleb 0,0116, mis on
tunduvalt sagedasem kirjandusest leitavatest numbritest. EXAC andmebaasis antud
mutatsiooni suhtes homostigoote ei leidu, kuid alleeli esinemine (AF=0,0107) ei ole oluliselt
madalama sagedusega EGV tulemusest. Uhe mittefunktsionaalse alleeli kandjaid seostatakse

madalama hemoglobiinitaseme ja erutrotsitide arvuga (Cvejic jt., 2013). EGV valimis
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leidub 48 heterosiigooti. Vel-negatiivse veregrupi esindajate leidmine valimist on praktiline

naide biopanga genotlubi andmete vdimalikust rakendusest igapdevases kliinilises toos.

fonn I N N N N 0 N N o N B . |
p3L2 p3LL P23 pIIL pIli2 pI33  pI31 plll (%3 Q11 qZl3 q23Z q24i  q231 q253 312 a3zl q322 a4l

147 hp

abp 3691 980 b 3692 000 b 3692 020 bp 3692 040 bp
| | | |

Doonor 1

Y Doonor 2

17 bp
deletsioon

CCACTATAGTAGGTGGGAGGACGGCAGCAGGGACGGAGTCAGCCTAGGGGCTGTGTCCAGCACAGAAGAGGCCTCACGCTGCCGCAGGTGAGGG!

Joonis 8. SMIM1 geeni 17 aluspaari pikkune deletsioon kolmandas eksonis. Pildil Doonor 1 ja

Doonor 2 joondatud jarjestused antud lookuses.

2.3.2.2 IFNE

Tsutokiinid on mediaatorid, mis vastutavad rakkudevahelise kontakti eest erinevate
immuunreaktsioonide korral (Velbri, 2002). Tsutokiinide pdhirihma kuuluvad interferoonid
(IFN) on valkude grupp, mis osalevad rakkude signaaliradades, ning seda valgu perekonda
saab jagada kolmeks — alfa, beeta ja gamma INF-d (De Andrea, Ravera, Gioia, Gariglio, ja
Landolfo, 2002). IFN geeniperekonna valgud mdjutavad eelkdige viirusinfektsiooni levikut,
kuid seondudes spetsiifiliste retseptoritega aktiveeritakse rida geene, mis on peale
viirusinfektsiooni seotud raku jagunemise ja immuunsisteemi aktivatsiooniga (De Andrea jt.,
2002; Velbri, 2002). Inimese genoomist on identifitseeritud tle 20 IFN geeni ja neid jagatakse

kolme klassi — titp I-111.
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IFN-¢ (INFE) kuulub IFN geeniperekonda ning jaotub alamklassi tiup 1. IFNE
geeniekspressiooni vOib leida mitmetes kudedes nagu aju, pargarteri ja mikrovaskulaarsetes
endoteelirakkudes (Pestka, Krause, ja Walter, 2004). IFNE geen indutseeritakse l&bi IFN
retseptorite faktorite nagu pdletikutsutokiinid (TNF-a, IL-1 ja IL-6) ja viiruste poolt (Hardy,
Owczarek, Jermiin, Ejdeback, ja Hertzog, 2004). IFNE geen asub klasterdunult koos teiste
tidp 1 IFN geenidega uheksanda kromosoomi lihemal Glal (9p21.3). IFNE kodeeritav valk
(Q86WNZ2, UniProt ID) koosneb 208 aminohappest, millest aminohapped 1-21 moodustavad
N-terminaalse signaalpeptiidi ja aminohapped 22-208 moodustavad polupeptiidse IFNE ahela
(http://www.uniprot.org).

Kirjandusest teadaolevat vastutab IFNE aju struktuuri ja funktsiooni eest (Peng jt., 2007), on
seotud vitililgoga Korea populatsioonis (Cho jt., 2013) ning omab potentsiaalset seost ka
insuldi riskiga (Kim jt., 2014). Lisaks on naidatud IFNE spetsiifilist geeniekspressiooni naiste
sugutee epiteelrakkudes, mis on hormonaalselt reguleeritud ning eriti kdrge menstruaalse
tsukli proliferatiivses faasis (Fung jt., 2013). On ka teada, et koik tlip | IFN-d kaitsevad
Herpes simplex viirus 11 (HSV-2) infektsiooni eest (Conrady, Halford, ja Carr, 2011). Fung jt.
naitasid oma katsetes, et emastel IFNE -/- nokauthiirtel tdusis v@rreldes wildtype hiirtega
vastuvetlikkus seksuaalsel teel levivate infektsioonide suhtes (HSV-2 ja Chlamydia
muridarum-i poolt pdhjustatud infektsioonid) ning jareldasid IFNE tsitokiini antipatogeenset
funktsiooni (Fung jt., 2013).

Taisgenoomide valimis leidus IFNE geenis varem kirjeldatud variant rs2039381 (Cho jt.,
2013). Tegemist on nonsenssmutatsiooniga (joonis 9), mis pdhjustab IFNE geeni
transleerimisel eeldatava glutamiini (aminohappe positsioonis 71) asemel enneaegset
stoppkoodonit (GIn->Stopp). Potentsiaalne LoF variant esines EGV valimis 51 indiviidi
(AF=0.0116), uhel naissoost doonoril (Doonor 3) homosugootse leiuna. EXAC andmebaasis
on andmeid Euroopa populatsioonis (va soomlased) ainult (he homostgoodi kohta
(AF=0,0038). Kokkuvottev tabel IFNE variant rs2039381 alleelisageduste kohta on lisas 2
(lehekiilg 57).
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EEEEEEEEEEE RS R

EEEEEEEEEEE RS

CcCAGAGTGTGTCCTTIT T T G6GG6T ACTGCTGAGGACTCAAAGACTTCTGAG I

memumu

IMIR3THG

IFNE

Joonis 9. Doonor 3 IFNE geeni G>A muutus (rs2039381), mis pdhjustab enneaegse
stoppkoodoni (GIn71->Stop).

Doonor 3 Eesti Haigekassast saadud diagnooside hulgas on (margitud ka diagnooside ICD-10
koodid) :

» Herpesviirusnakkused [herpes simplex], kood B0OO

» Emaka tépsustamata leiomioom, kood D25.9

* Rinna tiksiktstst, kood N60.0

« Emaka tépsustamata pdletikuline haigus, kood N71.9

» Kdhukeelme vaagnaosa endometrioos, kood N80.3

* Muud ja tdpsustamata munasarjatsustid, kood N83.2

Kdik loetletud haigused néitavad tdsiseid haireid naissuguelundite funktsioneerimisel. IFNE
geeni spetsiifiline ekspresseerumine naise sugutee epiteelrakkudes viitab geeni olulisele rollile

naise suguorganite t60s. Fung jt. mudelorganismi katsete tulemused (Fung jt., 2013) ning

Doonor 3 terviseandmed kinnitavad seose vdimalikkust.
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rs2039381 mutatsiooni kandjaid on valimis 50, nende seas naissoost doonoreid 21.
Filtreerides heterostigootide diagnoose (Eesti Haigekassa andmed) leiame koigil peale Uhe
doonori véhemalt Uhe naissuguorganitega seotud haiguse: tupe ja habeme pdletik (N=11),
emaka healoomuline kasvaja (N=7), herpes simplex nakkus (N=3), kubemesong (N=3),
naiseinfertiilsus (N=3) jm. Lisaks esineb viiel indiviidil 21-st rinnamoodustisi (k.a
rinnakasvaja ja —tsistid). Korge naistehaiguste esinemine IFNE mutatsiooni kandjate seas
viitab samuti potentsiaalsele IFNE geeni mittefunktsioneerimisest tingitud naissuguorganite

epiteelkoega seotud patoloogiatele ning selle tagajarjelt haiguste tekkele.

Analidsides, kas IFNE geenimutatsiooni kandjatel esineb suurem Sanss naistehaiguste
tekkeks vorreldes referents-homosugootidega, ei tulnud Ghegi haigusgrupi ja mutatsiooni
vahel statistiliselt olulist seost. Seega vdib jareldada, et piisab Uhest funktsionaalsest alleelist
séilitamaks valgu normaalne talitlus. Et kinnitada heterosligootse variandi méju fenottbile
vOib ké&esolevas t60s kasutatud valimisuurus jéada véikeseks. Antud leiu rohkemate
homosiigootsete  indiviidide  fenotlibi  analtiis ning variandi  suuremahulisem

genotlpiseerimine v@imaldaks tdpsemalt hinnata IFNE geeni efekti fenotlubile.
Lisaks eelpool valjatoodud leidudele ilmnes immuungeenide LoF mutatsioonide

homosugootseid indiviide ning nende fenotliipe analtlsides veel potentsiaalseid variante,

mille seoseid immuunsisteemi héiretega tuleks edasi analtlsida (tabel 11).
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Tabel 12. Potentsiaalsed ja vimalikud LoF leiud immuungeenides. EXAC andmed eurooplaste kohta (va soomlased).

Kr | Pos dbSNP Ref Alt | AF Het | Hom | Tadp Geen ExXAC | EXAC AN;AC; | Potentsiaalne
Alt AF Het;Hom korrelatsioon
1| 3691997 AGTCAG | A 0,0116 48 2 | raaminihe SMIM1 0,0107 | 7786;83; Vel veregrupp
CCTAGG 83;0
GGCTGT
9| 21481483 | rs2039381 | G A 0,0116 50 1 | enneaegne IFNE 0,0038 | 66444;254; Naistehaigused
stoppkoodon 252;1
16 | 50763778 | rs2066847 | G GC |0,0377 | 163 3 | raaminihe NOD2 0,0202 | 66698;1345; Allergia, astma,
1283;31 poletikulised
soolehaigused
X | 70837390 | rs18895900 | G A 0,0087 21 9 | enneaegne CXCR3 0,0025 [ 10561;26; Allergia, astma,
1 stoppkoodon 20;0 vahk
4| 74607285 | rs18837866 | G T 0,0123 53 1 | enneaegne IL8 0,0016 | 66426;104; Seenhaigused
9 stoppkoodon 104;0
11| 17394037 | rs61406813 | CTT C 0,0363 | 161 1 | raaminihe NCR3LG1 | 0,0688 | 4566;314; Kasvajad
292;11
6 [ 31902065 | rs9332736 | ATGGTG | A 0,0183 80 1 | splaiss-sait C2 0,0081 [ 66578;540; Komplement 2
GACAG muutus 540:0 puudulikkus
GGTCAG
GAATCA
GGAGTC

Kr = kromosoom
Pos = positsioon

Ref = referentsjarjestus
Alt = alternatiivne jarjestus
AF = alleelisagedus

Het = heterostigootide arv
Hom Alt = retsessiivne homosiigoot
AN = alleeli koguarv
AC = alternatiivse alleeli koguarv




Elektroonilised terviseandmed kannavad endas suurt potentsiaali, kuid negatiivsest kiljest on
need disainitud eelkdige Kliinilise ravi teostamiseks. EHR mittestandardiseeritud kuju
tdhendab, et erinevad testitulemused voivad paikned mitte struktureeritud vabateksti sees ning
diagnooside ulesleidmine vajab tekstitootlust. Seega on EHR andmete mdistmiseks vaja
téhusaid bioinformaatilisi algoritme (R. Cohen, Elhadad, ja Elhadad, 2013). L&hitulevikus on
realistlik ootus, et miljonitel elektrooniliste terviseandmetega patsientidel on ka genotutbi
informatsioon (suuresti tanu biopankadele) talletatud. Elektroonilised terviseandmed on
vOBimas andmestik nii haruldaste kui ka sagedaste haiguste uurimiseks (Crawford jt., 2014;
Hall jt., 2016). Seostades mutatsioone kindlate haigustega on kdrvale vaja uuritava indiviidi
voimalikult pdhjalikku fenotliibiandmestikku. Seega esindavad terviseandmed olulist

komponenti geneetika uuringutes.

Haigusseoseliste geenide ja nende pdhjuslike mutatsioonide kirjeldamiseks puudub hetkel
moni andmebaas, mis kirjeldaks seoseid sama hasti kui kliinilised andmed (Ginsburg, 2014).
Ké&esolevas t00s kaardistatud 14 483 LoF mutatsioonidest 8802 (60,77%) ei ole leitavad seni
suurimas kodeerivate variantide EXAC andmebaasis. Kull aga esinevad EXAC andmestikus
pea kBik EGV homosiigootsed variandid (83,33%). Andmestikud nagu EXAC annavad
vOimaluse meditsiinigeneetikutel potentsiaalseid haigusseoselisi leide analttsides kontrollida
variandi olemasolu ning alleelisagedust (Quintans, Ordéfiez-Ugalde, Cacheiro, Carracedo ja
Sobrido, 2014). Oluline lesanne on koostada andmebaase, kuid sama téhtis on ka juba leitud
variantide eksperimentaalne valideerimine. Uheks v@imaluseks LoF mutatsioonide efekti
reaalseks hindamiseks on kdrvale votta transkriptoomi andmed ning kinnitada mutatsioonide
ennustatavad tagajarjed ka RNA tasandil .

On keerukas ainult DNA variatsioonide po6hjal véita, kas uuritav variant mdjutab
geeniprodukti ja selle funktsiooni. Stopp-koodon vdéib kull lihendada valku, kuid 18pp-
produktina vdidakse stinteesida siiski tootav valk (Danckwardt, 2002; Isken ja Maquat, 2007).
Splaiss-sait muutuste korral tuleb silmas pidada ka looduslikult esinevat alternatiivset
splaissimist (Pan, Shai, Lee, Frey ja Blencowe, 2008). LoF mutatsioon v6ib kill rikkuda dra
geeni mone produkti, kuid alternatiivsete transkriptide abil vdib organismis sdilida valgu

funktsioon.

Geeni annotatsioon ning variantide leidmine ei ole bioinformaatiliselt perfektne, vead vdivad
ilmneda juba esimestes analulsietappides (Sims, Sudbery, llott, Heger ja Ponting, 2014).
Lihikeste jérjestuste joondamine vdib tekitada genoomi kokkupanemisel vigu. Naiteks voivad



mdned mutatsioonid annoteerimisel jad&da jarjestamata vOi saavad madratletud ekslikult

pseudogeenidena (Zheng jt., 2007).

Kéesolevas t00s iseloomustatud funktsioonikaoga mutatsioonide andmestik ei ole kasulik
ainult populatsiooni uurimiseks, vaid vdimaldab leida uusi seoseid geenide ja fenotibi
tunnuste vahel. Homoslgootseid LoF variante, mida ei ole esindatud EXAC andmebaasis ja
mille kohta on vahe (vOi mitte Gldse) funktsionaalsete korrelatsioonide kirjeldust, on EGV
valimis ligi sadakond. Doonorite fenotiilipe iseloomustavaid andmeid ja tervisenditajaid
kasutades vdime leida uut informatsiooni nende véhe iseloomustatud geenide funktsioonide ja

bioloogilise efekti kohta.

Vaadates ainult Ghte tulpi mutatsioone ning jattes kdrvale alternatiivsed genoomis leiduvad
variatsioonid, vdivad fenotlubi geneetilisi pdhjuseid uurides jddda ndgemata kombineerituna
avalduvad juhud. Funktsioonikaoga mutatsioonidele lisaks oleks tuleviku analiiiisis huvitav
kaasata analliisi ka mittekodeerivas alas paiknevad variandid, mis vdivad mdjutada erinevaid
regulatoorseid elemente ja seeldbi muuta geeniekspressiooni taset. Selliste mutatsioonide
mdju ei ole Uks Uhele seoses fenotiilbiga, samuti vdib geeniekspressioon erineda kudede ja

rakutiiipide vahel.
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KOKKUVOTE

Alates esimesest tdisgenoomi sekveneerimisest on jarjestatud mitmeid tuhandeid genoome (ile
terve maailma. Tehnoloogia areng on viinud meid ajastusse, kus on voimalik analliusida
korraga koiki geene ning seeldbi mdista bioloogilise keerukuse molekulaarset tausta.
Genoomiliste andmete maht on kordades kasvanud, mis omakorda on andnud uusi teadmisi
genoomi mitmekesisusest. Struktuursete ja koopia arvu variatsioonide ning Uhenukleotiidsete

polumorfismide efekt fenotttbile on suurem Kui siiani arvati.

Ké&esoleva magistritod eesmargiks oli anda tlevaade seni tehtud populatsiooni tdisgenoomide
jarjestamise projektide kohta, vdrrelda tldtulemusi Eesti Geenivaramu 2240 geenidoonori
sekveneerimisandmetega ning iseloomustada funktsioonikaoga mutatsioone  Eesti
populatsioonis. Jarjestatud eestlaste genoomidest leidsime 14 483 funktsioonikaoga
mutatsiooni, millest 7146 on SNV ja 7292 indelid. Variandid paiknesid 7826 erinevas geenis
ning 92% kaoigist leidudest olid haruldased (MAF<0,5%). Keskmiselt on igal indiviidil 126
LoF-i, millest ~20 esineb mdlemas alleelis. 80% leidudest on juba kirjeldatud dbSNP

andmebaasis.

Magistritod veel (heks eesmargiks oli hinnata biopanga andmete kasutamisvGimalust
geneetiliste  seoste  leidmisel anallilisides valjavalitud immuungeenidest  saadud
funktsioonikaoga mutatsioone ja Eesti Haigekassa terviseandmeid. Immuungeenides
(N=6540) leidus 3623 funktsioonikaoga mutatsiooni, kusjuures ule 90% neist olid
harvaesinevad (MAF<1%). Antud t60 fookuses olid homosligootsed LoF leiud, mida
immuungeenides leidus pea 200. Hinnates variantide esinemissagedusi erinevates
andmebaasides, geenide bioloogilist mdju ning kirjandusest juba kirjeldatud seoseid, on
magistritoos valja toodud seitse potentsiaalset geneetilist varianti edasiseks analiiusiks. Nende
seas SMIM1 geeni kolmanda eksoni varasemalt kirjeldatud 17 bp pikkune deletsioon (Jill R
Storry jt.,, 2013), mis pOhjustab Vel-negatiivset veregruppi, ning IFNE geeni
nonsenssmutatsiooni. Viimase puhul on Kkirjandusele tuginedes ja Eesti Haigekassa

terviseandmeid hinnates vdimalik seos naistehaigustega.
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Analysing loss-of-function mutations by pairing 2300 whole genomes with

electronic health records

SUMMARY

Kelli Grand

Sequencing genetic material has become accessible for large-scale population analysis.
Characterising genetical elements within and between populations gives us insight of how
genetic variation influences health. Genomic data and its grown volume has shown us the
extent of diversity in genomes. The effect of different structural and copy number variations
has been underestimated. Rare and low-frequency variants and their contribution to phenotype
are largely unknown. These variants are underrepresented in common genome-wide
association studies. As they are seen only in very few people, it is necessary to sequence large

selection of individuals for detecting rare variants.

But it is not enough to only have the genotype data for interpreting potential biological
functions of variants. Today, increasingly biobanks all around the world are starting to
understand the powerful resource of electronic health records (EHR). EHR has the potential
for interpret human variations producing clinically relevant phenotypic changes.

The purpose of this study was to give an overview of population based whole-genome
sequencing (WGS) studies done so far (Francioli et al., 2014; Gudbjartsson et al., 2015; Lek
et al., 2015; Lim et al., 2014; Sudmant et al., 2015; Walter et al., 2015), to compare the results
with variants identified in the Estonian population by sequencing 2240 genomes, and to
characterize loss-of-function (LoF) mutations in the Estonian population. We found 14,483
loss-of-function mutations in 7826 genes, 7146 SNV and 7292 indels in total. Most of the
loss-of-function mutations were rare, with 92% having a MAF less than 0.5%. As shown in
previous studies, from functional mutation classes LoF mutations have the highest fraction of
rare variants (Gudbjartsson et al., 2015; D. G. MacArthur et al., 2012; Sulem et al., 2015).

It has been estimated by D. MacArthur, that every healthy person has 100 disrupted genes in
the genome, approximately 20 totally inactivating the gene. These findings were confirmed in
the Estonian population as well. On average, every individual from Estonian cohort carries
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129 genuine LoF variants, with ~20 of them being in homozygous state. The maximum
amount of LoF mutations found in one person was 159. Of all the LoF findings, 80% were
already in dbSNP.

Another aim of this study was to evaluate the effect of the identified rare variants by
investigating the electronic heath records of the individuals (from Estonian Health Insurance
Fund). For that we analysed 6500 immune related genes and their loss-of-function mutations
in combination with EHR data. All in all, there were 3623 LoF mutations in immune related
genes but we focused on the mutations knocking out both alleles in one’s genome. Analysing
the occurrence in other widely known databases, biological functions and associations found
in literature we highlight seven genes (SMIM1, IFNE NOD2, NCR3LG1, C2, CXCR3, and
IL8) with potential LoF variants for further analysis. Among these variants, there was a
known 17 nucleotides deletion in the SMIM1 gene that cause a rare Vel-negative blood group
(Cvejic et al., 2013) and a LoF mutation in the IFNE gene (Conrady et al., 2011) that might
be potentially correlated with different disorders of the female reproductive tract.
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TANUAVALDUSED

Kdigepealt tahaksin tdnada oma juhendajaid Lili Milani ja Part Petersoni, kes igal hetkel néu
ja jouga abiks olid. Teie ndpunditeid ja dpetussdnu hindan vaga. Teiseks tdnan véga oma
armast pere, kes nii kannatlikult minu kdrval alati toeks on. IIma teieta ei oleks ma kunagi nii
kaugele joudnud! Lopetuseks tahaksin tanada oma kolleegi Mart Kalsi igasuguse abi ja ndu
eest, kdiki reedeste WGS seminaride osalejaid edasiviiva konstruktiivse Kriitika eest ning

sOpru toetavate ja julgustavate sdnade eest.
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LISAD

Lisa 1

Tabel 13. Funktsioonikaoga mutatsioonide arv kromosoomide kaupa

Kromosoom LoF arv

1 1416
2 1085
3 874
4 654
5 657
6 776
7 757
8 541
9 557
10 542
11 925
12 813
13 300
14 496
15 478
16 628
17 792
18 204
19 916
20 355
21 165
22 337
X 170

14438




Lisa 2

Tabel 14. IFNE geeni rs2039382 variandi alleelisagedused populatsioonide kaupa (ExXAC

andmebaas, kohandatud)

Populatsioon AC AN Homoslgoote AF

Ida-aasia [ 1536 | 8574 139 0,1791
Lduna-aasia | 2323 | 16472 168 0,1410
Aafrika | 659 10314 25 0,0639
Latiinod | 515 11504 15 0,0448
Muu | 23 906 1 0,0254
Euroopa | 122 6610 3 0,0185

(ka soomlased)
Euroopa | 254 66444 1 0,0038

(va soomlased)
Kokku [ 5432 | 120824 | 352 0,0450
Eestlased [52  [4488 |1 | 0,0012
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