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ABSTRAKT

Meditsiinilist sekkumist vajavate geenivariantide leidmine Eesti Geenivaramu

geenidoonoritel

Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium (ACMG) on koostanud 56 geeni
miinimumnimekirja, mille alusel soovitatakse anda tagasisidet meditsiiniliselt oluliste
geenivariantide kohta. Kuna Eesti Geenivaramu soovib anda haigusseoseliste geenivariantide
kohta geenidoonoritele tagasisidet, oli kdesoleva bakalaureusetoé eesmirgiks leida Eesti
Geenivaramu geenidoonoritel ACMG nimekirja alusel teadaolevalt ja eeldatavalt patogeensed
geenivariandid. Tulemusteks saadi vastavaid geenivariante 28, millest 10 olid teadaolevalt
patogeensed. Kokku esines vastavaid geenivariante 41 isikul, kellest 16 isikul esines
teadaolevalt voi eeldatavalt patogeenne BRCA1 vdoi BRCA2 geenivariant, mis vdib
pOhjustada périlikku rinna- vOi munasarjavdhki. Saadud tulemused on esialgsed ning

patogeensete geenivariantide otsimist jatkatakse.
Mirksdnad: ACMG, juhuleiud, tagasiside

T490 Biotehnoloogia

Identifying medically actionable mutations in gene donors of Estonian Genome Center

The American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) has published
recommendations about reporting medically actionable incidental findings in 56 genes to
genome and exome sequencing participants. As one of the aims of Estonian Genome Center is
to provide feedback to its gene donors, the aim of this study was to identify known and
expected pathogenic mutations in gene donors of Estonian Genome Center. 28 gene variants
were detected respectively in which 10 of the variants was known pathogenic. Known and
expected pathogenic mutations was found together in 41 individuals, 16 of them were
carrying BRCAL or BRCA2 variants related to hereditary breast and ovarian cancer. However

these are not the final results and additional research is necessary.
Keywords: ACMG, incidental findings, disclosure

T490 Biotechnology
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KASUTATUD LUHENDID

ACMG -American College of Medical Genetics

Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium

AD - autosoomdominantne

AR - autosoomretsessiivne

BIC — Breast Cancer Information Core

cDNA - complementary DNA, komplementaarne DNA
EP - eeldatavalt patogeenne

HGMD - The Human Genome Mutation Database

HGVS - Human Genome Variation Society

and Genomics,

InSIGHT - International Society for Gastointestinal Hereditary Tumours

MRNA - messenger RNA, informatsiooni-RNA
SD - semidominantne
TP - teadaolevalt patogeenne

TU EGV - Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu

UCSC - University of California Santa Cruz, California Santa Cruzi Ulikool

XL - X-liiteline

Ameerika



SISSEJUHATUS

Tehnoloogiline areng vdimaldab iiha enam uurida seoseid inimeste genotiiiibi ja fenotiiiibi
vahel. Inimeste fenotiilibilisele varieeruvusele on aluseks genotiiiibiline varieeruvus.
Genotiiiibi varieerumises mangivad olulist rolli mutatsioonid, mis pohjustavad ka périlikke
haigusi. Parilike mendeleeruvate ehk nn monogeensete haiguste puhul on iihe geeni ja selle
variantide moju fenotiilibile erinevalt poliigeensetest viga kdrge ning seetdttu on neid lihtsam

seostada konkreetsete geenivariantidega.

Nii kliinilises praktikas kui teaduses kasutatakse haigusseoseliste variantide otsimisel iiha
enam suuri paneel- voi tilegenoomseid sekveneerimisuuringuid. Selliste uuringute tulemusena
voidakse avastada geenivariante, mis ei ole otseselt seotud konkreetse uuringu eesmargiga,
kuid millest teavitamine uuritavatele voib olla meditsiiniliselt oluline, naiteks voib aidata
antud haigusi ennetada voi varem avastada. Samas katkeb haigusseoselistest geenivariantidest
teavitamine ka mitmeid riske, mistottu jatkuvalt arutletakse teadus- ja meditsiiniiildsuses,

kuidas ja milliste juhuslikult avastatud geenivariantide kohta peaks tagasisidet andma.

Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium (ACMG, American College of
Medical Genetics and Genomics) on koostanud minimaalse soovitusliku geeninimekirja,
millistest geenivariantidest voiks uuritavatele tagasisidet anda. Arvestada tuleb, et kunagi ei
ole vdimalik geenivariantide alusel ennustada kdiki terviseriske ning alati on vdimalik, et
mingid riskid jddvad tdhelepanuta, kuna koikide geenivariantide olulisus fenotiiiibile ei ole

selge.

Kéesoleva bakalaureusetdo teoreetilises osas antakse ililevaade mutatsioonide rollist périlike
haiguste tekkes, monogeensete haiguste parandumisviisidest, Ameerika Meditsiinigeneetika ja
Genoomika Kolleegiumi koostatud geeninimekirjast ning geenivariantide haigusseoselisuse

hindamisest. Samuti késitletakse parilike terviseriskide tagasisidega seotud eetilisi aspekte.

Kuna Eesti Geenivaramu soovib toetada terviseedendust ning hakata ,,Inimgeeniuuringute
seadusest™ ldhtuvalt andma tagasisidet périlike terviseriskide kohta, on t66 praktilise osa
eesmirkideks teha esmavalik Eesti Geenivaramu geenidoonorite iilegenoomsel
sekveneerimisel tuvastatud meditsiiniliselt olulistest geenivariantidest, ldhtudes ACMG
koostatud geeninimekirjast.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Variatsioonid inimgenoomis

Uue polvkonna sekveneerimistehnoloogia on muutnud voimalikuks identifitseerida inimeste
geneetilist varieeruvust, mis on aluseks inimeste fenotiiiibilisele mitmekesisusele.
Ulegenoomset sekveneerimist on vdimalik teostada Kiiresti ning jirjest viiksemate kuludega.
(Smith jt., 2016) On leitud, et iga genoom sisaldab rohkem kui 4 miljonit referentsjérjestusest
erinevat variatsiooni (Goddard jt., 2014) ning iga inimene kannab umbes 250 kuni 300
funktsiooni kadu pohjustavat geenivarianti, millest 50 kuni 100 teatakse olevat seotud
parilike haigustega (Altshuler jt., 2010). Kuna enamiku sagedaste ja harvaesinevate
variantide moju fenotiilibile ja sealhulgas haigusriskidele on teadmata, on vaja veel viaga palju
teha, et moista genotiilibi ja fenotiilibi vahelisi seoseid, mis on praegu iiks pohilistest

eesmarkidest bioloogias ja meditsiinis (Altshuler jt., 2010).

1.2. Mutatsioonid ja nende patogeneetilised mehhanismid

Variatsioone genoomis pdhjustavad DNA struktuuris toimuvad muutused ehk mutatsioonid.
Enamik mutatsioone on neutraalsed mdjutamata fenotiitipi. Kui mutatsiooni tulemusena tekib
muutus fenotiiiibis, on enamasti tegemist kahjuliku mutatsiooni ehk geeniveaga, mis v3ib viia
périlike haiguste tekkeni. (Mikelsaar jt., 2010 ) Mutatsioon voib tekkida sugurakus,
parandudes sugulise paljunemise abil jérglastele vOi somaatilises rakus, pidrandudes raku
jarglaskonnale (Heinaru, 2012). Mutatsiooni ulatus voib varieeruda tihe nukleotiidi muutusest

terve kromosoomi kadumiseni (Turnpenny ja Ellard, 2012).

Mutatsioonid voib jagada punktmutatsioonideks, mille puhul toimub iihe nukletoiidi
asendumine teisega ning deletsioonideks ja insertsioonideks, mille korral toimub vastavalt
ihe vdi enama nukleotiidi kadumine vdi lisandumine. Uheks insertsiooni vormiks on
duplikatsioon, mille puhul toimub nukleotiidi vdi DNA 16igu kahekordistumine. (Mikelsaar
jt., 2010) Koige sagedamini esinevaks mutatsioonitiiiibiks on punktmutatsioon (Turnpenny ja
Ellard, 2012).

Punktmutatsiooni tagajérjel voib asenduda iiht aminohapet kodeeriv koodon teise koodoniga,
mille tottu aminohape vahetub (missense mutatsioon) tekitades muutusi sellele vastava valgu
struktuuris ja talitluses. Tekkida voib ka enneaegne stoppkoodon (nonsense mutatsioon), mille
tottu 10peb geeniprodukti siintees pohjustades valgutootmise 16ppemise voi lithema valgu, mis

ei funktsioneeri. (Mikelsaar jt., 2010) Deletsioonid ja insertsioonid kutsuvad esile



raaminihkemutatsioone, kui DNA 16igu pikkus ei jagu enam kolmega. See toob kaasa vale

aminohappeahela voi enneagse stoppkoodoni tekke. (Turnpenny ja Ellard, 2012)

DNA mittekodeerivas alas olevad mutatsioonid enamasti fenotiilibilist efekti ei anna
(Turnpenny ja Ellard, 2012), valja arvatud mutatsioon 5’ promootoralas, mille tulemusena ei
kopeerita informatsiooni mMRNA-ks (Mikelsaar jt., 2010), voi teistes regulaatoralades, mis
mojutavad geenickspressiooni taset. Mutatsioonid korgelt konserveerunud splaiss-saitides
pohjustavad splaissingu korvalekaldeid, mille tulemusena voib kaduda kodeeriv jérjestus voi
sdilida intronjarjestus, mis omakorda viivad lugemisraami nihkeni. (Turnpenny ja Ellard,
2012)

Kui geeniprodukti voime oma normaalse funktsiooni tditmiseks kaob (nullaleel) voi vaheneb,
on tegemist loss-of-function tiitipi mutatsiooniga, kui aga tekib uus funktsioon, on tegemist
gain-of-function mutatsiooniga, mis molemad toovad kaasa valgustruktuuri muutuse,

pohjustades haiguse. (Strachan jt, 2015)

1.3. Mendeleeruvad ehk monogeensed haigused

Périlikud haigused vodivad tekkida mitmel viisil: mutatSioonist geenipaari iihes voi mdlemas
alleelis (monogeenselt) (Mikelsaar jt., 2010) vdi mutatsioonist mitmes erineva lookusega
geenis (poliigeenselt) (Turnpenny ja Ellard, 2012). Hulgitegurilike haiguste viljakujunemist
mojutavad suurel médral keskkonnategurid ning need ei jargi Mendeli pdrandumisseadusi
(Turnpenny ja Ellard, 2012). Samuti on teada nditeid modifitseerivatest geenidest ning
oligogeensest pdarilikkusest, mistottu ka nn monogeensed haigused voivad avalduda
varieeruval kujul ja erinevas vanuses ning avaldumine ei jélgi seetottu alati Mendeli
parandumisseadusi (Strachan jt., 2015). Enamik sagedasematest haigustest, nditeks astma,
diabeet, kdrgvererohutobi, siidamelihase infarkt, ajuinfarkt, migreen jt on hulgitegurilised.
Monogeenselt paranduvate ehk mendeleeruvate haiguste puhul on {ildiselt keskkonnategurite
tahtsus véike. Neid haigusi esineb harvem, kuid neil on kdrgem penetrantsus (Joonis 1).
Monogeensete haiguste avaldumine ehk fenotiiiibi muutus soltub nende péarandumisviisist.
Eristatakse autosoomdominantset, -retsessiivset ning X- ja Y-kromosoomset périlikkust, kuid
Y-kromosoomselt paranduvaid haigusi teada ei ole. (Mikelsaar jt., 2010) Kiill on teada liigse
Y-kromosoomi (XYY, XYYY) mdju fenotiiiibile.



Penetrantsus
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ki Madala sageduse
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- 0,001 0,01 - ) 0,1
Vagaharv Harv Vahelevinud Levinud

Joonisl. Geenivariandid alleelisageduse ja geneetilise efekti tugevuse jiargi (muudetud
joonis Mccarthy jt., 2008)

1.3.1. Autosoom-dominantne parandumine

Autosoom-dominantse périlikkuse puhul avaldub haigus juhul, kui on tegemist
heterostigootsete isikutega, mille puhul geenipaari iiks alleel on mutantne ning teine alleel
normaalne. Haige vanema lastel on 50% tdendosus saada mutantne v3i normaalne alleel
(Mikelsaar jt., 2010). Haigus esineb jarjestikustes polvkondades ning meestel ja naistel sama
sagedusega (Heinaru, 2012).

Dominantse parandumise korral on haiguse penetrantsus enamasti sajaprotsendiline (Strachan
jt, 2015), kuid voib ette tulla mittetdielikku penetrantsust, mille puhul on mutatsioon olemas,
kuid ei avaldu fenotiiiibis ning haigete pdlvkondade vahel on terve isik. Uhes perekonnas vdib
haigus avalduda ka erineva raskusastmega, kergetest stimptomitest eluohtliku seisundini.

Sellisel juhul on tegemist varieeruva ekspressiooniga. (Mikelsaar jt., 2010)

Autosoom-dominantsed haigused esinevad tavaliselt haige vanema jarglastel, kuid voib
juhtuda, et haigust pohjustav geen ei parine kummaltki vanemalt ning tervetel vanematel on
haige laps. Sel juhul on tegemist uusmutatsiooniga, mis on tekkinud vanema sugurakus.
Haigelt lapselt parandub haigusgeen edasi tavapiarasel viisil. (Mikelsaar jt., 2010) Kui aga
molemad vanemad on haiged, on lapsel tdendosus olla haiguse suhtes homosiigootne. Haigus

voib sel juhul olla tdsisem voi avalduda varasemas eas. (Turnpenny ja Ellard, 2012) Kui
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haigus kulgeb heterosiigootses olekus homosiigootsest olekust kergemini, on alleel

semidominantne (Heinaru, 2012).

Paljud dominantsed haigused voivad olla heterogeensed, misjuhul sama haigust pShjustavad
erinevad mutatsioonid samas alleelis (alleelne heterogeensus) voi mutatsioonid erinevates

geenides (lookusheterogeensus) (Mikelsaar jt., 2010).

1.3.2. Autosoom-retsessiivne pirandumine

Retsessiivse parandumise korral avaldub haigus ainult juhul, kui geeni mdlemas alleelis on
mutatsioon ehk isik on haiguse suhtes homosiigoot. Heterostigootidel retsessiivsed haigused
ei avaldu ning neid kutsutakse haiguse kandjateks (Turnpenny ja Ellard, 2012). Retsesiivsete
haiguste puhul voib siindida tervetel vanematel haige laps. Haigus péarandub 25%
tdendosusega ning tihti ddedel-vendadel ei kordu. Kuna retsessiivsete haiguste mutatsioonide
kandjaid on vihe, esineb neid haigusi eriti harva. Haigel isikul tavaliselt haigeid lapsi ei
siinni, kuna tdendosus, et abikaasa kannab sama geeniviga, on vidga véiike. Suurem on

toendosus sugulusabieludes. (Mikelsaar jt., 2010)

Retsessiivselt paranduvate haiguste kulg on erinevalt dominantsetest haigustest isikuti {isna
sarnane. Nagu dominantsete haiguste puhul, esineb nii alleelset- kui lookusheterogeensust.
Mitmel juhul on retsessiivsete haigustega isikud mutatsiooni suhtes iihendheterosiigoodid, mis
tdhendab, et haigust pohjustava geeni eri alleelides on erinevad mutatsioonid. (Mikelsaar jt.,
2010)

1.3.3. X-kromosoomne piarandumine

X-kromosoomse parandumise puhul on nii mutatsiooni kandumine kui tagajirjed sugupooltel
erinevad. Kuna meestel esineb ainult iiks X-kromosoom, on nemad haiguse suhtes
hemisiigoodid. X-kromosoomset dominantset parilikkust eristab autosoomdominantsest
parilikkusest vaid haiguse puudumine haige mehe poegadel, sageli ka haiguse kergem vorm
naistel X-kromosoomi inaktvatsiooni tdttu. Nii X-kromosoomse dominantse Kui retsessiivse
périlikkuse puhul périvad haigusgeeni mehelt koik titred ning mitte iikski poeg.
Mutatsiooniga naise poegadel on 50% risk retsessiivselt paranduvat haigust pddeda. Naistel
kahe X-kromosoomi tottu retsessiivne haigus ei avaldu, kuid X-kromosoomi mittejuhusliku

inaktivatsiooni tottu voib neil siiski kergeid siimptomeid esineda. (Mikelsaar jt., 2010)
10



1.4. Juhuleiud meditsiinigeneetilistes uuringutes

Eksoomi ja genoomi sekveneerimine on Kiiresti levinud meditsiinipraktikasse. Koos arenenud
bioinformaatiliste vOimalustega Kkasutatakse sekveneerimist nditeks haruldaste haiguste
molekulaarsel iseloomustamisel, individuaalse ravi méédramisel, farmakogenoomikas,
stinnieelses uuringus ning haigusriskide populatsioonipdhisel hindamisel. Uuringute kdigus
voidakse avastada geenivariante, mille leidmine ei ole otseselt seotud konkreetse uuringu
eesmargiga, kuid mis vdivad olla meditsiiniliselt olulised. (Green jt., 2014) Selliseid
juhuslikult avastatud variante nimetatakse juhuleidudeks. Neid voib ka tahtlikult otsida,

seetdttu kohati nimetatakse selliseid leide sekundaarseteks (Olfson jt., 2015).

Juhuleiud esinevad ka teaduspraktikas. Kuna genoomi sekveneerimine, mis viiakse ldbi
teaduses, erineb meditsiinis kasutatavast, tuleb teha vahet teaduses ja meditsiinis esinevatel
juhuleidudel. Teadust66 on tavaliselt avastusele orienteeritud ning hdlmab uuringus laiemat
hulka geene voi kogu genoomi. Kliinilised rakendused keskenduvad iildiselt konkreetsetele
geenidele, et panna diagnoos vOi maérata parim ravi. Sekveneerimine teostatakse sealjuures

korgetasemelise katvusega, et saada voimalikult tdpsed tulemused. (Budin-Ljesne jt., 2016)

Nii teadlased kui arstid on eetilise dilemma ees, kas teavitada inimesi meditsiiniliselt
olulistest juhuleidudest ning on palju vaieldud kuidas ja mil maéral seda tuleks teha (Cassa jt.,
2012). Praecguseks on leitud nii teadlaste kui arstide seas, et pdhjendatult oluliste juhuleidude
kohta on soovituslik tagasisidet anda (Lohn jt., 2014).

Teadlastele ei ole seni antud selgeid juhendeid juhuleidudest teavitamise kohta (Knoppers jt.,
2015). Seniste juhendite kohaselt peavad tagasisidestatavad leiud olema analiiiitiliselt
usaldusvéarsed, pdhjendatult olulised ning meditsiinilist sekkumist vdimaldavad, kuid
puuduvad kindlaksméératud lisakriteeriumid ja meetodid, mille alusel leidude

kvalifitseerumist hinnata (Budin-Ljesne jt., 2016).

1.5. ACMG 56 geeni nimekiri

Kuna tagasisidet on eeskétt soovituslik anda meditsiinilist sekkumist voimaldavate ehk nn
sekkumistohusate (actionable) geenivariantide kohta (Hofmann, 2016), tuleb need geenid ja
geenivariandid eristada mittepatogeensetest, teadmata tdhendusega geenivariantidest ning
geenidest ja geenivariantidest, mis on kiill haigusseoselised, kuid haigust ei ole voimalik

ennetada voi selle kulgu oluliselt mdjutada. Sekkumistdhus tihendab, et geenivariant on
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patogeenne vOi suure tdendosusega patogeenne ning voOimaldab meditsiinilist sekkumist,

viahendades méarkimisvédrselt haigestumist voi suremust (Roche ja Berg, 2015).

2013. aastal andis ACMG t6ogrupp vilja eclkodige kliinilises praktikas kasutamiseks moeldud
miinimumnimekirja sekkumistGhusatest geenidest ja nendega seotud haigustest. Nimekiri
koosneb 56 geenist (tabel 1), millega seotud geenivariantidest tuleks inimestele teada anda,
olenemata nende vanusest ja soost. Nimekirjas olevatele geenidele vastab 24 harvaesinevat
haigusseisundit, mis valiti nimekirja seetdttu, et on kdige sagedamini esinevad monogeensed
haigused ning vastavatest geenivariantidest teadmine vdimaldaks haigust ennectades voi
ravides dra hoida nendest tulenevat rasket tervisehdiret. Teavitama peaks ainult sellistest
geenivariantidest, mis on varasemalt Kirjeldatud ning tunnistatud haigusseoseliseks
(patogeenseks) voi geenivariantidest, mida pole varasemalt kirjeldatud, kuid eeldatakse, et
need vdivad suure tdendosusega haigust pohjustada. Keskenduma peaks punktmutatsioonidest
ning véikestest insertsioonidest ja deletsioonidest pdhjustatud haigustele. ACMG t66grupp

soovitab uuritavatelt nimekirja kuuluvaid geenivariante aktiivselt otsida. (Green jt., 2014)
Eestis on ACMG nimekiri kasutusele vdetud eksoomi sekveneerimise puhul Tartu Ulikooli
Kliinikumis.
(http://www.Kliinikum.ee/geneetikakeskus/images/stories/Saatelehed/Eksoomi_sekveneerimin

e_nousoleku_vorm.pdf)

Tabel 1. ACMG nimekiri (Green jt., 2013)

Fenotiiiip Avaldumise iga | Geen Piarandumine Variant, millest
teatada
Périlik rinna- ja Téiskasvanu BRCALl
AD KP & EP
munasarjaviahk BRCA2
Li-Fraumeni Laps/tdiskasvanu
TP53 AD KP & EP
stindroom
Peutz-Jeghersi Laps/tdiskasvanu
STK11 AD KP & EP
stindroom
Lynchi siidroom Taiskasvanu MLH1
MSH2
AD KP & EP
MSH6
PMS2
Perekondlik Laps APC AD KP & EP
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adenomatoosne

poliipoos
MUTYH-seoseline | Téiskasvanu
MUTYH AR KP & EP
poliipoos
Von Hippel Lindau | Laps/tdiskasvanu
VHL AD KP & EP
stindroom
Mitmekordne Laps/tdiskasvanu
endokriinne MEN1 AD KP & EP
neoplaasia tiiiip |
Mitmekordne Laps/tdiskasvanu
endokriinne RET AD KP
neoplaasia tiitip 11
Perekondlik Laps/tiiskasvanu
medullaarne RET AD KP
kilpnéddrmevahk
PTEN hamartoomi | Laps
) PTEN AD KP & EP
tuumori siindroom
Retinoblastoom Laps RB1 AD KP & EP
Périlik Laps/tiiskasvanu SDHD KP & EP
paranglioom- SDHAF2 AD KP
feokromotsiitoomi SDHC
. KP & EP
stindroom SDHB
Tuberoosse Laps TSC1
] AD KP & EP
skleroosi kompleks TSC2
Wilmsi tuumor Laps WT1 AD KP & EP
Neurofibromatoos | Laps/tdiskasvanu
NF2 AD KP & EP
tiitip [
Ehlersi-Danlos Laps/tdiskasvanu
siinrdroom, COL3A1 AD KP & EP
vaskulaarne tiiiip
Marfani siindroom, | Laps/tdiskasvanu FBN1
Loeys-Dietz TGFBR1
siindroom, TGFBR2
perekondlik aordi SMAD3 AD KP & EP
aneuriism ja ACTA2
dissektioon MYLK
MYH11
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Hiipertroofiline Laps/tdiskasvanu MYBPC3 KP & EP
kardiomtiiopaatia, MYH7 KP
laienenud TNNT2 KP & EP
kardiomiiopaatia TNNI3
AD
TPM1
MYL3 KP
ACTC1
PRKAG2
GLA XL KP & EP
MYL2 KP
AD
LMNA KP & EP
Katehhoolaminergi-
line poliimorfne
ventrikulaarne RYR2 AD KP
tahhiikardia
Arilitmogeenne Laps/tiiskasvanu PKP2
parema vatsakese DSP KP & EP
kardiomiiopaatia DSC2 AD
TMEM43 KP
DSG2 KP & EP
Romano-Wardi Laps/tdiskasvanu KCNQ1
pika QT siinroom KCNH2
AD KP & EP
tiilip I, 1T ja III,
SCN52
Brugada siindroom
Perekondlik Laps LDLR SD KP & EP
hiiperkolestero- APOB SD KPp
leemia PCSK9 AD
Pahaloomulise Laps/tdiskasvanu RYR1
hiipertermia AD KP
) CACNA1S
vastuvotlikkus

KP- kindlalt patogeenne, EP- eeldatavalt patogeenne
AD- autosoomdominantne, SD- semidominantne, AR- autosoomretsessiivne, XL- X-liiteline
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1.6. Geenivariantide patogeensuse hindamine

Geenivariantide patogeensuse hindamine pdhineb alleelisagedustel, in silico ennustatavatel
efektidel, esinemisel tervetel kontrollisikutel, teaduskirjandusel ning  geenivariantide
andmebaasidel. Koige olulisemad allikad on haigusseoselisuse 0sas teaduskirjandus ja lookus-
spetsiifilsed andmebaasid (Hegde jt., 2015) (tabel 2). Meditsiinilist olulisust aitavad selgitada
ka funktsionaalsed voi perekondliku segregatsiooni uuringud (Shkedi-Rafid jt., 2014). Alati ei
ole voimalik geenivariantide olulisust siiski tédpselt méadratleda, sest esineb palju variante,
mille tdhendus on ebaselge (Strong jt., 2014). Lisaks leitakse pidevalt uusi geenivariante,
mille kohta varasemalt andmed puuduvad (Shkedi-Rafid jt., 2014).

ACMG on vilja andnud soovitused mendeleeruvaid haigusi pdhjustavate variantide
Klassifitseerimiseks ~ viide  kategooriasse:  patogeensed, tdendoliselt  patogeensed,
healoomulised, tdendoliselt healoomulised ja ebaselge tihendusega (VUS, variant of
uncertain significance), kusjuures ,,tdendoline* viitab tile 90% kindlusele (Richards jt., 2015).
Variandi patogeensust toestab juhendi kohaselt kdige tugevamini nullalleel geenis, mille
funktsiooni kadumine on haiguse pdhjuseks. Lisaks annavad tdestust patogeensusele nditeks
uusmutatsioon patsiendil, kellel esinevat haigust perekonnas varem olnud ei ole, variandi
sageduse suurenemine haigetel isikutel vorreldes sagedusega kontrollisikutel ning
funktsionaalsete uuringute kéigus tuvastatud kahjustav efekt geenile vdi geeniproduktile.
Healoomulisusele viitab tugevalt iile 5% alleelisagedus populatsioonis voi korgem
alleelisagedus, kui vastava haiguse puhul eeldatav. Healoomulisusele viitab ka see Kui
uuritaval haigusel on tiielik penetrantsus lapseeas, kuid vastav variant leitakse tervel
taiskasvanul voi kui funktsionaalsete uuringute kdigus on tdestatud mutatsiooni kahjustava

mdju puudumine valgu funktsioonile voi splaissingule. (Richards jt., 2015)

Missense muutuse kahjustava mdju ennustamiseks kasutatakse lisaks in silico analiiiisi,
nditeks PolyPhen2, SIFT ja MutationTaster jt arvutiprogrammidega, mis toetuvad
fillogeneetilisele ja struktuursele informatsioonile. Enamike algoritmide ennustustdpsus on
aga 65-80%, (Richards jt., 2015) kuna tdielikult automatiseeritud analiiiis ei arvesta patsiendi
Kliinilise informatsiooni ega perekondlike andmetega, mis voivad tegelikke olukordi mojutada
(Lohn jt., 2014).

Tdsiseks probleemiks variantide liigitamise juures on muutuv teadmistepagas (Lohn jt.,
2014). Kuna Il podlvkonna sekveneerimistehnika abil identifitseeritakse variante iile terve
genoomi, on enamus leidudest ebaselge tdhendusega (Goddard jt., 2014). Praegu ebaselge

tdhendusega geenivariandid voivad aga tulevikus osutuda olulisteks (Lohn jt., 2014). Samuti
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vOib esineda siistemaatilistest sekveneerimisvigadest tulenevaid valepositiivseid leide

(Goldfeder jt., 2015). Seega on enne tagasiside andmist soovitav iga mutatsiooni olemasolu

kontrollida teise meetodiga, niiteks Sangeri sekveneerimisega (Berg jt, 2012).

1.6.1. Geenivariantide andmebaasid

Geenivariantide patogeensuse hindamine toetub suuresti andmebaasides olevale infole.

Tabelis 2 on toodud néiteid geenivariantide andmebaasidest koos kirjeldustega.

Tabel 2. Niiteid geenivariantide andmebaasidest

Andmebaas Kirjeldus

Clinvar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
Laia ulatusega andmebaas, mis sisaldab infot geenivariantide kliinilisest
olulisusest. Variandid on igas suuruses ning périnevad igast genoomi
piirkonnast, nii sugu-kui somaatilistest rakkudest. Variantide
interpretatsioon toimub kliiniliste - ja teaduslaborite, lookuspohiste
andmebaaside, ekspertpaneelide ja praktiliste juhendite pdhjal. (Landrum
jt., 2015)

HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

(The Human Ulatuslik andmebaas, mis sisaldab sugurakkudes toimunud mutatsioone

Genome inimese périlike haigustega seotud geenides. Andmebaas sisaldab

Mutation mutatsioone, millel on tdendeid haigusseoselisuse kohta voi mis voivad

Database) olla potentsiaalselt seotud haigusega. Andmed mutatsioonide kohta
saadakse teaduslikust kirjandusest. (Stenson jt., 2013)

LOVD http://www.lovd.nl/

(Leiden Open Andmebaaside siisteem, kuhu kogutakse geenivariante lookuspohistest

Variation andmebaasidest. Andmeid saavad lisada registreeritud kasutajad, lisatud

Database) info kinnitatakse kuraatorite poolt. (Fokkema jt., 2011)

BIC https://research.nhgri.nih.gov/bic/

(Breast Cancer | Lookuspohine andmebaas, mis sisaldab andmeid rinnavéhiga seotud

Information geenide BRCAL ja BRCA2 mutatsioonidest. Andmeid saavad lisada

Core) registreeritud kasutajad, enne avaldamist vaadatakse need iile

juhtivkomitee litkmete poolt.

(https://research.nhgri.nih.gov/projects/bic/application.cgi)
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InSiGHT http://insight-group.org/variants/classifications/

(International Lookuspdhine andmebaas, mis keskendub Lynchi stindroomiga seotud

Society for MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 geenide mutatsioonide klassifitseerimisele.
Gastointestinal | Variantide patogeensust méairab spetsiaalne komitee kirjanduse pdhjal,
Hereditary millele jargneb kinnitamine telefonikonverentsi teel. (Plazzer jt., 2013)
Tumours)

1.7. Meditsiiniliselt oluliste leidude tagasiside eetilised aspektid

Palju on arutletud, kas iilegenoomse sekveneerimise tagajarjel leitud geenivariantidest peaks
uuritavaid teavitama, kui need ei ole otseselt seotud uuringute eesmérgiga. Valdavalt on
joutud tiksmeelele, et meditsiiniliselt oluliste leidude kohta tuleks tagasisidet anda. Seda siiski

ainult uuritavate nousolekul (Dal-Ré jt., 2014).

Uks olulisemaid pdhjusi tagasiside toetamiseks on vdimalus vihendada haigestumist ja
suremust haigustesse, mida saab ravida ja ennetada (Lohn jt., 2014). Néiteks patsiendil APC
geeni inaktiveeriva ja jdmesoolevdhki tekitava geenivariandi avastamine vdimaldab
voimaldab votta patsient jalgimise alla ning avastada vidhk varases staadiumis, mil see allub
ravile koige paremini (Hegde jt., 2015). Teise pohjusena tagasiside toectamiseks on vilja
toodud inimeste digus saada informatsiooni, mis puudutab neid endid (Lohn jt., 2014).
Uuringud on ka nididanud, et nii arstid kui teadlased tunnevad moraalset kohustust teavitada
meditsiiniliselt olulistest leidudest, sest see informatsioon kuulub uuritavatele (Knoppers jt.,
2015). Kui inimesed on teadlikud juhuleidude esinemisest, vdivad nad teadlaste vaikimist
tolgendada sellena, et neil ei esine terviseriske mdjutavaid leide (Wolf jt., 2012). Kolmandaks
voib mutatsioonileid uuritaval ennustada ka teiste pereliikmete haigestumist. Niiteks
autosoom-retsessiivse haigusega seotud alleeli kandlusel ei ole tdhtsust kandja tervisele, kuid
see vOib mojutada jareltulijate tervist. Périlikest haigusriskidest teadmine voib aidata teha
reproduktiivseid valikuid voi elustiili ja tervisekditumise muutusi (Shkedi-Rafid jt., 2014).
Samuti voib lapse testimisel leitud juhuleidude edastamine aidata ennetada tdsist
terviseprobleemi lapsevanemal, naiteks teavitada suurenenud véhiriskist ja anda voimaluse

varaseks meditsiiniliseks sekkumiseks (Green jt., 2014). (Green jt., 2014).

Tagasiside andmise teeb keeruliseks see, et geenivariantide meditsiinilist olulisust vdib olla

raske kindlaks teha ning healoomulised variandid voidakse méddrata patogeenseks voi
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vastupidi (Shkedi-Rafid jt., 2014). Teadmine patogeensetest geenivariantidest vib pdhjustada
inimestele dngistust ning t66- ja elukindlustusealast diskrimineerimist (Hegde jt., 2015),
millel voivad olla suuremad tagajérjed kui mutatsioonil endal (Knoppers jt., 2015). Uuringud
nditavad, et tuntakse vastutust rddkida mutatsioonileiust ka sugulastele, sest informatsioon
voib neile kasulik olla. Kuid on leitud, et inimeste jaoks on keeruline tihendust votta, sest ei
olda sugulastega kontaktis vOi tuntakse vOimetust jagada sellist keerulist informatsiooni.
(Shkedi-Rafid jt., 2014) Uuringutest on selgunud, et moned osalejad keelduksid
kandjastaatuse informatsioonist, sest vastav kditumine oleks vastuolus nende religioossete
toekspidamistega. Samuti tddeti, et teadmine kandjastaatusest ei ole tiheselt positiivne, vaid
koormab ning pdohjustab muret. (Roche ja Berg, 2015) Lapsi ei peaks rahvusvaheliste
soovituste kohaselt tdiskasvanueas avalduvate geneetiliste haiguste osas testima, kui puudub
meditsiiniline kasulikkus. On ka vilja toodud, et lapse huvi peaks olema ainus pohjus

testimiseks ning tulemuste tagasisideks. (Shkedi-Rafid jt., 2014)

Enne leidudest teavitamist, tuleb saada uuritavalt ndusolek. Ndusoleku Saamise protsessis
tuleb késitleda nii potentsiaalset kasu kui kaasnevaid riske (Wolf jt., 2012), kuna inimesed
reageerivad oma geneetilisele infole erinevalt, tundes muret voi hoopis valmisolekut
tegutsemiseks (Budin-Ljesne jt., 2016). Teadlike otsuste tegemiseks tuleb inimesi harida
iilegenoomse sekveneerimise osas, sest paljud uuringud on ndidanud, et laiemal iildsusel ei
ole head lilevaadet ja mdistmist geneetikast (Knoppers jt., 2015). Tagasiside peab olema
teostatud nii, et sellest saab aru ilma korgema astme geneetikaalaste teadmisteta (Hegde jt.,
2015). Kuna esineb vdga palju geenivariante, mida ei osata tdlgendada, on tdhtis jagada
uuritavale informatsiooni, millel on selge tdhendus. Uuringutest on selgunud, et see vahendab
stressi ja depressiooniriski vorreldes ebaselge geneetilise infromatsiooni jagamisega (Lohn jt.,
2014).

Tagasisidet peaks ldbi viima isik, kellel on teadmised vastava leiu kohta. Selleks voib vaja
minna nii geneetilist ndustajat kui ka arsti, kuid alati ei ole sellist koostood lihtne rajada
(Budin-Ljesne jt., 2016). Professionaalid, kes viivad 1abi tagasikutsumist, peavad olema
valmis soovitama edasisi toiminguid v3i tagama hea ligipddsu ravile (Wolf jt., 2012). Leidude
kindlakstegemine, tdlgendamine ja nendest teavitamine ning kliiniline kontroll vajavad aga
lisarahastust ja voivad suurendada tervishoiuasutuste ajakulu (Shkedi-Rafid jt., 2014). On
leitud, et suurim véljakutse leidudest teavitamisel on arstide ajapuudus ja piiratud kompetents
parilike haigustega tegelemisel (Yu jt., 2014), aga ka geenindustajate ja meditsiinigeneetikute
viahesus. Sellest tulnevalt vOib tagasisidet teostada jéark-jargult, alustades koige

kiireloomulisematest juhtudest. (Budin-Ljesne jt., 2016) Juhul kui patsiendil on
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meditsiinilistes andmetes juba olemas leiuga seostuv diagnoos, ei ole kohustust leiust
teavitada (Wolf jt., 2012). Samas jadb siis ebaselgeks leiu pdrandumine perekonnas ning

kasutamata vdimalus pereliikmete terviseriskide vihendamiseks.

Murekohaks on, kas uurija peab voi voib informeerida leiust, kui osaleja ei ole andnud
varasemalt nousolekut vOi on tagasisidest keeldunud, kuid leiul on suur tdhtsus tervise
seisukohalt ning terviseriski oleks véimalik dra hoida. Néiteks on leitud geenivariant seotud
katastroofilise reaktsiooniga tavalise ravimi suhtes ning leiust teavitamine voimaldaks selle
ravimi véltimist. (Wolf jt., 2012) Eetika nduete kohaselt tuleb austada uuritava autonoomset
otsust leiust mitte teada (Dal-Ré¢ jt., 2014). Kuna arstidel on aga kohustus arvestada patsiendi
heaoluga voivad nad tulevikus vastutada meditsiiniliselt oluliste leidude mitteteatamise eest
(Shkedi-Rafid jt., 2014).

Uuringud on ndidanud, et suurem osa uuritavatest soovib saada tagasisidet iilegenoomsete
testide kéigus leitud geenivariantide kohta, eriti kui on leitud midagi tdsist (Wolf jt., 2012),
sest teadmisest tajutakse rohkem kasu kui kahju (Roche ja Berg, 2015). Naiteks 94% 200-st
eksoomi sekveneerimises osalejast soovis iihes avaldatud uuringutest saada geneetilist
tagasisidet (Blackburn jt., 2015). Tulemusi ei saa aga otse kasutada tegeliku otsuse
ennustamiseks, kuna osalejate vaated toetuvad hiipoteetilistele situatsioonidele (Roche ja
Berg, 2015). Uha enam tajutakse laborite kohustust otsida ja tagasisidestada informatsiooni,
mis vOib olla elupédédstev (Turbitt jt., 2014), kuna oleks ebaeetiline jitta kasutamata

potentsiaalselt kittesaadav informatsioon, mis vdimaldab haigusi ennetada (Middleton jt.,

2015).

Vihestes biopankades on voimalik oma geneetilistele andmetele ligi pddseda, kuna puudub
sellekohane riiklik seadusandlus ning vastav biopanga iilesehitus (Budin-Ljesne jt., 2016).
Eesti inimgeeniuuringute seaduse kohaselt on geenidoonoril digus saada teavet enda kohta
sdilitatavatest andmetest, samuti on Eesti geenivaramu iiheks eesméirgiks rahvatervise
edendamine  (https://www.riigiteataja.ce/akt/72581).  Seega oleks vOimalik  Eesti
geenidoonoritel neil esinevate leidude kohta teavet saada.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To6 eesmirk

Bakalaureusetod on iiks pilootprojekte Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (TU EGV)
geenidoonorite meditsiinilist sekkumist vajavatest geenivariantidest teavitamisel, mille
eesmargiks on anda vOimalus uuritavatel teha tervisealaseid otsuseid ning soovi korral

suunata neid personaliseeritud késitluseks tervishoiusiisteemi.

Kéesoleva t66 eesmargiks on genotiilibiinfo alusel sekkumistdhusaid mutatsioone kandvate
isikute tuvastamine, milleks tuleb ekspertpaneelide koostatud ACMG geeninimekirja alusel
Eesti Geenivaramu geenidoonoritel leida patogeenseid ja eeldatavalt patogeenseid

geenivariante.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim

Bakalaureusetoos kasutati TU EGV 2244 iilegenoomselt sekveneeritud geenidoonori andmeid
(WGS 2244 kohort). Kohorti kuuluvad vihemalt 18-aastased geenidoonorid juhusliku valiku
alusel iile Eesti. Loputoos otsiti andmed isikutelt, kellel leidus ACMG nimekirjas toodud
geenides teadaolevalt voi eeldatavalt patogeenseid eeldatavat funktsioonikadu pohjustavaid
geenivariante (enneaegset stoppkoodonit tekitavaid punktmutatsioone, raaminihet tekitavaid
insertsioone voi deletsioone, muutusi kanoonilistes splaiss-saitides). Loetletud mutatsioonid
pohjustavad eeldatavalt vastava geeni normaalse funktsiooni kadumise, mis omakorda voib

viia vastava pariliku haiguse tekkeni.

2.2.2. Tob etapid

Tood alustati 2244 uuritaval ACMG nimekirja geenides leitud eelnevalt annoteeritud

geenivariantide tekstitabelitega, mis saadi toogrupi litkmete kiest.
Sellest jargnevalt:

1. Selekteeriti vastavate geenide ja valkude eeldatavad funktsioonikadu
poOhjustavad variandid;

2. Kontrolliti ja tdiendati Human Genome Variation Society (HGVS) téhiseid;
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3. Hinnati variantide patogeensust HGMD, ClinVar, LOVD ja lookusspetsiifiliste
(BIC, InSiGHT) andmebaaside pohjal;

4. Disainiti sekveneerimise teostamiseks praimerid;

5. Kontrolliti sekveneerimisandmete pdhjal mutatsioonide esinemist vastavatel

isikutel.

2.2.3. Geenivariantide HGVS tihiste kontroll

Andmebaaside otsingu teostamiseks leiti geenivariantidele tdhised HGVS loodud

nomenklatuuri alusel (http://www.hgvs.org/mutnomen/), mis on ildtunnustatud viis

geenivariantide kirjeldamiseks. Osadel juhtudel olid annotatsioonifailides andmebaaside ja
ennustuste kaudu tdhised juba olemas. Et annotatsioonid on osalt positsiooni-, mitte

variandipdhised, tuli neil juhtudel kontrollida tdhiste tdesust.

e Esmalt leiti California Santa Cruzi Ulikooli (UCSC) Human GRCh37/hgl9 geeni

brauseri (http://genome.ucsc.edu/) abil muutunud alusega kiilgnev jarjestus vahemalt

10 nukleotiidi ulatuses, kasutades vastavat kromosoomi numbrit ning muutunud aluse
positsiooni, mis saadi algandmetest.
e Kasutades algandmetest saadud ,,ENST“ numbrit, leiti Ensembl GRCh37.p13

genoomi brauserist (http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index) vastava

geeni cDNA referentsjérjestus. Referentsjdrjestuselt leiti UCSC brauseriga saadud
jarjestuse abil muutuse cDNA- ja valgupositsioon.

e Alternatiivse ahelaga jéarjestuse puhul leiti esmalt komplementaarne jarjestus
kasutades Reverse Complement programmi

(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) ning alles seejdrel leiti vastav

cDNA- ja valgupositsioon kasutades Ensembl brauserit
e Referentsjarjestust vorreldi muutusega vastavas c¢DNA- ja valgupositsioonis

algandmetest saadud alternatiivse jarjestusega ning muutus kirjeldati HGVS téhise
abil.

Geenivariantidele leiti tdhised cDNA pdhjal ning, vidlja arvatud introonsetele variantidele, ka
valgu pohjal. Geenivariantide tihistes esinev ,,c.” osutab cDNA alusel leitud téhisele ning ,,p.*

valgupohisele tdhisele. Voimalike t60s esinevate tiiliptahiste tdhendused on toodud tabelis 4.
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Tabel 4. Naiiteid tihistest koos tihendustega

Tahis

Téahendus

c.780G>A

,,»>" viitab ihenukleotiidsele asendusele. Antud juhul on guaniin

positsioonis 780 asendunud adenosiiniga.

€.610_611insTAGG

,Ins* viitab insertsioonile. Positsioonide 610 ja 611 vahele on

lisandunud 161k TAGG.

C.861_864delACAG

,,del viitab deletsioonle. Positsioonis 861 kuni 864 on toimunud

16igu ACAG deletsioon.

€.5329dupC

,»dup“ viitab duplikatsioonile. Tsiitosiin positsioonis 5329 on

duplitseerunud, uus Tsiitosiin asub positsioonis 5330.

€.1348-1delG

,,-,,viitab muutusele eksonile eelnevas intronis. 1348 on intronile
jargneva eksoni esimese nukleotiidi number, ,,-1 tdhendab muutust
introni esimeses positsioonis alustades lugemist parast eksoni esimest

nukleotiidi, eksonile eelneva introni suunas.

€.1681+2T7>C

1t viitab muutusele eksonile jargnevas intronis. 1681 on intronile
eelneva eksoni viimase nukleotiidi number. ,,+2¢ tdhendab muutust
introni teises positsioonis alustades lugemist parast eksoni viimast

nukelotiidi.

p.Arg863*

,» ¢ viitab stoppkoodonile. Positsioonis 863 on Arginiin asendunud

stoppkoodoniga.

p.GInl777fs*

,.fs“ viitab insertsiooni voi deletsiooni tagajérjel toimunud
raamnihkele, Glutamiin positsioonis 1777 on esimene raamnihkest
mdjutatud aminohape.

» ¢ tahistab variandi pohjustatud enneaegse stoppkoodoni teket

2.2.4. Geenivariantide patogeensuse hindamine

Geenivariantide patogeensuse hindamisel kasutati andmebaasides olevat infot. T66s kasutati
Clinvar, HGMD, LOVD 2.0, BIC ja InSIGHT andmebaase. Otsing teostati HGVS téhiste

alusel.

Variandid Kklassifitseeriti nelja kriteeriumi alusel:
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e toendoliselt healoomulised, kui andmebaasis oli vastav mérge voi kui geenivariantide
esinemissagedus oli korge;

e cbamaddrase tihendusega, kui ei olnud voimalik patogeensusele hinnangut anda;

e teadaolevalt patogeenne, kui variant oli esindatud andmebaasis ning Kklassifitseeritud
patogeenseks;

e ceeldatavalt patogeenne, kui varianti ei esinenud andmebaasis, kuid oli alust

kahtlustada patogeensust.

Tulemuste osas esitletakse ainult kahele viimasele kriteeriumile vastavaid geenivariante.

2.2.5. Geenivariantide esinemise kontrollimine

Patogeensetele BRCAL ja BRCAZ2 geenivariantidele teostati Eesti Biokeskuse tuumiklaboris
mutatsioonide olemasolu kontrollimiseks sekveneerimine Sangeri meetodil. Selleks disainiti
praimerid (tabel 5) ennustatud sulamistemperatuuri (Tm) jargi ning nende sobivust kontrolliti
UCSC in silico analiilisi programmiga. Sekveneerimisel saadud sekventsid joondati BioEdit
v7.0.4 programmiga. Sekventse vorreldi vastava referentsjirjestusega Ensembl genoomi

brauseris.

Tabel 5. Kasutatud praimerid

Praimeri nimetus Parisuunalise praimeri jéirjestus

BRCAL ex12 F 5 CCATACTAGGTGATTTCAATTCCTGT 3

BRCAL ex10.3 F 5" TGAGAAAAATCCTAACCCAATAGAA ¥’

BRCAL ex20 F 5> TGACGTGTCTGCTCCACTTC 3’

BRCAL ex104 F 5’ GTTGCTACCGAGTGTCTG TCT 3’

BRCA2 ex20 F 5>CAAGTAGCTGAGCCACCACA ¥

BRCA2 ex5-6_F 5’ TGTGAGTACATATGTGTTGGCAT 3’

BRCA2 ex23 F 5’CCCACAAAGAGATAATATAAAAGAGGA 3’
Vastassuunalise praimeri jéirjestus

BRCAL ex12 R 5> GACAAGAACCAAGGCTCCAT ¥

BRCAL ex10.3 R 5> GAGTGCCATAATCAGTACCAGGTA ¥

BRCA1 ex20 R 5> GGTTGGGATGGAAGAGTGAA 3°

BRCAL ex104 R 5> CGTCCTAGCTGTGTGAAGGA 3’

BRCA2_ex20_R 5" CAGGCATAATAACACATGAAAGCT 3°

BRCA2 ex5-6 R 5> TGCCTGTATGAGGCAGAATG 3’

BRCA2_ex23_R 5> TGCCAACTGGTAGCTCCAAC 3’
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2.3. Tulemused

Antud t66 eesmargiks oli tuvastada geenidoonoritel esinevaid teadaolevalt (TP) voi

eeldatavalt patogeenseid (EP) variante geenides, mis on vilja toodud ACMG 56 meditsiinilist

sekkumist vajava geeni miinimumnimekirjas. Antud t66 kéigus analiiiisiti punktmutatsioone,

insertsioone ja deletsioone sisaldavaid geenivariante, mis voivad eeldatavalt pdhjustada geeni

funktsiooni kadu. 17 ACMG nimekirja geenis leiti 28 kriteeriumitele vastavat geenivarianti,

millele vastab teoreetiliselt vihemalt 12 erinevat haigusseisundit. 28-st geenivariandist 10 olid

andmebaasides klassifitseeritud patogeenseks. Ulejiddnud geenivariante andmebaasides ei

esinenud ning need Klassifitseeriti eeldatavalt patogeenseks, kuna nende esinemissagedus

populatsioonis oli vidike ning nende ennustatud moju korge. Kokku leiti TP ja EP

geenivariante 41 uuritaval. Neist 16 isikul esines TP voi EP geenivariant perekondliku rinna-

ja munasarjavihiga seotud BRCA1 ja BRCA2 geenides. Tulemused on esitatud tabelis 6.

Tabel 6. Geenivariandid patogeensuse jirgi

Haigus Geen cDNA tdhis Valgu téhis Pato- Isikute
geensus arv

Périlik rinna- ja BRCA1 c.4258C>T p.GIn1420* TP 1

munasarja- BRCAl C.1840A>T p.Lys614* TP 1

vihk BRCA1 €.5329dupC p.GIn1756fs* TP 4
BRCA1 €.4035delA p.Glul345fs* TP 6
BRCA2 €.8572C>T p.GIn2858* TP 2
BRCA2 C.467_468insT p.Lys157* EP 1
BRCA2 €.9097_9098insT p.Thr303fs* EP 1

Lynchi siidroom MSH2 c.2131C>T p.Arg711* TP 1
MSH6 ¢.1095G>A p.Trp365* EP 1
PMS2 c.1144+1G>A — TP 1
PMS2 €.943C>T p.Arg315* TP 1
PMS2 c.861 864delACAG p.Arg287fs* TP 1

Perekondlik

adenomatoosne APC €.610_611insTAGG p.Thr206fs* EP 1

poliipoos

Perekondlik

adenomatoosne MUTYH c.780G>A p.Trp260* EP 1

poliipoos, tiitip 2
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Von Hippel Lindau )

VHL ¢.8 9ins18 p.Alallfs* EP 1
siindroom
Neurofibroma-

NF2 €.1702_1703delAG p.Arg568fs* EP 1
toos tiiiip I
Ehlersi-Danlos

COL3Al €.1348-1delG — EP 1
siindroom
Hiipertroofiline
kardiomiiopaatia MYH7 C.1257+1G>A — EP 1
Poliimorfne
ventrikulaarne

RYR2 €.13493 13494delAC | p.Asn4498fs* EP 1
tahhiikardia
Arilitmogeenne PKP2

€.2300-2A>T — EP 3

parema vatsakese
kardiomiiopaatia

DSG2 €.1652-1G>A — EP 2
Pika QT stindroom | KCNH2 €.2587C>T p.Arg863* TP 1

SCN5A €.655C>T p.Arg219* EP 1

SCN5A €.393-1C>T — EP 2
Pahaloomulise RYR1 €.14385G>A p.Trp4795* EP 1
hiipertermia RYR1 €.6100delT p.His2035fs* EP 1
vastuvotlikkus CACNAIS | c.2707C>T p.Arg903* EP 1

CACNAILS | c.611delT p.Leu204fs* EP 1

TP- teadaolevalt patogeenne, EP- eeldatavalt patogeenne
— - introonsetel variantidel valgu tdhis puudub

Kuna tulevikus soovitakse hakata Eesti Geenivaramus patogeensete geenivariantide kohta
geenidoonoritele tagasisidet andma, kontrolliti mutatsioonide olemasolu isikutel Sangeri
sekveneerimisega. Esialgu teostati kontroll ainult BRCA1l ja BRCAZ2 geenivariantidele.
Kokku teostati kontroll 16 isikule. Tulemustest selgus, et kdigil 16 isikul esinesid neil varem
kirjeldatud BRCA1 voi BRCA2 geenivariandid. Tulemuste niiteid on esitatud joonistel 2A,
B, C,D.
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260 270
CAGATGATGAAAAAAMAMAGGAC

580 390
ITCGGAGGAGAAGAAAGAGGA

st WAL

Joonis 2A. Isik 1, c.4035delA

270 280
TGTGGAGGCCCAACAAAAGAG

WAt

780 190
TGTGGAGGCCCAACAAAAGAC

C. Isik 3, ¢.8572C>T

110 120
AGAGAATCCCCAGGACAAAAG

470 450
CACCAAGGAAATCCCAGGACAG

B. Isik 2, ¢.5329dupC

220 230
ACAAAGAGATAAGTTCAGGAA

ot Wilarna o

630 640
CCCAAGGGGATAAGT CAGGT

M/\/\MMWWWN

D. Isik 4, c.467_468insT

Joonistel 2A.-D. on vilja toodud isikule vastav mutatsioon nii péri- kui vastassuunalisel

sekventsil ning sellele eelnev ja jargnev jarjestus 10 nukleotiidi ulatuses.
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2.4. Arutelu

To6s analiiiisiti 2244 Eesti Geenivaramu iilegenoomselt sekveneeritud geenidoonori andmeid
ACMG geeninimekirja alusel. Kuigi ACMG nimekiri on mdeldud kasutamiseks kliinilises
praktikas, kohendati soovitusi teaduspraktikas kasutamiseks. Nimekirjas esindatud geenid on
seotud harvaesinevate périlike haigustega, mis on peamiselt autosoom-dominantselt
paranduvad. Uuringus leiti teadaolevalt v&i eeldatavalt patogeenseid geenivariante 41 isikul,
kokku 17 ACMG nimekirja geenis, millest 16 geeni on seotud autosoom-dominantselt
paranduvate haigustega ning 1 geen (MUTYH) autosoom-retsessiivselt paranduva haigusega.
Teadaolevalt ja eeldatavalt patogeensed geenivariandid esinesid 1,8 % uuritavatest. Eelnevalt
on hinnatud, et sarnaseid leide voiks olla vahemalt 1% uuritavatel (Green jt., 2014). Teistes
uuringutes on sarnaseid variante leitud 1-2% uuritavatel (Amendola jt., 2015, Olfson jt.,
2015). Erinevused voivad olla tingitud nii valimist, klassifitseerimise erinevustest, kui
kasutatavast uuringumetoodikast. Antud t66s toodud tulemused moodustavad esmavalimi
uuritavate geenivariantidest, kuna esimeses jdrgus otsiti vaid raaminihkest, nonsense
mutatsioonidest ja splaiss-saitide kahjustusest tingitud geenide funktsioonikadu pohjustavaid
variante. Jargmises etapis plaanitakse analiiisida aminohappe asendusi pohjustavaid missense
mutatsioone. Kuna eesmérgiks on anda tagasisidet terviseriskide osas, tuleb kriitiliselt hinnata
tulemuste tabelis vilja toodud eeldatavalt patogeenseid geenivariante. Uheks vdimaluseks on
seda teha uuritavate terviseandmestikus voi pereanamneesis esinevate haiguste esinemise
kaudu. Voimalik, et teatud juhtudel peaks viima ldbi niiteks segregatsioonianaliiiisi

perelitkmetel.

To6s leitud 41-st patogeensete geenivariantidega isikust 16 isikul esines périlikku rinna- voi
munasarjaviahki pohjustavad BRCA1 voi BRCA2 geenivariandid, mis on méarkimisvédrselt
suur osa. 14 isikul seejuures oli teadaolevalt patogeenne geenivariant. BRCA1 ja BRCA2 on
kaks koige sagedamini vihi eelsoodumuse tuvastamiseks uuritud geeni (Brookes jt., 2015),
seetottu on ka andmebaasides BRCA1 ja 2 geenide teadaolevate variantide esinemine suurem.
Antud t60s kinnitati BRCAL1 ja 2 geenivariantide esinemist iskutel kontrollsekveneerimise
teostamisega. Vastavaid geenivariante kontrolliti esmajérjekorras, kuna need on tagasisides
iiheks prioriteetidest. TU EGV spetsialistidel on eriarstidega olemas eelnev kokkulepe
onkoloogiliseks ndustamiseks. Samuti on hiljuti saadud TU Inimuuringute eetika komiteest

luba uuritavate korduvaks viljakutseks.

Kuna uuringutest on selgunud, et suur osa uuritavatest soovib saada tagasisidet oma

terviseriskide kohta, peaks soovijatele potentsiaalset kasulikku informatsiooni vdimaldama.
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Eelnevalt peab kindel olema, et uuritavatele on antud pdhjalik iilevaade nii tagasisidega
kaasneda voivatest kasudest kui riskidest, et saaks vastu votta vdimalikult teadliku otsuse
tagasisidega noustuda voi sellest keelduda. Tdhtis on, et edastatava informatsiooniga saaks
uuritav tervise edendamiseks astuda jargmisi samme, kuna teadmine haigusriskist ilma
praktilise vairtuseta oleks koormav. Et uuritav ei jadks edastatud informatsiooniga iiksi,
tuleks koheselt tagada ka suunamine edasistele uuringutele voi anda ndu, milliseid abindusid

tervise edendamiseks saaks kasutusele votta.

28



KOKKUVOTE

Antud t60 kéigus otsiti Eesti Geenivaramu geenidoonoritel meditsiinilist sekkumist vajavaid
geenivariante ACMG geeninimekirjas olevas 56 geenis, mis on seotud parilike haigustega,
kus varane meditsiiniline sekkumine vdimaldaks kas haigust ennetada, varem avastada voi
millel on olemas efektiivne ravi ning selle kaudu parandada uuritavate hilisemat
terviseseisundit. Uuringus tuvastati 2244 iilegenoomselt sekveneeritud geenidoonoril
teadaolevalt voi eeldatavalt patogeenseid geenivariante ACMG nimekirjas toodud geenides.
Patogeensust hinnati geenivariantide eeldatava moju kaudu valgu struktuurile ja funktsioonile
ning andmebaaside, sealhulgas lookuspdhiste andmebaaside ja Kirjanduse abil. Tulemusena
leitil7 erinevas geenis kokku 28 erinevat geenivarianti, millest 10 olid teadaolevalt ning 18
eeldatavalt patogeensed. Vastavad geenivariandid esinesid kokku 41 isikul, kellest 16 isikul
esines BRCA1 ja BRCA2 geenivariant, mis on seotud périliku rinna- ja munasarjavihiga.
Kuna Eesti Geenivaramus on plaanis tulevikus hakata edastama uuritavatele infot
terviseriskide kohta, teostati neile 16 isikule kontrollsekveneerimine, et kinnitada neil
mutatsiooni esinemine. Kuna antud t66 kdigus saadud tulemused ei ole 16plikud, ei anna need
selget iilevaadet koikidel uuritavatel isikutel esinevate meditsiiniliselt oluliste geenivariantide
kohta. Enne tagasisidet tuleks kontrollida sekveneerimisega koikide mutatsioonide esinemine
vastavatel isikutel. Samuti tuleks jéitkata patogeensete geenivariantide otsimist
geenidoonoritel, et voimaldada neil tulevikus haigusi ennetada voi varakult avastada. Enne
tagasisidet peaks geenidoonoritele pohjalikult selgitama kaasneda vdivatest riskidest ja

kasudest, et nad saaksid vastu votta voimalikult teadliku otsuse tagasisidet saada vdi sellest
keelduda.
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SUMMARY

Identifying medically actionable mutations in gene donors of Estonian Genome Center

Karmen Vaikill

With whole genome and exome sequencing being more available in clinical and reasearch
practice, the question arise how to act with the mutations found in sequencing that are not
related to the aim of the study but yet has a medical significance, causing a disorder that can
be prevented or where there is a treatment available. The American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) has published recommendations with 56 genes related to the

most common monogenic disorders to report those findings to the sequencing participants.

As providing feedback about medically actionable gene varants is one of the aims of Estonian
Genome Center, the aim of this study is to identify known and expected pathogenic gene
variants in whole genome sequencing gene donors of Estonian Genome Center. Pathogenity

of the variants was evaluated according to the gene variant databases.

In result it is found that 10 variants of 28 clinically significant variants in 2244 gene donors
was known pathogenic and that was represented in databases, the other 18 was evaluated as
expected pathogenic. 41 individuals together carry known or expected pathogenic variants, in
which 16 of them carry the BRCAL or BRCA2 gene mutation related to the hereditary breast
and ovarian cancer. However these are not the final results and as there is no missense

mutations involved, the additional research is necessary.
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