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Farmakogeneetilised variandid tiisgenoomsetes andmetes

Liihikokkuvéte: DNA sekveneerimine ehk orgaaniliste molekulide jarjestamine on muutumas
iha lihtsamaks ja odavamaks. See lihtsustab laiahaardeliste sekveneerimisprojektide
labiviimist, mille iiheks rakenduseks on erinevate geograafiliste piirkondade inimeste
geneetika vordlemine. Farmakogeneetilisteks variantideks nimetatakse asukohti genoomis,
mida on senistes teadusuuringutes suudetud seostada mdningase mojuga ravimitoimetele.
Koigi geneetiliste, sealhulgas farmakogeneetiliste variantide eri populatsioonide sageduste
vahel esineb variatsioone. Kéesoleva bakalaurcusetod eesmiark on Kirjeldada Eesti
Geenivaramust saadud eestlaste valimis esinevaid farmakogeneetilisi variante. Antud
variantide sagedusandmeid kasutatakse, et vorrelda erinevate populatsioonide omavahelist
sarnasust ja erisust.
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Pharmacogenetical variants in whole-genome data

Abstract: Human DNA sequencing is becoming easier and cheaper. This makes it simpler to
conduct a wide range of sequencing projects. These can help compare genetic data from
different geographical populations. Pharmacogenetic variants are genetic elements that
scientific studies have linked to effects on drug metabolisation. All genetic variants including
pharmacogenetic variants show some between-population frequencies. The main aim of this
bachelor’s thesis is to describe pharmacogenetic variants that appear in the Estonian population
and to use pharmacogenetic variant frequencies from whole-genome sequencing data of
Estonian Genome Center in order to describe similarities and differences in various
populations.
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1. Sissejuhatus

Inimeste geneetiliste andmete suurimine on muutumas jérjest lihtsamaks ja odavamaks [1].
Niiiid on voimalik vorrelda erinevate piirkondade inimeste DNA jarjestusi. Inimolendid on
omavahel 99% ulatuses geneetiliselt identsed, kuid tilejaanud 1% tagab inimeste unikaalsuse.
[2]. Ténased valdkondsed uuringud keskenduvad pohiosas vaadeldud geneetiliste
variatsioonide seostamisega inimestele omaste fenotiilipide ja ilmutatud tunnustega.
Inimestevaheline bioloogiline erinevus tagatakse selle varieeruvuse poolt. Farmakogeneetika
on teadusharu, mis tegeleb geneetiliste variandide moju uurimisega ravimite metabolismile.
Teaduslikes  uuringutes  ravimi  metabolismiga  seostatud  variante  nimetatakse
farmakogeneetilisteks variantideks. Teatud ravimite moju nende Kkandjatele erineb
mittekandjatele avalduvast mojust. Farmakogeneetika iiheks eesmirgiks on ravimite
véljakirjutamist personaliseerida, nii et patsientidel oleks voimalik tarvitada vaid neile sobivaid

ravimeid [3].

Antud bakalaureuset6d eesmérk on Kkirjeldada eestlaste seas levinud farmakogeneetilisi
variante ja vorrelda neid valitud hulga teistest populatsioonidest périt sarnaste andmetega.
Tuvastame eestlaste seas levimuselt teiste populatsioonidega vorreldes ekstreemseid variante
ja anname kirjanduse pdhjal iilevaate nende teadaolevast mdjust. To0 kéigus iihendatakse
erinevatest allikatest parit andmebaase ja vorreldakse erinevate rahvaste geneetiliste variantide
sagedusi. Vordlemisel rakendatakse erinevaid statistilisi ja matemaatilisi meetodeid. T66s
kirjeldatakse eestlaste ning teiste vordlusaluste populatsioonide sarnasusi ja erinevusi.
Peamiseks hiipoteesiks on, et geograafiliselt ldhedasemad populatsioonid on

farmakogeneetiliste variantide profiililt iiksteisele sarnasemad.

Kiesoleva t60 eeskujuks on analoogilise iilesehitusega uurimustdod. Inimgeneetika instituudis
Pittsburghi Ulikoolis avastati, et iilekaaluliste arvuga silmapaistvatel samoalastel on teiste
rahvastega vorreldes rohkem levinud rs373863828 geneetiline variant, mis asub geenis
CREBRF. See variant on seotud iilekaalulisuse tekkimisega ja on teiste populatsioonide seas
haruldane, kuid esineb 25% samoalastel [4]. Samuti avastati Mehhikos Rahvuslikus Meditsiini
ja Toitumise Instituudi uuringus, et mehhiklastel on ka iilekaalulisuse probleem, mis on mingil

moel tingitud geenidest. Nimelt avastati, et esineb seos kehamassiindeksi ja 11g13 geenis



asuva geneetilise variandi rs614080 vahel [5]. On niidatud, et teatud BRCA1 v3i BRCA2
geenialleele kandvad naised haigestuvad 60% suurema tdendosusega rinnavéhki [6] . Maroko
tuberkuloosi patsiente uurides on samuti selgunud, et inimestel on tuberkuloosi nakatumise

toendosust tostab CYP7AL geenis asuv variant rs3808607. [7]



2. Teoreetiline taust

Esimese peatiiki eesmérk on lugejale tutvustada to geneetilist ja statistilist tausta. Seletatakse

lahti t66s kasutatavad moisted ja terminid.

2.1. Geneetika

Geneetika on teadusharu, mis uurib organismide périlikkust, selle variatsioone ja muutlikkust.
Inimgeneetika on Ope variatsioonidest, mis esineb inimestel. Elavad organismid koosnevad
rakkudest, mis sisaldavad geneetilist materjali ehk parilikkusainet. Seda siilitab rakk enda
tuumas ja kannab edasi voimalikult muutumatult jarglasrakkudesse. Rakkude tuumas asuvad
kromosoomid, mis on parilikkuse informatsiooni kandjad. Inimeste rakud koosnevad kahest 23
kromosoomist koosnevast komplektist, kus iiks pool on saadud emalt ja teine isalt. Koik
kromosoomid organismis moodustavad kromosoomikomplekti, milles on erinevad geneetilise
informatsiooni tiksused ehk geenid, mis maiaravad organismile voi rakule mingi tunnuse,
néiteks silmade varvus. Organismi terve kromosoomikomplekt on genoom, mis on organismi

geneetilise informatsiooni terviklik koopia.

Geneetiline informatsioon asub kromosoomides, mis omakorda koosneb kahest keemilisest
makromolekulist (keskmisest suurema massiga molekul): valkudest ja nukleiinhapetest.
Viimased on poliimeerid, mis koosnevad korduvatest alliiksustest ehk nukleotiididest. Neid on
omakorda kahte tiiiipi: desoksiiribonukleiinhape ehk DNA ja ribonukleiinhape ehk RNA. DNA
sisaldab nelja pohilist lammastikualust: adeniin (A), tiimiin (T), tsiitosiin (C) ja guaniin (G).
Desoksiiribonukleiinhape esineb inimorganismis tavaliselt kaksikheeliksina, kus kaks ahelat
on koos tinu komplementaarsete lammastikaluste vahelistele vesiniksidemetele, kus adeniin
laheb paari alati tiimiiniga ja guaniin tsiitosiiniga. Hinnanguliselt on inimese genoomi

kogupikkus umbes kolm miljardit nukleotiidi- ehk aluspaari.

Alleel on kromosoomi médratud piirkonnas olev iiks kahest voi mitmest alternatiivsest geeni
variandist. Alleeli suhtarv ehk alleelisagedus uuritavas geenis on samas piirkonnas olevate
koikide teiste alleelide suhe populatsioonis. Geenides asuvad mittekodeerivad jérjestused ja
kodeerivad piirkonnad, mida kutsutakse vastavalt intronideks ja eksoniteks. Kodeerivad DNA

piirkonnad transkribeeritakse RNAks, mis omakorda transleeritakse valguks.



SNP-d SNP1 SNF2 SNF3 SNP4

Indiviid 1 TACAGGATC == TACAGGATC =—— TACAGGATC == TACAGGATC

Indivisd 2 TACAGGATC —= TACAGGATC —— TACAGGATC —= TACAGGATC
a)

Individ 3 TACAGGATC == TACAGGATC —— TACAGGATC —= TACAGGATC

Indiviid 4 TACF\GGF\_" | TACAGGA_‘" | TACAGGA_" | TACF\GGA_C

Haplotlitp 1| G G C T

Haplotiiip 1 A A CT

b) Haplotitp1 G A T T

Haplotiiip 1 G A C C
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-
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Joonis 1. SNPid, haplotiiiibid ja mérklaud-SNPid.

a) Nédidatud on nelja inimese kromosoomi samad piirkonnad. Enamik DNA jérjestusest on identne, vélja on toodud kolm
varieeruvat nukleotiidi. Igal SNPil on kaks vdimalikku alleeli — esimesel C ja T, teisel ning kolmandal G ja A.

b) Isikute haplotiiiibid méératud ahelduspiirkonnas.

¢) On toodud kolm mérklaud-SNPsi, mille abil on vdimalik méiérata geneetilist varieeruvust, ilma et oleks vaja genotiipiseerida
haplotiiiibi kdiki SNPsi. Niiteks, kui konkreetsel kromosoomil oli mérgistatud SNPde suhtes jarjestus A-T-C, siis see ldheb
kokku esimese haplotiiiibiga [8]

Geneetiliste variantide hulka kuuluvad tiksiknukleotiidsed poliimorfismid, mida nimetatakse
SNPideks (ingl single nucleotide polymorphism aka SNP). See on DNA jérjestuse varieeruvus,
mis viljendub iihe nukleotiidi muutumisel genoomis. SNPid ei ole alati organismile kahjulikud.
Neid esineb keskmiselt korra 200-300 aluspaari kohta ning mitmetest SNPdest moodustuvat
kombinatsiooni iihes kromosoomiosas nimetatakse haplotiiiibiks. Konkreetse indiviidi
haplotiiiibibloki jarjestuse madramiseks piisab vaid mone iseloomuliku SNP véljaselgitamisest.
Selliseid SNPe nimetatakse mérklaud-SNPideks. Mérklaud-SNPid esindavad teisi samas
piirkonnad asuvaid SNPsi, kuna on nendega aheldunud [8].



2.2. Sekveneerimine

Genoomides olevate nukleotiidide jérjestuse madramist nimetatakse sekveneerimiseks. DNA
sekveneerimisel kasutatakse bioloogilise alusmaterjalina DNAd, mille teostamise tehnoloogiad
on ajas pidevalt tdiustunud. Esimene polvkonna Sangeri meetod arendati vélja aastal 1975.
Sangeri sekveneerimismeetod on jatkuvalt kasutuses teise pdlvkonna sekveneerimistulemuste
valideerimiseks. Sellega on vd&imalik jarjestada rohkem kui 500 aluspaarilisi DNA Ioike.
Antud meetod sobib lithikeste DNA ridade nukleotiidide jarjestamiseks, kuid selle kasutamine
kogu genoomile on tohutult t6omahukas. Teise pdlvkonna tehnoloogia meetoditega
sekveneeritakse tuhandeid molekule paralleelselt. Viljundi pikkus on tavaliselt kuni 150
aluspaari. Teise polvkonna tehnoloogiat jaotatakse plirosekveneerimiseks ja siinteetiliseks
sekveneerimiseks.  Teise polvkonna sekveneerimisel DNA fragmenteeritakse, secjarel
valmistatakse ette matriitsid (ingl template prep), mille pohjal toimub automatiseeritud
sekveneerimine. Kasutusel olevad sekveneerimise tehnoloogiad erinevad iiksteisest pShiliselt
matriitsi ettevalmistuse poolest.. Saadav véljund vajab pohjalikku kvaliteedikontrolli [9].
Kolmanda pdlvkonna tehnoloogiale on omane iiksikmolekuli jarjestamine reaalajas ilma DNA

amplifitseerimiseta®. Viljundi pikkus on kuni 10 000 aluspaari [10].

2.3. Taisgenoomid biopankades

Indiviidide DNA jarjestuste vordlusel on vdimalik kirjeldada indiviidide 1dikes erinevaid
variante. Valdav osa seni tehtud geneetilistest uuringutest on keskendunud konkreetsetele
geneetilistele piirkondadele. Selleks kasutatakse eriotstarbelisi mikrokiipe, mille pdhjal
tuvastatakse vOi genotiipiseeritakse kiibil mérgitud individuaalsed variandid. Sekveneerimise
tehnoloogiate arenguga on esile kerkinud tdisgenoomide sekveerimine, mis on teise podlvkonna
sekveneerimise alamliik, mille puhul jérjestatakse geneetilist materjali terve inimgenoomi
ulatuses. Téisgenoomide sekveneerimise tulemiks on suuremahulised bioinformaatilised
jarjestusandmed, millele tuleb teostada kvaliteedikontroll. Need tuleb kaardistada genoomile
ning tuvastada ja lisada indiviidide vahel erinevatele variantidele annotatsioonid?. Varieeruvate
positsioonide asukohad on huvipakkuvad selgitamaks moju viliste tunnuste ehk fenotiitipidega
[11].

1 kordistamine
2 Marked, mis iseloomustavad t&histust



Tédisgenoomide kasutamine on jatkuvalt alternatiividest kallim, kuid on saamas oluliseks
tooriistaks haiguslugude uurimiseks geneetiliste vahenditega. Kogutavad andmed voivad
aidata avastada uusi patogeenseid variante, mis teiste tehnoloogiatega jadksid avastamata [12].
Uha kasvav hulk uurimisasutusi teostab vastavaid analiiiise kohalikus populatsioonis ning
lokaalsed biopangad on kohad, kuhu kogutakse populatsioonide bioloogilist materjali,
kasutamaks seda uuringutes ja teadustoodes [13]. Eraldiseisvate toode tulemusi analiiisitakse

teadusgruppide iileses koosto6s konsortsiumites.

2.3.1. Variant Call Format

Inglise keeles Variant Call Format aka VCF on failiformaat, milles hoitakse kaardistatud
variante positsioonidega, mille puhul on leitud valimis olevate indiviidide puhul erinevusi.
VCF failides sisalduvad sekveneerimisandmete pdhjal tuvastatud indiviidide vahel erinevad
positsioonid. Failiformaati illustreerib tabel 1. Tabelid on maatriksid, kus igal real on unikaalne

geneetiline variant ja veerud sisaldavad variantide infot ning genotiiiipe.

Variantide {ildine info on kirjeldatud jiargnevates veergudes: CHROM téhistab kromosoomi
numbrit, POS on geneetilise variandi positsiooni selles kromosoomis, ID niitab, mis on
konkreetse  geneetilise variandi identifikaatorit  iihenukleotiidsete  poliimorfismide
andmebaasis, REF mirgib positsiooni referentsalleeli, ALT on alternatiivne alleel, QUAL
nditab geneetilise variandi kvaliteediskoori, FILTER tédhistab kas geneetilise variant 1dbis
kvaliteedikontrolli filtreid (PASS voi FAIL) ja INFO veerus kirjeldatakse variantide

lisaannotatsioon nagu alleeli koguarv, sagedus, iildarv jne.

Tabel 1. VCF faili ndide

CHROM | POS ID REF | ALT | QUAL FILTER | INFO

14 103539669 | rs7149097 | A G 1380620.00 | PASS Multiallelic=0; AC=3716;AN=4488;AF=0.827986;AF...
4 95356328 | rs10008257 | G A 1137620.00 | PASS Multiallelic=0;AC=2509; AN=4488;AF=0.559046;AF...
3 12323414 | rs2920500 | G A 1080380.00 | PASS Multiallelic=0; AC=2565;AN=4488;AF=0.571524;AF...
4 157011923 | rs10030044 | G T 1315160.00 | PASS Multiallelic=0; AC=3020;AN=4488;AF=0.672906;AF...
8 6639024 rs2928608 | T Cc 113292.00 | PASS Multiallelic=0; AC=331;AN=4488;AF=0.0737522;AF...




Geneetilise variandi rs-koodi (ID) ja alleelisagedust INFO viljalt kasutatakse antud 10put60s.
Rs-kood on geneetiliste variantide standardne tdhistuskood ning vdimaldab variantidega
seonduva lisainfo, néiteks variandi seose ravimitega tapsustamist viliste andmebaaside abil.
INFO veeru AF tunnus margistab variandi alleelisagedust ja see on oluline rahvaste vahelise
vordlusel. Erinevate rahvaste variantide alleelisageduse vordlemisega aitab leida

populatsioonide omavahelist sarnasust voi erinevust [14].

2.3.2. Eesti Geenivaramu andmed

Eesti Geenivaramu loodi 1999. aastal Eesti Genoomi Projekti Sihtasutuse poolt. Selle projekti
eesmirk oli luua bioloogiliste ja meditsiiniliste andmete jaoks biopank uurimaks Eesti
populatsiooni geneetikat ning selles levivate haiguste geneetilist ning keskkondlikku

komponenti [15].

Uuringus kasutatavad eesti populatsiooni geneetilised sagedused on périt Eesti Geenivaramu
tdiisgenoomsete andmete sekveneerimise projektist. Téielikult on sekveneeritud 2240
geenidoonorit. Valimis on 977 inimest valitud, kuna nende kohta on kogutud ka muud tiiiipi
geneetilisi andmeid; 1242 on juhuslikud inimesed kategoriseeritud oma siinnikoha jérgi ja

geenidoonorite hulgas on ka kaks suurt perekonda ehk 21 inimest [16].

2.3.3. UK10K Project

Suurbritannia ja Pdhja-Iiri Uhendkuningriigis (UK) on sekveneeritud peaaegu 10 000 inimese
genoomid. Projektiga sooviti iseloomustada variante UK populatsioonis, mis olid haruldased
ja seotud varieeruvate geneetiliste haigustega. Kokku leiti iile 42 miljoni {ihenukleotiidse

variatsiooni. Sekveneeriti 3781 terve indiviidi rakkudest eraldatud genoomi [17].

10



2.3.4. GONL Project

GoNL tdisgenoomide sekveneerimise projekt oli iiks esimesi omataolisi projekte, mille
eesmirk oli iseloomustada hollandlaste geneetilist varieeruvust. Viie erineva bioloogilise
panga koostoos sekveneeriti 769 hollandlase kogugenoom. Suurema osa valimist moodustasid
231 peret, kus olid esindatud ema, isa ja laps. Lisatud oli ka 19 iihe — v5i kahemuna kaksikutega
peret. Koik kaasatud indiviidid olid tdiskasvanud vanuses 19-87 aastat (keskmine vanus 53)
[18].

2.4. Farmakogeneetika

Teadusharu, mis uurib konkreetsete geenide mdju teatud omastamisele, on farmakogeneetika.
Geneetiline komponent on oluline kirjeldamaks seoseid erinevate haiguste vahel. Viimase 20
aasta viltel tehtud uuringud on tdestanud, et geneetikal on oluline roll haiguste kujunemisel ja
tekkimisel [3]. Farmakogeneetika uurib ravimainete omastamise parilikkust. See késitleb,
kuidas geneetika mojutab ravimainete moju organismile ja  ainevahetusele.
Farmakogeneetilised variandid on SNPd, mis on seotud mdjuga ravimite metabolismile.

Variandikandjatel on muutunud ravimireaktsioon varreldes mittekandjatega.

Ravimite efektiivsust ja ohutust m&jutavad mitmed geenid. Geneetiliste variatsioonide tausta
selgitamine rahvastiku tasemel on geneetikast ldhtuva ravi ehk farmakoteraapia oluline
uurimisobjekt. Oluline on ravimitele tundlike ja véga resistentsete isikute tuvastamine [19].
Teada on hulgaliselt ravimi voi alleeli seoseid, mille puhul on tarvilik ravi maaramiseelne
geneetiline test otsustamaks individuaalse sobivuse iile. Kliinilise farmakogeneetika
rakendamise konsortsiumi suunised (ingl CPIC aka Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium guidelines) on autoriteetseimaks kogumiks ravimitarbimiseelset
geneetilist testi ndudvatest juhtudest [20]. Ravimite vOtmisega on seotud neli protsessi:
imendumine, jaotumine, metabolism ja eritumine. Neid nimetakse ADME protsessideks (ingl
Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion). Farmakogeneetikat huvitab ravimi
metabolism ehk kuidas ravim kehas 16hustatakse ja laiali kantakse [21].

VIP (ingl Very Important Pharmacogene) geenid on alamhulk geene, mille puhul on néidatud
suure hulga variantide mdju ravitoimetele. VIP geenide variandid voivad olla niiteks

patogeensed (kutsuvad esile haigusi), mittepatogeensed ja ravimitele reageerivad [22].
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3. Suuremahulised sekveneerimisprojektid

Inimgenoomi projekt oli avalikult rahastatud teadusprojekt, mis kestis 13 aastat. Selle eesmark
oli tdaielik inimese DNA sekveneerimine. Projekti algatajatel oli kaks pohimotet: voimalikult
suure hulga inimeste projekti kaasamine ning kogu sekveneerimisinformatsiooni tasuta ja
avalikuks kétte saadavaks tegemine. See parandab akadeemikute voimalusi kogutud andmeid
lisauuringutes kasutada. Viimast pohimdotet on rakendanud ka jdrgnevad genoomi

kaardistamise projektid [23].

3.1. 1000G

1000 genoomi (1000G) projekt loodi aastal 2008 ja selle eesmérk oli leida uuritavast valimist
geneetilisi variante, mida esineb vidhemalt 1% rahvastikus. 1000G loojate missioon oli
koostada detailne inimese geneetilise variatsiooni kataloog, mida saaks kasutada laiem
teadlaskond geneetiliste variantide assotsieerimisel uuritavate tunnustega. Uuringu jaoks
kasutati erinevaid meetodeid, mille hulka kuulus ka tdisgenoomide sekveneerimine. Projekti

suure mahu tottu jaotati projekt kolmeks etapiks.

Esimeses piloot-etapis sekveneeriti kahe perekonna triod, teiseks analiilisiti 179 indiviidi
taisgenoomid ja kolmandaks vaadati 697 inimese tuhatkond juhuslikult valitud kodeerivat
geeni. Pilootprojektiks kasutatud proovid saadi HapMap kollektsioonist [24]. Esimeses etapis
uuriti kokku 1092 individuaali genoome. Valim koosneb 14 erinevast populatsioonist peamiselt
Euroopa, lda-Aasia, Aafrika ja Ameerika maailmajagudest. Kokku avastati 38 miljonit SNPsi,

millele koigile médrati ka genotiitip.

Teise etapis ei kogunud andmeid vaid tegeleti projekti tehnilise poolega. Kolmas etapp teostas
tilejadnute indiviidide uuringu ja véljastas projekti finiSeeritud andmeid. Valim koosnes 26
erinevatest populatsioonidest Aafrikast, Ameerikast , Ida-Aasiast, Euroopast ja Luna-Aasiast.
Kokku analiiiisiti mitme etapi véltel 2504 inimese geneetilist varieeruvust. Kokku avastati 84.7
miljon SNPsi, kus enamik (99%) on variandid, mille sagedus on vdhemalt 1%. Jargnev joonis

2 nditab erinevate populatsioonide ‘unikaalsust’ vorreldes teiste rahvustega.

13



5 DL IS s
] : \ e 4 \ms s G?H‘ B g) 7 CHS JPT
DOLEER S %2y

MSL N STU
Private to Shared across PEL YRI
I all
Private 16 S ,«”S&wed across
continent =~ continents

Joonis 2. 1000g populatsioonid maailmakaardil koos geneetilise sarnasuste sektordiagramm.
Iga sektor nditab ala kui palju ilmneb geneetilisi variante:

a) Tumehall ala —kdikides maailma osades

b) Helehall ala — maailma jagudes

c) Heledam vérviline ala — enda maailmajaos

d) Tumedam virviline ala — enda populatsioonis

3.2. EXAC
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W African
o B pdiddle Eastem
8 40.000 = o o yonean
i)
-Té- 30,000 — m East Aslan
20,000 =—
10,000 —
pees—— ]
1000 Genomes ESP ExcAC

Joonis 3. ExAC projekti valimi suurus vorreldes teiste sekveneerimise projektiga.

Virvidega on eristatud konkreetsete populatsioonide valmite arvu.

EXAC ehk ‘Eksoomiliitkonsortsiumiks’ (ingl Exome Aggregation Consortium) konsortsiumi
eesmdrk on tlihendada mitmete suuremahuliste sekveneerimisprojektide andmed iihtseks
kokkuvotvaks andmebaasiks, mida saaks kasutada laiem teadlaskond. Konsortsiumi koondati
60 706 erineva etnilise taustaga indiviidi eksoomi. Joonis 3 nditlikustab Exaci kogutud

andmemahtude suurust vorreldes teiste analoogiliste projektidega. Kokku leiti 7 404 909
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unikaalset varianti. Enamik variante on haruldased ja sagedusega alla 1%, umbes pooled
variandid ilmnevad vaid korra ja 72% variantidest ei ilmne teistes tuntumates andmebaasides.
Andmebaasi eesmirgiks on olla teadlastele vahendiks inimeste geneetilise variatsiooni
mustrite tdlgendamisel ja kirjeldamisel. EXAC valimi suurus vdimaldab hinnata geenide

funktsionaalset profiili paremini kui seda seniste to6de pohjal on olnud voimalik teha [25].
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4. Andmebaasid

Vabalt kattesaadavad andmebaasid katalogiseeritud geneetilise informatsiooniga on
hindamatuks abiks teostatud uuringute tulemuste agregeerimisel ja korrastamisel. Uheks
allikate rakenduseks on ka erinevate geneetiliste variantide ravimiseoste uurimine.

Andmebaase saab kasutada meie t60s leitavate alleelisageduste kontrolliks.

4.1. PharmGKB

PharmGKB on avalik iilemaailmne farmakogeneetiliste variantide andmebaas. Selle peamine
eesmark on leida ja levitada farmakogeneetikaga seotud informatsiooni. Eesmérgi teostamiseks
on olemas internetis olev andmebaas, mida saab ka alla laadida. Veebilehel on nduandeid
teatud ravimite doseerimisega ja sisaldab geenide, ravimite ja haiguste kliinilisi mérkusi.
PharmGKB meeskond tegeleb ka valdkondlike andmebaaside analiilisimisega ja loob

iilevaadet geneetiliste variantidega seotud teadusartiklitest.

PharmGks - . ’TT Feedback

Pharmacogenomics Kot

Home * Search = bmit*  Download Help * Consortia My PharmGKBE +

DruG/SMALL MOLECULE:
warfarin

Clinical PGx PGx Research Overview Properties Pathways Is Related To Downloads/LinkOuts

Dosing Guidelines Drug Labels Clinical Annotations Genetic Tests

Clinical Variants that meet the highest level of criteria (manually curated by PharmGKB) are shown below. To see more Clinical Variants with lower levels of
creiteria, click the button at the bottom of the table.

2 - 2 Strength of
Position Gene Relevance Evidence ©
51057810 CYP2C9 Patients with the AA genotype: 1) may require an increased dose of warfarin as compared to patients 1

with the AC or CC genotype 2) may have a decreased risk for adverse events as compared to

AA | patients with the AC or CC genotype. Patients with the AA genotype may still be at risk for adverse
events when taking warfarin based on their genotype. Other genetic and clinical factors may also
influence a patient's risk for adverse events.

Patients with the AC genotype: 1) may require a decreased dose of warfarin as compared to patients
AC | with the AA genotype 2) may have an increased risk for adverse events as compared to patients with
the AA genotype.

Patients with the CC genotype: 1) may require a decreased dose of warfarin as compared to patients
CC | with the AA genotype 2) may have an increased risk for adverse events as compared to patients with
the AA genotype.

159023231 PRSS53 cc Patients with the CC genotype may require an increased dose of warfarin as compared 1o patients
VKORC1 with the CT or TT genatype.

Patients with the CT genotype may require a lower dose of warfarin as compared to patients with the

CC genotype.

cT

Patients with the TT genotype may require the lowest dose of warfarin as compared to patients with
the CC or CT genotype.

" Show lower-evidence Clinical Annotations |

Nranlaad s enmmars of all Clinical Annstatinne susilahls

Joonis 4. Ndide PharmGKBs kirjeldatud ravim/alleel vaheliste seoste véljundist [22].
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PharmGKB kasutajad saavad mugavalt informatsiooni variantide kohta teostades otsinguid ID-
koodiga, geeni nimega voi haiguse nimega. Kasutajale kuvatakse informatsiooni haiguste ja
ravimite vahelisest seostest. Veebileht viitab teistele andmebaasidele ja teadusartiklitele, kus
on lisainformatsiooni. Samuti sisaldab veebileht CPICi juhtndore ehk aitab arstidel ravimite
véljakirjutamisel geneetikat arvesse votta [26]. Joonis 4. on ndide PharmGKB viljundist

haiguse ja ravimi vahelise seose kirjeldusest [22].

4.2. Ensembl

Ensembl on geneetilisi andmeid hdlmav portaal. See on Suurbritannias algatatud tihisprojekt
Euroopa Bioinformaatika Instituudi, Euroopa Molekulaarbioloogia Laboritooriumi ja Welcome
Trust Sanger Instituudi vahel. Projekt algas 1999. aastal eesméargiga automaatselt geneetilist
infot annoteerida, integreerida infot teiste bioloogiliste andmetega ja andmed vabalt
avalikustada [27].

Ensembl projekt samuti tegeleb ka internetis oleva veebilehe haldamisega ja integreerib teisi
genoomide ressursse. Veebilehel on ka koikide oma liikide geneetiliste variantide tunnuseid ja
vordleva geneetika ressursse. Ensembl seob neid tunnuseid teiste internetis olevate vahenditega
nagu PharmGKB, dbSNP (SNP iildine andmebaas), NCBI jne. Lisaks saavad kasutajad ka alla
laadida Ensembli andmeid. Kasutajad leiavad otsingumootorit kasutades geneetilise variandi
kohta erinevaid tunnuseid ja viiteid. Ensembl on ildotstarbeline mitmete organismide
geneetilist infot agregeeriv portaal, kuid PharmGKB keskendub farmakogeneetiliste

variantidega seonduvatele andmetele [28].

4.3. NCBI

Rahvusliku Biotehnoloogia Informatsiooni Keskus (ingl National Center for Biotechnology
Information aka NCBI) loodi aastal 1988 Rahvusliku Terviseinstituudi poolt. Selle eesmérk on
arendada uusi infotehnoloogilisi vahendid, et aidata paremini mdista pohilisi molekulaar- ja
geneetilisi protsesse, mis mdjutavad tervist ja haigusi. NCBI iilesanne on luua automatiseeritud
siisteeme, mis arhiveeriksid ja analiitisiksid informatsiooni molekulaarbioloogiast,

bioloogilisest keemiast ja geneetikast.
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Veebileht sisaldab viga palju erinevaid ressursse nagu geenide, nukleotiidide, kemikaalide jms
andmebaasid. NCBI pakub ka erinevaid rakendusi bioloogiliste andmete analiilisimiseks ja
erinevaid juhendeid andmete kasutamiseks. Veebilehel on ka teisi mitmeid kasulike ressursse
nagu nditeks PubMed - 27 miljoni tsitaadi ja artiklite kataloog teemadel bioloogiline meditsiin,
geneetika ja ravimid. Need teadusartiklid késitlevad erinevaid seoseid geneetiliste variantide ja

teatud ravimite vahel [29].
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5. Statistilised meetodid populatsioonide eristamiseks

5.1. Peakomponentide analiiiis

Peakomponentide analiiiis (ingl PCA aka Principal Components Analysis) on statistiline
meetod, mis vidhendab korge dimensionaalsete andmestike dimensiooni koondades tunnustes
leiduvat informatsiooni vdhemate. PCA kasutab Kkorreleeritud muutujaid, mida

transformeeritakse viiksemaks arvuks mittekorreleeritud tunnusteks (peakomponentideks).

Esimene peakomponent Kirjeldab esialgses andmestikus enim andmestikus leiduvast
hajuvusest, kdik jirgnevad peakomponendid on ortogonaalsed eelnevatega ning kirjeldavad

maksimaalses ulatuses seni kirjeldamata andmetes leiduvast hajuvusest.

Naitlikustame peakomponentide analiiiisi algoritmi. Olgu meil m dimensiooniga andmestik A,

kus m on suvaline naturaalarv.

x11 xlz nen xlm

le XZZ e xzm
A=

Xn1 Xn2 - Xom

Maatriksi A iga rida on tunnuste kogum, ehk andmestiku esimest elementi iseloomustavad
numbrid X11, X12, ... ja X1m, teist elementi iseloomustab numbrid X1, X22, ... ja Xom jne kuni viimase

elemendi iseloomustavate numbriteni Xn1, Xn2, ... ja Xnm

PCA jaoks peab veergudest lahutama veergude aritmeetilise keskmise. Uue andmestiku téhis

on A’ ja luuakse jargnevalt:

X11 — X1 X12 — X2 x1m - xm
A = X21 — X1 Xp2 =Xz .. Xom — Xm
Xn1 — X1 Xpn2 — X2 o Xnm T Xm

Uue maatriksi esimest veergu tdhistame tdhega X1, teist veergu tdhistame tdhega X2 jne. kuni

viimase veeruni, mis on tdhistatud Xm tdhega

Xy = [x11 — X1, X010 — X1, e, X1 — %]

Xy = [X12 — X2, X35 — X3y e, Xpp — X2 ]

Xm = [xlm — X Xom — Xy oo Xnm — xm]
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Jargnevalt leitakse maatriksi, mis sisaldab kdikide veergude kovariatsioonid. Téhistame

maatriksit tdhega covM ja kovariatsiooni funktsiooniga (1).

cov(x,y) = 2?=1(xl-:i(yi—y') (1)
Maatriksit covM saadakse jargneva valemiga:
cov(Xy,Xy) cov(Xy,X3) ... cov(Xy, Xim)
covM = cov(X,,Xy) cov(XyXy) ... cov(Xy X))
cov().(.,.n, X1) cov().(.,.n, X5) cov(X.;,.l, Xm)

Saadud maatriksist leitakse omavaértused 4 valemiga:
det(A—AI) =0
kus | on diagonaalne {iihikmaatriks. Vastavalt determinandi definitsioonile saadakse

omavaddirtuste vektor:
M
. 1A
Omavddrtus =
Am

Omavadrtustest valitakse kdige suurem ja sellega arvutatakse omavektor (Herstein 1964).
Peakomponendi mdiste iitleb, et omavektor, mis on saadud kdige suurema omavédrtusega, on
andmestiku esimene peakomponent. Omavektorit arvutatakse jargneva valemiga:
(A—ADu=0,
kus p on omavektor. Esimene peakomponent téhistab kasutab suurimat omavadrtust ning
kirjeldab suurima osa tunnuste hajuvusest. Koik jargnevad peakomponendid kirjeldavad iiha
viiksemat osa seni kirjeldamata hajuvusest. Peakomponendid (PC) saame jirgnevast
maatrikskorrutisest.
PC =" x (A7,

kus T tihistab transponeeritud maatriksi ja A’ on (1) valemiga saadud maatriks [30].
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5.2. F-statistik

Populatsioonide geneetikas ennustatakse mingi populatsiooni heterotsiigootsust® kasutades F-
statistikut (ingl F-statistics aka Fixation index). Seda kasutatakse mitmekesisuse uurimiseks
alampopulatsioonide vahel [31]. F-statistiku véljund kirjeldab kahe rahvastiku geenide

korrelatsiooni [32].

F-statistika arvutus teostatakse leides alampopulatsiooni geneetiline varieeruvus [33].
See tdhistatakse siimboliga He ja saadakse valemiga:
He=1-(*+ q%) (2)
Siin on p geneetilise variandi sagedus vastavad populatsioonis ja g=p-1. Jirgmisena on vaja
leida sageduste aritmeetiline keskmine tihisega p valemiga:

n E§'=1ijj
p = —-——

j=1Nj
kus N on alampopulatsiooni valimi suurus. Niiiid rakendatakse valemist (2) saadud tulemit
alampopulatsioonide geneetilise varieeruvuse kogusumma leidmiseks. Seda tdhistatakse
stimboliga Hs ja saadakse valemiga:

i
HS — Zj=.1H€ij

j=1Nj
Edasi leitakse keskmine geneetiline varieeruvus vaadeldavates populatsioonides, mis on
tahistatud tdhega Ht ja avaldatud valemiga:
Ht=1- (p*+ g2
Viimasena on F-statistik ehk populatsioonide geenide korrelatsiooni arvutus. Téhis on Fg ja valem on

jargnev:
Ht— Hs
Ht

Fst =

5.3. T-test

T-test on statistilise hiipoteesi test, millega kontrollitakse test statistiku péarinemist t-jaotusest.
Seda kasutatakse enamasti kahe jaotuse keskmiste vordlemiseks. T-testi véljunditeks on t-
vadrtus ja p-vadrtus. T-vididrtus kirjeldab kahe valimi erinevust. P-védrtus on tdenédosus, et

valimi tulemused on juhuslikud kui kehtib nullhiipotees. Populaarne p-vdirtuse piirmiéra

3 Heterotsligootsus — kahe erineva alleeli esinemine organismi kromosoomides

21



statistiliseks olulisuse piirméér on 0.05 Kui p-véirtus on piirméadrast vaiksem, siis need kaks
valimit on statistiliselt erinevate keskmistega. Kui p-vairtus on suurem kui 0.05, siis

nullhiipoteesi iimber ei liikata.

T-testi teostatakse jargnevate valemitega. Vordleme kahte valimit X ja y. Valimi suurused on
vastavalt ny ja ny

X = [xl, xz, ...,xnx ]

Y= uyz, e ¥n, ]

Esiteks on vaja mdlema valimi aritmeetilist keskmist My ja My, mida saadakse jargnevate
valemitega:

n
M. = Zizlxl
X nx
n
L In
Yo oon
y

Teiseks leitakse valimite standardhilved tihistega s2 ja sﬁ jargnevate valemitega:
n

S =
x n, —1
n
s2 = iy 0Vi=My)?
y ny-1

Viimaks saadakse t-testi teststatistik t-vaartus jargneva valemiga:
My— My,
t= —=

P-véartust saadakse t-skoori konverteerimisega t-jaotuse tdendosusfunktsiooni abil [34].
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6. Praktiline t60

Nimetatud skeeme kasutatakse selleks, et uurida farmakogeneetiliste variantide profiili
eestlaste andmetes. Antud peatiikis kirjeldatakse praktilise t66 andmeid, meetodeid ja tulemusi.
Praktilist osa teostati statistilise programmeerimiskeelega R. Kidesoleva bakalaureuse t66
arvutused ja joonised koostati kasutades R keele kasutajaliidest R Studio [35]. Uuringus

kasutatud R kood on kiittesaadav GitHubi repositooriumist®.

6.1. Andmed

Antud t66s kasutati valimina VCF formaadis farmakogeneetiliste variantide sagedusandmeid
Eesti Geenivaramu sekveneerimisprojektist, hollandlaste GoNL projektist ja UKI10K
projektist. Esialgsetes andmestikes olid eestlaste sagedusandmetes 3064 unikaalset geneetilist
varianti, hollandlaste andmetes 3007 varianti ja UK10K andmetest 2952 varianti. Lisaks oli
kasutatud 1000G viie rahvastiku andmebaasi, mis sisaldas 2770 unikaalset varianti ning EXAC
andmestiku, mis sisaldas 3061 unikaalsete variantide sagedusandmeid. EXACi andmetest olid
792 geneetilist varianti kodeerivad. Koikides andmebaasides olid lisaks sagedusandmetele
teada ka kromosoom, positsioon kromosoomis, referentsalleel, alternatiivne alleel,
kvaliteediskoor ja kvaliteedikontrolli tulemus. EXAC andmebaasist oli teada veel Ensembl
andmebaasi rs-kood, alleel, geeni nimetus ja variandi ravimiga seotud omadus. Koik uuritavad
variandid olid farmakogeneetilised ehk nende kohta on varasemalt teada mingi moju ravimi
metaboliseerimise protsessis. Kolm andmestikku ithendati omavahel andmebaasiks, kus on iga
geneetilise variandi rs-kood koos 3 erineva rahvastiku alleelisagedusega. Antud 10put66
praktilises osas nimetatakse uut andmebaasi 3 rahva populatsioonide andmebaasiks.
Andmestikule on lisatud ka 1000G ja ExXAC andmebaasidest saadud variantide
sagedusandmed. Analiiiisis kasutame SNPde ID-koode ning sagedusi Eesti, Hollandi ja
Suurbritannia, 1000G (Aafrika, Ameerika, lda-Aasia, Euroopa, Louna-Aasia) ja EXAC
(Aafrika, Ladina-Ameerika, Ida-Aasia, Soome, Euroopa, Louna-Aasia ja muude) valimites.
Kasutatakse F-statistikut iile kdikide uuritavate populatsioonide kodeerivate variantide (1274

SNPI). Lisaks on eraldi annoteeritud koik VIP geenides asuvad variandid.

4 https://github.com/Kennu76/genetical data
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Populatsioonid on tdhistatud andmebaasidele spetsiifiliste lithenditega, mis margivad
geneetiliste andmete péritolu. Eesti, Hollandi ja Suurbritannia andmed on lithenditega
EST_AF, NL_AF ja UK_AF. 1000G Aafrika, Ameerika, Ida-Aasia, Euroopa ja Louna-Aasia
populatsioonid on tihistatud lithenditega AFR_MAF, AMR_MAF, EAS_MAF, EUR_MAF ja
SAS_MAF. Eksoomliitkonsortsiumi ehk EXACi Aafrika, Ameerika, Soome, Euroopa (millest
on vilja arvatud soomlased), muude rahvaste ja Louna-Aasia populatsioonid on tihistatud
vastavalt lihenditega ExAC_AFR_MAF, ExAC AMR MAF, ExAC EAS MAF,
EXAC_FIN_MAF, EXAC_NFE_MAF, EXAC_OTH_MAF ja EXAC_SAS_MAF.

6.2. Ekstreemsete sagedusteqga variandid

Leiti igale rahvastikule variantide hulk, kus on vastavate variantide alleelisagedused teiste
populatsioonidega vdrreldes suurim voi véikseim. Nende variantide vordlus ile koigi
variantide néitab, kas ekstreemsed variandid on iihtlaselt jaotunud vdi on mdned populatsioonis
tile- voi alaesindatud. Korvalekalded on indikatsiooniks erinevatest valikulistest survetest.
Koikide populatsioonide jaoks tuvastatakse absoluutse sageduse poolest maksimaalsed ja

minimaalsed variandid.

Eestlaste ekstreemsete variantide seas leiti ka unikaalsemaid variante, mille sagedus on
margatavalt suurem voi mérgatavalt viiksem kui iilejddnud maailma populatsioonides. Olgu

geneetilise variandi sagedused tdhistatud stimboliga var.

NLyg, EST4p, UKy, AFR 45, AMR 45, EAS 12, EUR A, SAS ar
var = ,ExAC_AFR_MAF, ExXAC_AMR_MAF 1, EXAC_EAS_MAF
,EXAC_FIN_MAF,;, EXAC_NFE_MAF,z, EXAC_OTH_MAF,, EXAC_SAS_MAF

Siin on NLar variandi sagedus hollandlastel, ESTar on variandi sagedus eestlastel, UKar on
sagedus Suurbritannia elanikkudel, AFRar on sagedus 1000G andmebaasi aafriklastel, AMRAar
on sagedus 1000G andmebaasi ameeriklastel, EASar on sagedus 1000G andmebaasi ida-
asiaatidel, EURAr on sagedus 1000G andmebaasi eurooplastel, SASar on sagedus 1000G
andmebaasi louna-asiaatidel, EXAC_AFR_MAFar on sagedus EXAC andmebaasi aafriklastel,
EXAC_AMR_MAFar on sagedus EXAC andmebaasi ameeriklastel, EXAC_EAS_MAFar on
sagedus EXAC andmebaasi ida-asiaatidel, EXAC_FIN_MAFar on sagedus EXAC andmebaasi
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soomlastel, EXAC_NFE_MAFar on sagedus EXAC andmebaasi eurooplastel (ilma
soomlasteta), EXAC_OTH_MAFar on sagedus EXAC andmebaasi muudel rahvastel,
EXAC_SAS_MAFaron sagedus ExAC andmebaasi 1duna-asiaatidel.

Jargnevalt leitakse eestlaste andmetes ekstreemsetele variantidele suhteline kaugus tilejdanud
populatsioonide sagedustest. Selleks eemaldatakse ESTar valimist ning leitakse uuest valimist
kdige suurem sagedus max(var). Seejarel leitakse suhteline kaugus, omistades variandile

protsentuaalne kaugus jargmisest:

EST,r — max(var)

wDiff = max(var)

Ekstremaalselt véikese eestlaste sageduse korral leitakse uuest valimist kdige viiksem sagedus

min(var) ja omistatakse variandile protsentuaalne vahe analoogilise valemiga:

min(var) — ESTyp

WD = min(var)

%Diff leitakse koikidele eestlaste seas ekstreemsete variantidele. See moat aitab prioritiseerida

variantide uurimisjérjekorda.

6.3. Peakomponentide analiiiis

Farmakogeneetiliste variantide omavahelise sarnasuse ja populatsioonide omavahelise
sarnasuse uurimiseks kasutame peakomponentide analiiiisi. Uuritakse SNPide omavahelist
lahedust tile erinevate populatsioonide. Kasutati R programmeerimiskeele funktsiooni nimega
prcomp, mille sisend on reaalarvuliste vaartustega maatriks. Selle tulemusena leiame variantide

varieeruvust kirjeldavad peakomponendid.

Esimeses PCA etapis uurime variantide ldhedust inglaste, hollandlaste ja eestlaste
alleelisageduste pohjal. Analiiiisist saadud esimest ja teist peakomponenti kasutatakse selleks,
et kirjeldada variantide omavahelisi erinevusi. Samasugune uuring tehakse ka eestlaste ja
1000G rahvaste alleelisagedustele. Jargmisena kombineeriti erinevaid andmebaase omavahel.

Teostati uuring andmetega, milles on tihendatud 3 rahva populatsioonid, 1000G rahvad ja
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EXAC rahvad, et avastada nende populatsioonide vahelisi erinevusi voi sarnasusi. Variandid
grupeeritakse maksimaalse alleelisagedusega populatsioonide jargi ning valitud gruppides

vorreldakse peakomponentide keskmisi vaartusi, kasutades t-testi.

Kolmandas etapis uuriti populatsioonide omavahelisi erinevusi kasutades farmakogeneetiliste
variantide sagedusandmeid. Sellega transformeeritakse antud maatriksit, nii et andmemaatriksi
ridadeks on populatsiooniandmed {ile variantide, mitte geneetilised variandid {ile

populatsioonide.

Viimaks uuriti erinevaid gruppe rakendades t-testi. Vorreldi omavahel kodeerivate variantide
gruppi ja mitte-kodeerivate variantide gruppi esimesi peakomponente. Uuriti neid eristavaid
gruppe ja teostati t-testi kahest analiiiisist saadud tulemite vahel. Samamoodi vorreldi ka VIP

variantide gruppi esimest peakomponenti mitte-VIP variantidega.

6.4. F-statistiku rakendamine

Populatsioonide paariviisilise heterogeensuse hindamiseks farmakogeneetiliste variantide
pohjal kasutati F-statistikut. Suurbritannia, Hollandi ja Eesti elanike alleelisagedused ning
valimisuurused saadi tdisgenoomide andmetest [36]. 1000G ja EXAC andmete jaotust
populatsioonide kaupa saadi algallikatest [37]. Saadud tulemustega loodi R Studio funktsiooni

,,soojuskaardi“ (ingl heatmap). Tulemused kirjeldavad populatsioonide omavahelist sarnasust.
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7. Praktilise t00 tulemused

7.1. Ekstreemsed variandid
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Joonis 5. Mitte-kodeerivate farmakogeneetiliste variantide ekstremaalsete sageduste jaotumine 1000G ja kolmes

500
1000

Euroopa populatsioonis (NLGo, UK10K, Eesti). Punasega on téhistatud variandid, mille sagedus on teistega

vorreldes suurim, sinisega on téhistatud minimaalse sagedusega variandid.

Joonisel 5. on kolme rahva populatsioonid ja 1000G populatsioonide farmakogeneetilisete
variantide minimaalsed ja maksimaalsed sagedushulgad. Margatakse, et aafriklastel ja ida-

asiaatidel on suur hulk ekstreemseid variante.
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Joonis 6. Kodeerivate farmakogeneetiliste variantide ekstremaalsete sageduste jaotumine Exac, 1000G ja kolme
Euroopa populatsiooni (NLGo, UK10K, Eesti) vahel. Punasega on tdhistatud variandid, mille sagedus on

teistega vorreldes suurim, sinisega on tihistatud minimaalse sagedusega variandid.

Joonis 6. kirjeldab ekstreemseid variante iile kdigi kodeerivate variantide. Siin on aafriklased
(AFR_MAF) ja ida-asiaadid (EAS_MAF ja EXAC_EAS_MAF) teistest erinevamad, kuid ka

soomlastel (EXAC_FIN_MAF) on palju ekstreemseid variante.



Koik ekstremaalsed variandid

rs1138272
rs12208357
rs12819210
rs17602729
rs2120825
rs3219484
rs34059508
rs6018
rs72551330
rs8192709
rs10380
rs162036
rs2071554
rs2242047
rs4149032
rs4149032
rs6907567
rs701265
rs701265

rs714368

Eestlaste andmetes olevad unikaalsed variandid on vilja toodud tabelis 2, kus on vastavalt ka
variandi alleelisagedustega Eestis, Hollandis ja Suurbritannias ning variandi rs-kood. Vasakul
pool on eesti valimi esimesed 10 suurima protsentuaalse kaugustega ekstreemset varianti ja
paremal pool on ekstreemsed variandid VIP geenides. Nende variantide uurimiseks kasutati
interneti olevaid andmebaasi PharmGKB. Kaik unikaalsed VIP variandid mdjutasid vihemalt
tihe ravimi metabolismi. Kodige suuremat huvi pakkusid viis geneetilist varianti, mis kuuluvad

PharmGKB andmebaasis VIP variandi all, mis on vihemalt 3 taseme toksilisuse (ingl Toxicity)

0.0983058
0.0955882
0.266266
0.171346
0.165775
0.0989305
0.0282977
0.113636
0.0245098
0.0811052
0.0577094
0.0637255
0.0298574
0.00735294
0.240196
0.240196
0.157086
0.113636
0.113636
0.156863

annotatsiooniga.

0.079476 0.083
0.073129 0.071
0.184607 0.151
0.130918 0.15
0.099841 0.1

0.076303 0.061
0.023407 0.014
0.05369 0.043

0.014282 0.007014

0.044433 0.068
0.093097 0.093
0.116504 0.108
0.036631 0.049
0.013885 0.012
0.346205 0.334
0.346205 0.334
0.228775 0.208
0.152605 0.14
0.152605 0.14
0.228379 0.209

o o ©Oo B o o o o

[N

rs1138272

rs1799929

rs4149056
rs4846051
rs6018
rs8192709
rs1208
rs2066853
rs2306283
rs4149032
rs701265

29

Tabel 2. Ekstremaalsete sagedustega farmakogeneetilised variandid Eesti andmetes.

VIP variandid

0.0983058 0.079476 0.083

rs12208357 0.0955882 0.073129 0.071 1

0.444296 0.429516 0.441 1

rs34059508 0.0282977 0.023407 0.014 1

0.215241 0.14996 0.162 1
1 0.999207 0.998 1
0.113636 0.05369 0.043 1
0.0811052 0.044433 0.068 1
0.549911 0.576303 0.558 1
0.0964795 0.110553 0.11 1
0.39082  0.400026 0.407 1
0.240196 0.346205 0.334 1
0.113636 0.152605 0.14 1



Esimene huvitav variant oli koodiga rs1799929 ja asub geeni NAT2 . Selle unikaalse variandi
sagedus eestlastel on 44.4%, suurbritannias on sagedus 43% ja hollandlastel on sagedus 44.1%.
1000G ja EXAC populatsioonide sagedus on keskmiselt 29.6%. Antud variandi kandjatel on

suurem risk tuberkuloosi vastaste ravimite tarbimise korral tiisistada maks [38].

Teine huvitav variant oli koodiga rs34059508 ja asub geenis SLC22A1 . Selle unikaalse
variandi sagedus eestlastel on 2.8%, Suurbritannias on sagedus 2.3% ja hollandlastel on
sagedus 1.4%. 1000G ja ExAC populatsioonide sagedus on keskmiselt 0.7%. Antud variandi

kandjatest laste organismis piisib morfiin kauem kui mittekandjatel [39].

Kolmas mérkimisvadrne variant, koodiga rs2306283, asub geenis SLCO1B1. Selle unikaalse
variandi sagedus eestlastel on 39%, Suurbritannias on sagedus 40.7% ja hollandlastel on
sagedus 40%. 1000G ja EXAC populatsioonide sagedus on keskmiselt 56.3%. Antud variandi
kandjatel on statiinide pohiliste ravimite tarbimisel tdendolisemalt kdrgemad kreatiinkinaasi

tase ja suurem risk ravi talumatuseks [40].

Jargmine huvipakkuv variant oli koodiga rs4846051 asub geenis MTHFR. Selle unikaalse
variandi sagedus eestlastel on 100%, Suurbritannias on sagedus 99.9% ja hollandlastel on
sagedus 99.8%. 1000G ja EXAC populatsioonide sagedus on keskmiselt 92.8%. Antud variandi
kandjatel on korgem ravimist tulenev toksilisuse tase kui nad tarbivad metotreksaati

reumatoidartriidi tottu [41].

Geneetiline variant rs4149056 esineb geenis SLCO1B1, selle geeni 521TC genotiiiibis. Selle
alleelisagedus eestlastel on 21.5%, suurbritannia inimestel 15%, hollandlastel 16.2% ja teistes
populatsioonidel on see keskmiselt 11%. Variandi kandjad omastavad erinevalt statiinide
pohiseid ravimeid. Richard Ho uuring toestas, et selle variandi kandjatel on vaja manustada
védiksem annus [42]. Teine uuring avastas, et variandi kandjatel on kdrgem risk statiinraviga
seotud miiopaatia® tekkeks. Sama uuring leidis ka seda, et simvastatiin alandab enam
kolesterooli [43].

5 Lihaspdletik
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7.2. Peakomponendi analiiiiside tulemused
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Joonis 6. Eesti, NLGo ja UK10K populatsioonide peakomponendi analiiiis. Iga punkt
kirjeldab iihte geneetilist variant, suur kolmnurk on farmakogeneetiline variant VIP
geenis. Sinised punktid on eestlaste-, punased on UK10K andmestiku ja rohelised on

NLGo populatsioonis maksimaalse sagedusega variandid

3 rahva populatsioonide peakomponentide analiiiisi tulemus on kajastatud joonisel 6. Joonisel
olevad punktid on geneetilised variandid, mis on vérvitud vastavalt populatsioonile, milles on
alleelisagedus teistest populatsioonidega vorreldes suurim. Sinised punktid on eestlaste
(EST_AF) variandid, rohelised on NLGo (NL_AF) variandid ja punased on UK10K (UK_AF)
variandid. Suured kolmnurgad tdhistavad geneetilisi variante VIP geenides. Joonisel on teise
ja kolmanda peakomponendi skoorid. Iga peakomponendi skoor on lineaarne kombinatsioon
individuaalsetest tunnustest ja nende kaaludest. Joonisel 6 kirjeldatud teise peakomponendi
skoor avaldub:

PC2 = 0.45% NLyr 4+ 0.36 * UK,z — 0.82 * EST_AF
ja kolmanda peakomponendi skoor on:

PC3 = —0.68* NL,r + 0.73 * UK, — 0.05 * EST_AF

Joonisest on niha, et 3 populatsiooni eristuvad iiksteisest. Ndhakse, et teatud VIP variandid on

koikidel populatsioonidel eristavamad kui tavalised variandid. Naiiteks eristuvad 3 VIP
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varianti, mis asuvad joonisel k&ige iileval. Need on variandid koodidega rs7438284, rs7439366
ja rs1801253. Esimene ja teine variant on suhteliselt sarnased, kuna nad molemad asuvad
UGT2B7 geenis ja mdlemal on sagedus Eestis 44.3%, Suurbritannias 45.2% ja Hollandis 0.9%
ja 8%. Uuringud niitavad, et nende variandi kandjad votavad paremini vastu ravimit nimega
lorazepam, mida kasutatakse drevushdiret vastu ja valproatet, millega ravitakse epilepsiat [44].
Kolmas variant asub geenis ADRB1 ja selle sagedus on Eestis 75.9%, Suurbritannias 73.8% ja
Hollandis 43.8%. Antud geneetilise variandi kandjad omastavad ravimit metoprololi paremini

ehk tema mdju vererohu madaldamiseks on suurem [45].
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Joonis 7. 1000G populatsioonide peakomponendi analiiis.

Kolmnurgad téhistavad VIP variante. Populatsioonide ekstreemsed variandid on
maérgitud jargnevalt: sinised punktid on eurooplaste ekstreemsed variandid,
punased on ameeriklaste ekstreemsed variandid, ida-asiaatidel on roheline vérv,

16una-asiaatidel on violetne ja aafriklastel kollane vérvus

Joonis 7. kujutab endas 1000G rahvaste alleelisageduste andmetega, kus esineb margatav
tilekate VIP ja mitte-VIP variantide vahel. Jarjekordselt on joonisel olevad punktid vérvitud
vastavalt sellele, millises populatsioonis on selle alleelisagedus kdige suurem. Sinised
punktid on eurooplaste (EUR_MAF) variandid, punased on ameeriklaste (AMR_MAF)
variandid, rohelised on ida-asiaatide (EAS_MAF) variandi, violetsed on 1duna-asiaatide
(SAS_MAF) variandid ja kollased of aafriklaste (AFR_MAF) variandid.. Esimese

peakomponendi skoor on:
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PC1 = 0.38 x AFR_MAF + 0.48 x AMR_MAF + 0.44 x EAS_MAF + 0.46
* EUR_MAF + 0.47 « SAS_MAF
ja teise peakomponendi skoor on:
PC2 = 091 x AFR_MAF + 0.41 x AMR_MAF + 0.24 x EAS_MAF + 0.22
* EUR_MAF + 0.16 = SAS_MAF
Uuringus kasutatud populatsioonid varreldi ameeriklastega ja eurooplastega kuna viimased on
joonistest koige iihtlasemalt jaotunud ehk need populatsioonid on kdige sarnasemad iilejadnud
populatsioonidega. Teostati t-teste aafriklaste, eurooplaste ja ameeriklaste ekstreemsete
variantide teise peakomponenti skooride vahel. Aafriklased on teistest populatsioonidest
rohkem eraldatud ehk nemad on geneetiliselt omapidrasemad kui teised vorreldud
populatsioonid. Aafriklaste ja eurooplaste t-véartus oli 48.556 ning aafriklaste ja ameeriklaste
t-védrtus oli 35.564. Mdlema p-viirtus oli viiksem kui 1*107°, mis tihendab, et nii aafriklaste
ja eurooplaste kui aafriklaste ja ameeriklaste peakomponentide keskmiste vahel esineb
erinevus. Ameeriklaste ja eurooplaste t-vaartus oli -1.0747 ja p-vaartus oli 0.2828 ehk nende
kahe populatsiooni vahel ei ilme geneetilisi erinevusi. Sama kehtib ka teiste populatsioonide
kombinatsioonidega, kus ei ole aafriklasi niiteks ameeriklaste ja 16una-asiaatide t-vaartus oli
0.83411 ja p-véértus oli 0.4045
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Joonis 8. 3 populatsioonide, 1000G populatsioonide ja EXAC populatsioonide iihisele andmebaasile teostatud
peakomponendi analiiiis. Igal populatsiooni maksimaalse sagedusega variandid on tdhistatud erineva vérvusega,

mis on ndhtav joonise legendist.
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Joonis 8. on peakomponentide analiiiisi tulemuste kujutis, mis on koostatud koikide
populatsioonide andmetega. Sellel joonisel on maérgitud nii 3 rahvastiku andmed, 1000G
rahvaste andmed kui ka EXAC rahvaste andmed. Koik joonisel olevad geneetilised variandid

on kodeerivad. Esimese peakomponendi skoor on:

PC1 = 0.26 « EST_AF + 0.26 * UK_AF + 0.26 « NL_AF + 0.22 * AFR_MAF + 0.24 =
EAS_MAF + 0.26 x EUR_MAF + 0.26 * SAS_MAF + 0.24 x EXAC_AFR_MAF + 0.26 x
ExAC_AMR_MAF + 0.24 * ExXAC_EAS_MAF + 0.26 * EXAC_FIN_MAF + 0.27 *
ExAC_NFE_MAF + 0.27 * EXAC_OTH_MAF + 0.27 x EXAC_SAS_MAF

ja teise peakomponendi skoor on:

PC2 = 0.22 * EST_AF + 0.25 * UK_AF + 0.26 * NL_AF + —0.46 * AFR_MAF + —0.03 =
AMR_MAF + —0.35 * EAS_MAF + 0.24 * EUR_MAF + —0.05 * SAS_MAF + —0.39 *
ExAC_AFR_MAF + —0.08 * EXAC_AMR_MAF + —0.34 * ExXAC_EAS_MAF + 0.22 =
ExAC_FIN_MAF + 0.24 « ExXAC_NFE_MAF + 0.11 * ExXAC_OTH_MAF + —0.006 *
ExAC_SAS_MAF

Jareldatakse, et soomlased (ExAC_FIN_MAF) ja aafriklased (EXAC_AFR_MAF) on
omapdrased, kuna VIP variandid kogunevad kobarasse erinevates kohtades joonises. Seda
kontrolliti ka erinevate t-testidega. Vorreldi eelnevalt mainitud populatsioone ameeriklastega
esimest peakomponenti kasutades. Soomlaste ja ameeriklaste geneetilised andmed erinesid,
kuna nende t-véirtus oli 2.228 ja p-véirtus oli 0.02714. Aafriklaste ja ameeriklaste geneetilised
andmed erinesid, kuna nende t-véirtus oli -2.3033 ja p-véirtus oli 0.02183. Teiste
populatsioonide vahelised t-testide tulemustes ei kajastatud erinevust. Ameeriklaste ja ida-
asiaatide t-vaartus oli -0.73041 ja p-vaartus oli 0.4659. Samamoodi ei ilmnenud erinevus ka
eurooplaste ja lduna-asiaatide vahel, mille t-vdirtus oli -1.5485 ja p-vidirtus oli 0.1247.
Jarelikult on soomlaste, aafriklaste ja hollandlaste geneetilised variandid omapéarasemad, kuna
t-testid néitasid, et need populatsioonid erinevad iilejdanud populatsioonidest. Nimetatud teiste

populatsioonide enda vahel ei esinenud erinevusi.

34



EAS_MAF
EXAC_[EAS_MAF

EXAG_AMR_MAF

SAS_MAF

ExAC_FIN_MAF AMRD pAaC
== T | AR AT T T 1

EXAC_SAS_MAF

I

| -RESTAF 10 EXAC_OTH MAR  © - 10 20 30
UK_AF
NL_AF

ExAC_NFE_MAF

EUR_MAF

EXAC_AFR_MAF

A AFR| MAF

Joonis 9. Kaikide populatsioonide iihisele andmebaasile (Exac, 1000G, NLGo, UK10K, Eesti) teostatud

peakomponendi analiiiis.

Joonisel 9 on ndha populatsioonide kahe esimese peakomponendi véirtused tle koigi
kodeerivate farmakogeneetiliste variantide. Populatsioonid paiknevad loogiliselt vastavalt
geograafilisele kaugusele originaalsetel asualadel. Euroopa (EST_AF, UK_AF, NL_AF,
EXAC_NFE_MAF, EUR_MAF, EXAC_FIN_MAF) rahvad on omavahel sarnased.
Jarjekordselt méargatakse, et Ida-Aasia (EAS_MAF, EXAC_EAS_MAF) rahvad on ddrmiselt
erinevad, aga Ameerika (AMR_MAF, EXAC_AMR_MAF) ja Lduna-Aasia (SAS_MAF,
EXAC_SAS_MAF) rahvad on iiksteisele sarnased. Lisaks sellele on ka Aafrika (AFR_MAF,
EXAC_AFR_MAF) rahvad iilejadnutest hésti erinevad. Erinevus ja sarnasus on joonisel
kirjeldatud tasandil olevate populatsioonide omavahelisest ldhedusest. Lahedased
populatsioonid on sarnased ja iiksteisest kaugel olevad populatsioonid on erinevad. Esimese
peakomponendi skoor oli:

PC1 = —20.07 * EST_AF + —22.27 * UK_AF + —23.13 * NL_AF + 33.95

AFR_MAF + 33.55 x EAS_MAF + —21.61 * EUR_MAF + 2.72 x SAS_MAF + 26.60 *
ExAC_AFR_MAF + 7.60 x EXAC_AMR_MAF + 33.94 «+ EXAC_EAS_MAF + —20.06 *
ExAC_FIN_MAF + —22.29 * EXAC_NFE_MAF + —10.55 * EXAC_OTH_MAF + —0.82 *
ExAC_SAS_MAF
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Teise peakomponendi skoor oli:
PC2 = 0.59 * EST_AF + —2.02 * UK_AF + —2.39 * NL_AF + —41.52 « AFR_MAF +
3.52 * AMRyap + 31.79 * EASyap + —1.14 * EURyar + 4.01 * SAS_MAF + —35.98 *
ExAC_AFR_MAF + 9.2 x EXAC_AMR_MAF + 31.67 * ExXAC_EAS_MAF + 0.49
* EXAC_FIN_MAF + —2.18 * EXAC_NFE_MAF + 1.28 * EXAC_OTH_MAF
+ 2.65 * EXAC_SAS_MAF

T-testid, mis uurisid esimese peakomponendi vahelisi erinevusi VIP geenidesse kuulumise
pohjal eristuvates kodeerivates variantides; kodeerivates ning mittekodeerivates ja ka VIP
geenidesse kuuluvates kodeerivates ning mittekodeerivates variantides nditasid gruppide

vaheliste erinevuste puudumist (p-véartus 1).
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7.3. F-statistika meetodi tulemused
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Joonis 10. Soojuskaart populatsioonide (EXAC, 1000G, Eesti) heterogeensusest F-statistiku pdhjal.

Punane vérv niitab, et kaks populatsiooni on omavahel hésti sarnased. Kollane vérvus néitab, et
populatsioonide omavaheline erinevus v0i sarnasus ei ole eriparane Roheline virvus néitab, et kaks rahvastik on
omavahel geneetiliselt hésti erinevad. Viiksem F-statistiku véirtus kirjeldab vihemat erinevust kahe

populatsiooni vahel.

Paariviisilised populatsioonide heterogeensused kirjeldatuna F-statistikuga on kujutatud
joonisel 10. Sellel joonisel kasitletakse Eesti, EXACi ja 1000G populatsioonide variantide
sagedusi. Siin mérgatakse jarjekordselt, et aafrika (AFR_MAF, EXAC_AFR_MAF) ja ida-
aasia populatsioonid (EAS_MAF, EXAC_EAS_MAF) on kdige erinevamad muudest

rahvastest. Muud rahvad on iiksteise suhtes pigem geneetiliselt sarnased kui erinevad.
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8. Diskussioon

Populatsioonigeneetika kinnitab geneetilisi erinevusi populatsiooni tasandil. See tuleneb
néiteks nende rahvaste ajaloost, geograafilisest asukohast ja labikdimisest naaberrahvastega.
Antud peatiikis arutleb autor t66 praktilises osas saadud tulemuste iile; mida voib jareldada

uuritud populatsioonide vahelistest seostest ja lileesindatud geneetilistest variantidest.

Ekstreemsete variantide uuringus avastati, et aafriklased ja ida-asiaadid on teiste
vordluspopulatsioonidega vorreldes omaparasemad. Neil on palju variante, mida teistes
populatsioonides esineb viiksema sagedusega. Selline omapéra on tingitud populatsioonide
isolatsioonist teiste uurimispopulatsioonide suhtes. Isolatsioon tdhendab, et suuremal osal
rahval puudub kokkupuude teistest populatsioonidest parit (geneetiliselt erinevama)
inimestega. Ka soomlaseid késitletakse populatsioonigeneetikas isoleeritud populatsioonina.
Uhise andmebaasi uuringus (EXAC, 1000G, NLGo, UK10K, Eesti) mirgati, et soomlased on
samuti teistest populatsioonidest erinevamad. See tuleb soomlaste geneetilisest isolatsioonist,
nimelt on nad ajaloo viltel geograafiliselt ja demograafiliselt olnud eraldatud tilejadnud
maailmast [46]. Geograafiliselt ldhedasemate populatsioonide korral ndeme variantide

iihtlasemat jaotumist, mis tuleb pidevamast ajaloolisest labikdimisest [47].

1000G rahva ja kdoikide andmebaaside iihisest peakomponendi analiiiisist ndhti samuti, et
aafriklased on geneetiliselt kdige erinevamad iilejadnud populatsioonidest. Teised on omavahel
pigem sarnased. Selline eristus on arvatavasti tingitud Aafrika elanike sisemisest geneetilisest
mitmekesisusest. Inimkonna algkodu on Aafrikas. Viljarannanud populatsioonide geneetiline
mitmekesisus on vdiksem, kuna véljardnnanud populatsioonid on endaga kaasa viinud vaid osa
kogu sealsest variatsioonist [48]. Lisaks sellele tuleb aafriklaste erinevus muude
populatsioonidega vorreldes sellest, et uuringus on vihe andmeid Aafrikale ldhedal olevatest
rahvastest. Sama kehtib ka Ida-Aasia pohiste rahvaste kohta — uuring néitab, et ida-asiaadid on
geneetiliselt erinevad muudest populatsioonidest, sest késitletud andmetes on vihe Ida-Aasia

piirkonnas elavaid rahvaid.
Farmakogeneetilised variandid, mida esineb eestlastel rohkem voi vdhem Kui teistel rahvastel,
on igakiilgsete ravimimetabolismi suunavate mojudega. Mdned variandid tShustavad kandjate

ravimi metabolismi, teised aga vihendavad selle efekti. Eesti rahvastik on oma geneetiliselt
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profiililt sarnased geograafiliselt lihedaste populatsioonidega nagu latlased, leedukad,

venelased [49].

Kokkuvottes on kéesoleva bakalaureuse t66 kdigus avastatud iiksikuid huvitavaid seoseid
erinevate maailma populatsioonide vahel. Uuringu teostamisel avastati, et Soomest, Aafrikast
ja Ida-Aasia maadest parit geneetilised andmed erinevad teiste vorreldavate populatsioonide
geneetiliste sagedustega. Antud 10put6d kaigus ei leitud, et eestlaste populatsioonis oleks
ekstremaalsete farmakogeneetiliste variantide hulk ja sagedused mérkimisvaérselt erinevad

lahedaste populatsioonide variantidest.
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9. Kokkuvote

Antud bakalaureuset66 eesmirk oli vorrelda farmakogeneetiliste variantide sagedusandmeid
erinevates populatsioonides. Sooviti tuvastada eestlaste seas ekstremaalse levimusega variante.
Varasem teadustoo on kinnitanud populatsioonides haiguste voi ravimitarbimisega seotud
variantide olemasolu. Selgitati geneetika teoreetilist tausta ja statistilisi meetodeid, kasutades

avalikult kattesaadavaid geneetikaalaseid katalooge ja ressursse.

Uuringu kéigus Kirjeldati eestlaste seas ekstremaalse sagedusega geneetilisi variante. Nendel
unikaalsetel variantidel on kdigil ka mingi kliiniline seos ravimitega. Kirjeldati viie variandi

seoseid ravimitega nagu morfiin, tuberkuloosi ravim, metotreksaat ja statiinid.

Uuringu praktilises osas leiti andmete pohjal, et populatsioonid, mis asuvad geograafiliselt
tiksteisele 1ahemal, on geneetiliselt sarnasemad. Erandid olid aafriklased ja ida-asiaadid, mis
eristusid nii iksteisest kui ka muudest populatsioonidest. See tuleneb ilmselt sellest, et need
piirkonnad on teiste uuringus kasutatud populatsioonidega vorreldes geograafiliselt kaugemad
ja teisi neile 1dhedasi populatsioone kasutati uuringus vahe. Leiti ka, et VIP ja mitte-VIP ning
kodeerivate ja mittekodeerivate variandite sagedustes ei esinenud statistiliselt olulisi erinevusi.
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