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Perekondliku hiiperkolesteroleemiaga seotud regulatoorsete variantide
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jirjestustest

Liihikokkuvdte: Perekondlik hiiperkolesteroleemia on lipoproteiinide metabolismi héire,
millele on iseloomulik kdrge LDL-kolesterooli tase ja varase siidame isheemiatdve esinemine.
Tegemist on monogeense haigusega, mis on peamiselt pdhjustatud mutatsioonidest LDLR,
APOB, PCSK9 ja LDLRAPI geenides. Ligi 20%-1 kliinilise diagnoosiga patsientidel ei esine
aga mutatsiooni iiheski eelmainitud geenis, mis viitab nii voimaliku poliigeense efekti kui ka
tuvastamata haiguspohjuslike geenivariantide esinemisele. Kéesoleva t66 eesmérgiks oli leida
perekondliku hiiperkolesteroleemiaga seotud regulatoorsed variandid Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu geenidoonorite tdisgenoomi jdrjestustest haigusega assotsieeruvate geenide
iileselt.  Selleks viidi 1dbi  LDL-kolesterooli ja ApoB tasemetel pdhinevad
assotsiatsioonanaliilisid, kasutades lineaarse regressiooni mudeleid. T66 tulemusena
identifitseeriti 7 potentsiaalset regulatoorset varianti, mille roll perekondliku
hiiperkolesteroleemia kontekstis viitab voimalikele seni tuvastamata molekulaarsetele
mehhanismidele.

Mirksonad:  perekondlik  hiiperkolesteroleemia, = LDL-kolesterool, = LDL-retseptor,
regulatoorsed variandid, lilegenoomne sekveneerimine
CERCS: B110 bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika

Identifying familial hypercholesterolemia associated regulatory variants based on whole
genome sequencing data of the Estonian Genome Center of the University of Tartu

Abstract: Familial hypercholesterolemia (FH) is a disorder of lipid metabolism characterized
by high LDL-cholesterol level and premature coronary artery disease. It is a monogenic
disease, which is primarily caused by mutations in the LDLR, APOB, PCSK9 and LDLRAPI
genes. Nevertheless, approximately 20% of clinically definite FH patients will not be found to
have a mutation in any of these genes. This refers to the occurrence of a potential polygenic
effect as well as unidentified causal gene variants. The aim of the study was to identify
regulatory variants in FH associated gene regions that might play a role in FH development
based on whole genome sequencing data of the Estonian Genome Center of the University of
Tartu. Association analyses were conducted based on LDL-cholesterol and ApoB levels using
linear regression models. As a result of the study 7 potential regulatory variants were
discovered. The association between the ascertained gene variants and FH refers to potential
unidentified molecular mechanisms underlying the disease.

Keywords: familial hypercholesterolemia, LDL-cholesterol, LDL-receptor, regulatory
variants, whole-genome sequencing
CERCS: B110 bioinformatics, medical informatics, biomathematics, biometrics



SISUKORD

KASUTATUD LUHENDID ..ottt 5
SISSEJUHATUS ...ttt ettt ettt ettt et ettt e bt et ebeeseent et et ebenseenene 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE ........oooiioieeieeee e 7
1.1 PEREKONDLIKU HUPERKOLESTEROLEEMIA ULDISED ASPEKTID ................ 7
1.2 PEREKONDLIKU HUPERKOLESTEROLEEMIA KLIINILISED ASPEKTID.......... 9
1.2.1 Perekondliku hiiperkolesteroleemia simptomid ............cccceeeeieeniieeiienieniiieieeeeenee. 9
1.2.2 Perekondliku hiiperkolesteroleemia diagnooSimine............coceeveereereerienieneeneennns 10
1.2.2.1 Kliinilise diagnoosimise Kriteeriumid ...........cccceeeevierienienenienienienieneeiennns 10
1.2.2.2 KaskaadSKITINING ........ccovieriieiieiieeiieiie ettt e 11
1.2.3 Perekondliku hiiperkolesteroleemia ravivoimalused...........ccccocevieneeneniencnnennn. 11
1.2.3.1 StAtiINIA..c.eeeeeiieiieeeiieeee ettt ettt 11
1.2.3.2 LDLAaRICES ..cueeeeeieeiieeitesttet ettt sttt et st ettt 13
1.2.3.3 Uudsed ravisSuuNad .........ccooeeiieriiniiienieiceieetesicee ettt 13
1.3 PEREKONDLIKU HUPERKOLESTEROLEEMIA MOLEKULAARSED JA

GENEETILISED ASPEKTID......ccttiiiiieieiestesiesiteteeiteteee ettt 15
1.3.1 Kolesterooli transport ja metaboliSm..........ccueecuieriiiiiieiiieiieie e 15
1.3.2 Perekondliku hiiperkolesteroleemia geneetiline etioloogia..........cccceevveevveeniiennnnnn. 17
L3201 LDLR ettt sttt 17
L322 APOB ..ottt 19
L.3.2.3 POSKDY .ottt sttt ettt 20
L3204 LDLRAPI ..ottt sttt 21

1.3.3 Perekondliku hiiperkolesteroleemia geneetilise etioloogia eripira: mittetédielik
penetrantsus, poliigeensus, uued geenivariandid............ccceeeeeeriieriienieniieenieeieeee e 22
2. EKSPERIMENTAALOSA ..ottt sttt ettt eae e 24
2.1 TOO EESMARK .....ccouiimiiiimriiiitiesieeins ettt 24
2.2 MATERJALID JA METOODIKA ......coiiiiiiinirieeeteteee ettt 24
2.2.1 VAL ittt ettt st b et et sae et eaee 24
2.2.2 FenotilibiandmestiK.........cocuiiieriiiiiriinieieeiesieee ettt 25
2.2.3 GenotlilibiandmeEStiK .........cc.eeieriiriiriiieeet et 25
2.2.4 Geenide valik ja statistiline anallilis ..........cccceerieriiiiiiieniiieiecieeeee e 25
2.2.5 Tulemuste visualiseerimine ja interpreteerimine..........ccueerveerveerueerieereeenireenieesnens 26



2.3 TULEMUSED ..c.coiiiiiiiiiiiiiiicice ettt 28

2.3.1 GEenide VALTK .....coueiiiiiiiiieiiiieeeee e et 28
2.3.2 Kovariaatide efekti kirjeldamine ja normaaljaotuse hindamine............c.ccceceevuenene 28
2.3.3 Statistiline @NALTTS ....c..vevveereeeieriieieet e 29

2.4 TULEMUSTE ANALUUS JA ARUTELU .....otootiiiiniierirenieeireneneiesieneseseesieseensenes 32
KOKKUVOTE ..ot sie sttt ssenes 40
SUMMARY ...ttt ettt ettt b et ae et et e et et e eb e bt eseen e ent et e benseneeenes 41
TANUSONAD ...ttt ettt 42
KIRJANDUSE LOETELU.....cottiiiiiitiiiteieeeee ettt sttt 43
KASUTATUD VEEBIAADRESSID......c.cootiiiiiiiniintieteeeeee ettt 52
LISA T ettt ettt a et a ettt b e bt bt ne bt n et e b et nbeeae e 53
LIS A 2 ettt b bt h ettt et et bt h e ne st st et et e benaeeae e 54
|50 S N OO OSSPSR 56
LIHTLITSENTS . ..ottt ettt b e ettt et e e e e benaeene e 58



KASUTATUD LUHENDID

ApoB-100
APOB
ARH

CAD

EGF

ER

FDA

FDB

FH

GWAS
HDL
HMG-CoA

IDL
Kb
LDL
LDLR

LDLRAPI1

Lp(a)
MTP

PCSKO9

QQ
SNV

VLDL
WGS

apolipoproteiin B-100 (apolipoprotein B-100)

apolipoproteiin B (apolipoprotein B)

autosoom-retsessiivne hiiperkolesteroleemia (autosomal recessive
hypercholesterolemia)

siidame isheemiatobi (coronary artery disease)

epidermaalne kasvufaktor (epidermal growth factor)
endoplasmaatiline retiikulum (endoplasmic reticulum)

Ameerika Toidu- ja Ravimiamet (Food and Drug Administration)
ApoB-100 perekondlik defekt (familial defective ApoB-100)
perekondlik hiiperkolesteroleemia (familial hypercholesterolemia)
ilegenoomne assotsiatsiooniuuring (genome-wide association study)
korge tihedusega lipoproteiin (high-density lipoprotein)
5-hiidrokstii-3-metiiiilglutariiiil-koenstiim A (3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A)

vahepealse tihedusega lipoproteiin (intermediate-density lipoprotein)
kilobaas (kilobase)

madala tihedusega lipoproteiin (low-density lipoprotein)

madala tihedusega lipoproteiini retseptor (low-density lipoprotein
receptor)

madala tihedusega lipoproteiini retseptori adaptorvalk 1 (low density
lipoprotein receptor adaptor protein 1)

lipoproteiin(a) [lipoprotein(a)]

mikrosomaalne trigliitseriidide iilekandevalk (microsomal triglyceride
transfer protein)

proproteiin-konvertaas subtilisiin/keksiin tiitip 9 (proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9)

kvantiil-kvantiil (quantile-quantile)

ithenukleotiidne variatsioon (single nucleotide variation)

véga madala tihedusega lipoproteiin (very-low-density lipoprotein)

kogu genoomi sekveneerimine (whole-genome sequencing)



SISSEJUHATUS

Perekondlik hiiperkolesteroleemia on iiks sagedamini esinevaid geneetilisi hdireid maailmas.
Tegemist on lipoproteiinide metabolismi hidirega, millele on iseloomulik LDL-kolesterooli
hulga suurenemine veres ja lipiidikogumike ladestumine perifeersetes kudedes. Korge LDL-
kolesterooli tase pohjustab veresoonkonnas aterosklerootilisi muutusi, mis vdib kaasa tuua
varase kardiovaskulaarhaiguse tekke. Perekondlik hiiperkolesteroleemia on peamiselt
pOhjustatud mutatsioonidest LDLR geenis, kuid haigus vdib olla tingitud ka APOB, PCSK9
vOi LDLRAPI geeni muutustest. Vaatamata perekondliku hiiperkolesteroleemia patogeneesi
detailsele mdistmisele, on nimetatud haigus maailmas markimisvéirselt aladiagnoositud ja -
ravitud. Ligi viiendik juhte jadb tuvastamata, sest neil ei esine mutatsiooni tiheski peamises
perekondliku hiiperkolesteroleemia tekkega assotsieeruvas geenis, viidates nii seni
identifitseerimata potentsiaalsete haigusmehhanismiga seotud kandidaatgeenide olemasolule
kui ka poliigeensele etioloogiale. Kuigi perekondliku hiiperkolesteroleemia kui monogeense
haiguse teke on iildjuhul seotud geeni funktsiooni muutvate variantidega eelnimetatud
geenides, ei saa haiguse vdoimaliku tekkepdhjusena vilistada ka regulatoorses alas esinevate

geneetiliste variantide efektist tulenevaid muutusi.

Kéesoleva magistritod eesmaérgiks oli leida potentsiaalsed perekondliku hiiperkolesteroleemia
kujunemisega assotsieeruvad regulatoorsed variandid Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu

geenidoonorite tdisgenoomi jdrjestustest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 PEREKONDLIKU HUPERKOLESTEROLEEMIA ULDISED ASPEKTID

Perekondliku hiiperkolesteroleemia (familial hypercholesterolemia — FH) néol on tegemist
ithe levinuima monogeense périliku haigusega maailmas, mida iseloomustab korgenenud
madala tihedusega lipoproteiinide (low-density lipoprotein — LDL) hulk plasmas. Suurenenud
LDL-kolesterooli tase vereringes pohjustab selle ladestumist suurte ja véikeste arterite
seintele, mille tagajédrjel vdivad aterosklerootilised muutused veresoonkonnas kaasa tuua
varase kardiovaskulaarhaiguse, peamiselt siidame isheemiatdve (coronary artery disease —

CAD) tekke (Gidding jt., 2015).

FH, mille peamiseks tekkepdhjuseks on LDL-retseptori diisfunktsioon, voib lihtsustatult
klassifitseerida kaheks fenotiilibiliselt erinevaks haigusvormiks vastavalt geenidoosi efektile
ja metaboolse defekti raskusastmele. Haigus esineb sagedamini heterosiigootse vormina
pOhjustatuna iihest geenimutatsioonist ning harvemini ja raskema kuluga homosiigootses
olekus tingituna iihe geeni bialleelsest mutatsioonist (tdeline homosiigootsus) voi eri
mutatsioonidest ithes voi kahes erinevas geenis (liitheterostligootsus) (Tada jt., 2011; Cuchel
jt., 2014). Autosoom-dominantselt pdranduv FH on pohiliselt tingitud mutatsioonidest kolmes
erinevas geenis: madala tihedusega lipoproteiini retseptori (low-density lipoprotein receptor —
LDLR), apolipoproteiin B (apolipoprotein B — APOB) vdi proproteiin-konvertaas
subtilisiin/keksiin tiitip 9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 — PCSK9) geenis
(Talmud jt., 2014; Brautbar jt., 2015). Lisaks on kirjeldatud ka leebema kliinilise pildiga
autosoom-retsessiivselt pdranduvat haigusvormi, mis avaldub kahe muteerunud madala
tihedusega lipoproteiini retseptori adaptorvalgu 1 (low density lipoprotein receptor adaptor
protein 1 — LDLRAPI) geeni koopiaga homo- voi liitheterosiigootses olekus (Brautbar jt.,
2015). Ligikaudu 90% juhtudest on FH podhjuseks mutatsioonid LDLR geenis, umbes 5%
juhte on APOB ning <5% PCSK9 ja LDLRAPI1 geenide seoselised (Varret jt., 2008; Hopkins
jt., 2011). Kuigi eelnimetatud ithe geeni muutustel on mérkimisviérne roll FH etioloogias,
juhivad aheldusuuringute tulemused haiguse vdimaliku tekkepdhjusena tidhelepanu ka mitme
erineva geneetilise variatsiooni olemasolule (Goldberg jt., 2011). Seega voib FH lisaks iihe
geeni defektist pohjustatud héiretest olla tingitud ka poliigeensete variantide efektist (Talmud

it., 2013).



Populatsioonipdhistele andmetele toetudes arvatakse, et maailmas on hinnanguliselt 14 kuni
34 miljonit FH-d pddevat indiviidi (Pejic, 2014). Varasemalt on epidemioloogiliste uuringute
tulemusena peetud homosiigootset FH-d vdga harva esinevaks geneetiliseks héireks, mida
diagnoositakse  iildpopulatsioonis  ithel inimesel miljonist. Viimaste tdiustunud
diagnostikameetoditega uuringute kohaselt on selle esinemissagedus aga kordades korgem:
1:300000 (Sjouke jt., 2015). Maérksa levinum on haiguse heterosiigootne vorm, mille
esinemissagedus Pohja-Ameerikas ja Euroopas jddb suurusjirku 1:200-1:300 (Sjouke jt.,
2015; Benn jt., 2016; de Ferranti jt., 2016). Asutajaefekti ja isoleerituse tdttu on FH levimus
korgem afrikandrite (Brink jt., 1987), prantsuse kanadalaste (quebeclaste) (Moorjani jt.,
1989), soomlaste (Vuorio jt., 2001) ja liitbanonlaste hulgas (Lehrman jt., 1987). Afrikandrite
populatsioonis pdeb heterosiigootset haigusvormi hinnanguliselt iiks inimene 70-st (Liyanage

it., 2011).

Vaatamata detailsele geneetilisele ja kliinilisele kirjeldusele ning iiha joudsamalt tdiustuvate
ravimeetodite rakendamisele, on FH kogu maailmas mirkimisvairselt aladiagnoositud ja -
ravitud. Erinevalt Hollandist, kus FH-d pddevate indiviidide tuvastamine on tdnu riikliku
soeluuringuprogrammi rakendamisele oluliselt efektiivsem, on enamikus riikides haigus
diagnoositud vihem kui iihel protsendil elanikkonnast (Nordestgaard jt., 2013). Korrektse ja
Oigeaegse ravi puudumisel on haigetel iildpopulatsiooniga vorreldes 20 korda suurem risk
haigestuda siidame isheemiatdppe ning pooltel mees- ja kolmandikul naissoost FH
patsientidel kujuneb mittefataalne voi fataalne CAD-i tiisistus (dkksurm, miiokardiinfarkt)
enne 50. voi 60. eluaastat (Hopkins jt., 2011; Knowles jt., 2014). CAD-i ja selle tiisistuste
tekke riski on erinevate riskifaktorite (suitsetamine, vihene fiilisiline aktiivsus, hiipertensioon)
mojutamise ja digeaegse medikamentoosse raviga vOimalik méarkimisvairselt edasi liikata.
2013. aastal ldbiviidud metaanaliiiisi kohaselt vihendab primaarne preventsioon statiinidega
CAD-i Kkliinilise avaldumise suhtelist riski 20-40% vorra (Taylor jt., 2013). FH varajane ja
korrektne diagnoosimine ning ravi mddramine vdimaldab margatavalt vdhendada

kardiovaskulaarhaigustest tingitud haigestumist ja suremust kogu maailmas.



1.2 PEREKONDLIKU HUPERKOLESTEROLEEMIA KLIINILISED ASPEKTID

1.2.1 Perekondliku hiiperkolesteroleemia siimptomid

FH diagnoosiga patsientidele on iseloomulik kdrgenenud plasma LDL-kolesterooli tase, mis
voib heterosiligootse haigusvormiga indiviididel kdikuda 190-450 mg/dl (4,9-11,6 mmol/l)
juures voi iile selle ning haigetel homosiigootidel 400-1000 mg/dl (10,3-25,9 mmol/l) piires
(Marks jt., 2003). LDL-kolesterooli taseme tdusuga kaasneb kolesterooli akumuleerumine
perifeersetes kudedes, mistottu esinevad patsientidel reeglina erinevad lipiidiladestuse hiired:
ksantoomid, ksantelasmid ja silma sarvkesta servmine hégusus (Joonis 1) (Brautbar jt., 2015).
Koige tiilipilisem on ksantoomide esinemine kanna- ja sorme sirutajalihase kodlustel,
homosiigootse haigusvormiga indiviididele on iseloomulikud ka kutaansed ksantoomid
kiiinarnukkidel, tuharatel ja pdlvedel (Nemati ja Astaneh, 2010). Vidhem spetsiifilised
siimptomid on kolesterooli ladestused iimber silmalaugude (ksantelasmid) ja silma sarvkesta
(Christoffersen jt., 2011). Kui heterosiigootse haigusvormiga indiviididel ilmnevad FH-le
iseloomulikud kliinilised nédhud alles 30. vdi 40. eluaastates, siis haigetel homosiigootidel
vOib sarnaseid siimptomeid tdheldada juba lapse- vdi noorukieas (Bhatnagar, 2006). Kuna
korgest LDL-kolesterooli tasemest pohjustatud veresoonkonna aterosklerootilised muutused
voivad kliiniliselt avalduda enneaegse CAD-ina, on FH varane avastamine ja diagnoosimine

darmiselt oluline (Yuan jt., 2006).

Joonis 1. FH kliinilised siimptomid. (a) Kannakddluse ksantoom. (b) Ksantelasmid ja silma sarvkesta
servmine hégusus. (¢) Sorme sirutajalihase kdoluse ksantoom (Liyanage jt., 2011).



1.2.2 Perekondliku hiiperkolesteroleemia diagnoosimine

Peamine véljakutse FH diagnostikas on haigusjuhtude Oigeks identifitseerimiseks kdige
efektiivsema ja kulutdhusama sdeluuringu ehk skriiningumeetodi valik (Varghese, 2014).
Jarjepidevat diskussiooni peetakse ka selle iile, kas tulemuslikum oleks skriinida geenide voi
lipiidide suhtes. Teadaolevalt jdib umbes 7% haigetest sdelumise hetkel diagnoosimata, sest
nende lipiidiprofiil on normi piires (Garcia-Garcia jt., 2011). Samas ainult geneetilise info
hindamisel on téheldatud, et ligi 20%-I1 kliinilise diagnoosiga patsientidel, kellel ei esine
mutatsiooni liheski peamises FH tekkega assotsieeruvas geenis, vOib fenotiilip tuleneda
hoopis mitmete korge LDL-kolesterooli tasemega seotud geenimarkerite kumulatiivsest

efektist (Taylor jt., 2010; Hopkins jt., 2011).

1.2.2.1 Kliinilise diagnoosimise kriteeriumid

FH diagnoosimisel kasutatakse peamiselt kolme erinevat kriteeriumipdhist algoritmi, mis
votavad arvesse nii perekondlikku anamneesi, kliiniliste siimptomite olemasolu kui ka
mdddetud lipiidivddrtusi (LISA 1). Neist koige vahemspetsiifilisem on USA-s kasutatav
MEDPED (Make Early Diagnosis to Prevent Early Death) diagnostiline mudel (LISA 1
Tabel 1), mis pohineb ainult {ild- ja LDL-kolesterooli tasemete hindamisel (Williams jt.,
1993; Hovingh jt., 2013). Tépse kliinilise diagnoosi viljaselgitamiseks oleks oluline lisaks
eelmainitud lipiididele moota ka kdrge tihedusega lipoproteiinide (high-density lipoprotein —
HDL), trigliitseriidide ja lipoproteiin(a) [lipoprotein(a) — Lp(a)] tasemeid, sest haigetel on
sageli HDL-partiklite hulk langenud ning Lp(a) kui sdltumatu riskifaktori tase tdusnud,
vorreldes tervete indiviididega (Nenseter jt., 2011). Hollandi Lipiidikliinikute
Koostoovorgustiku (LISA 1 Tabel 2) ja Suurbritannias véljatodtatud Simon Broome’i
diagnostilised juhised (LISA 1 Tabel 3) hdolmavad lisaks kliiniliste tunnuste (vélised
fiitisilised siimptomid ning iild- ja LDL-kolesterooli tase) hindamisele ka patsiendi geneetilist
testimist (Austin jt., 2004; Haase ja Goldberg, 2012). Kui Simon Broome'i kriteeriumide
alusel diagnoositakse patsiendil LDLR, APOB vdi PCSK9 geeni mutatsiooni korral kohe FH,
siis Hollandis kasutatava mudeli kohaselt peab tdidetud olema veel mdni haiguskriteerium
(Austin jt., 2004). Kuna kasutusel olevad diagnostilised juhised ei pdhine indiviidide eksoomi
vOi tdisgenoomi sekveneerimisel, vaid siisteemsel genotiipiseerimisel ja Sangeri
kapillaarsekveneerimisel varem kirjeldatud mutatsioonide suhtes, ei vdimalda praegune

patsientide geneetiline testimine uute variantide avastamist.

10



1.2.2.2 Kaskaadskriining

Kaskaadskriiningu all mdistetakse huvipakkuvat haigust pddeva indiviidi ehk indekspatsiendi
perekonnaliikmete ja ldhisugulaste siistemaatilist identifitseerimist ning kliinilist ja geneetilist
testimist (Sturm, 2014). Sellist 1dhenemist rakendati FH puhul esmakordselt 1994. aastal
Hollandis, mille kdigus tuvastati, et 237 patsiendi 5442-st sugulasest ligi pooled (2039) olid
LDLR geeni mutatsiooni suhtes heterosiigootsed (Schmidt jt., 1996). Lisaks on sarnaseid
kaskaadse testimise programme edukalt kasutatud Islandil (Thorsson jt., 2003), Norras (Leren
jt., 2004), Hispaanias (Pocovi jt., 2004), Walesis (Taylor jt., 2010), Uus-Meremaal (Muir jt.,
2010) ja Austraalias (Bell jt., 2015). Kaskaadskriiningu kdigus moddetakse indekspatsiendi
esimese astme sugulaste lipiidide profiill ning testitakse haigusseoselise mutatsiooni
olemasolu. Uute haigusjuhtude tuvastamisel kontrollitakse ka nende vanemaid ja jéreltulijaid
(Huijgen jt., 2010). Autosoom-dominantse pdrandumise tdttu on esimese astme sugulastel
testitava mutatsiooni leidmise tdendosus 50%, mistottu peetakse kaskaadskriiningut kdige
efektiivsemaks ja kulutdhusamaks vahendiks FH-d pddevate indiviidide identifitseerimiseks

(Ademi jt., 2014).

1.2.3 Perekondliku hiiperkolesteroleemia ravivoimalused

FH diagnoosiga patsientide esimene samm LDL-kolesterooli taseme langetamiseks ning
haiguse leevendamiseks on tervisliku eluviisi harrastamine (tasakaalustatud ja mitmekiilgne
toitumine, regulaarne kehaline aktiivsus, mittesuitsetamine) (Catapano jt., 2011; Watts jt.,
2014). Vaatamata oluliste korrektuuride sisseviimisele elustiilis, ei suudeta iiksnes nende
muutustega saavutada haigete LDL-kolesterooli taseme piisavalt drastilist vdhenemist,
mistottu on samaaegselt vajalik ka lipiidide taset alandavate ravimite manustamine (Klose jt.,

2014).

1.2.3.1 Statiinid

Ameerika Siidameassotsiatsiooni ja Ameerika Kardioloogide Kolledzi juhiste kohaselt
kvalifitseeruvad intensiivsele ravile koik indiviidid, kelle LDL-kolesterooli tase on >190
mg/dl (Stone jt., 2013). Kaasaegne farmakoteraapia vdimaldab heterosiigootse FH-ga
patsientidel tildjuhul saavutada soovitud LDL-kolesterooli taset, kuid haigete homostigootide
ravi on jitkuvalt problemaatiline (Marais, 2004). Lipiidide taset alandavatest ravimitest on

koige laialdasemat kasutust leidnud statiinid (néiteks atorvastatiin, rosuvastatiin, pitavastatiin
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ja simvastatiin), mis vdimaldavad LDL-kolesterooli taset langetada 55-60% (Stein jt., 2003;
Watts jt., 2014). Statiinide toimemehhanism pohineb kolesterooli siinteesiraja votmeenstitimi
5-hiidroksii-3-metiiiilglutariiiil-koenstiim A (3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A —
HMG-CoA) reduktaasi inhibeerimisel. Strukturaalne sarnasus statiinide ja HMG-CoA
molekuli vahel voimaldab statiinidel seonduda eelmainitud ensiilimiga ning seelébi blokeerida
kolesterooli moodustumist maksas (Endo, 1992). Kolesterooli tootmise pérssimine
kompenseeritakse LDL-retseptorite lilesreguleerimisega, mis omakorda vdhendab plasma
LDL-kolesterooli taset (Marais, 2004). Kuna homosiigootse FH-ga patsientidel on LDL-
retseptor mittefunktsionaalne voi puudub, siis on statiinide mdju nende indiviidide LDL-

kolesterooli tasemele minimaalne (Varghese, 2014).

FH diagnoosiga patsientide ravi peamiseks eesmérgiks on vdhendada kardiovaskulaarsete
tiisistuste tekke riski varase sekkumise kaudu (Vogt, 2015). Sellest ldhtuvalt on Euroopas
heterosiigootse haigusvormiga patsientidel lubatud statiinide manustamine alates 6.-10.
eluaastast ning homostigootse FH-ga indiviididel veelgi varem (Reiner, 2014; Wiegman jt.,
2015). Kuigi statiinravi peetakse iildiselt ohutuks ja histi talutavaks, kaasnevad osal haigetest
korvaltoimed, niiteks lihase funktsioonihdired, suurenenud maksaensiilimide aktiivsus ja
korgem diabeedi tekke risk (Klose jt., 2014). Mitmete uuringute tulemusena on leitud, et
SLCOIBI geeni poliimorfismiga patsientidel vOib simvastatiini tarbimine suurendada

miiopaatia tekke riski (SEARCH Collaborative Group jt., 2008; Voora jt., 2009).

Statiini monoteraapia ei voimalda sageli FH-d pddevate indiviidide, peamiselt haigete
homosiigootide LDL-kolesterooli taset normaliseerida, mistdttu tohusama ravitulemuse
saavutamiseks on FH diagnoosiga patsientidel soovitatav statiine manustada kombineerituna
teiste lipiidide taset alandavate ravimite, nditeks esetimiibi, sapphapete sekvestrantide voi
niatsiiniga (Goldberg jt., 2011). Kombineeritud ravi vdimaldab LDL-kolesterooli taset
tdiendavalt 20-30% vdhendada (van der Graaf jt., 2008). Esetimiib, mis lokaliseerub
peensoole hattudele, blokeerib kolesterooli imendumist peensoolest, vihendades seeldbi veres
ringleva iild- ja LDL-kolesterooli hulka (Couture ja Lamarche, 2013). Sapphapete
sekvestrandid suurendavad kolesterooli konversiooni sapphapeteks, kahandades seega maksa
kolesterooli taset, mis viib LDL-retseptorite iilesreguleerimisele (Varghese, 2014). Niatsiin
alandab lisaks LDL-kolesteroolile ka Lp(a) ja trigliitseriidide taset ning suurendab HDL-
kolesterooli hulka (Nordestgaard jt., 2010).
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1.2.3.2 LDL-aferees

LDL-aferees, mida rakendati kliinilises praktikas esmakordselt 35 aastat tagasi, on tShus
meetod FH raskete vormide raviks (Stoffel jt., 1981). Eestis viidi esimene sellelaadne
protseduur 14bi 2003. aastal (Viigimaa ja Vilkmann, 2006). LDL-afereesi vajavad peamiselt
homosiigootse FH-ga patsiendid, aga ka raske heterosiigootse haigusvormiga indiviidid, kelle
LDL-kolesterooli taset ei dnnestu normaliseerida dieedi ja medikamentoosse raviga (Pijlman
jt., 2010). Nimetatud meetod vOimaldab kehavilisest vereringest tahke kandja (nditeks
dekstraansulfaadi voi hepariini) abil selektiivselt eemaldada LDL-partikleid (Lee jt., 2011).
Kuigi kohe pérast esimest protseduuri langeb patsiendi LDL-kolesterooli tase umbes 60-70%,
saavutab see reeglina paari nidala jooksul oma esialgse véértuse, mistottu on vajalik afereesi
regulaarne teostamine (Sniderman jt., 2014). LDL-afereesiga kaasnevad korvaltoimed, néiteks
hiipotensioon, iiveldus, peavalu, aneemia, valu rinnus ja siidame riitmihdired, on pigem
harvaesinevad ja iseloomulikud vaid 3% patsientidele (Hovingh jt., 2013; Stefanutti ja Julius,
2013). Vaatamata LDL-afereesi efektiivsusele FH ravis, ei ole vastav meetod kliinilises

praktikas raha- ja ajakulukuse tottu viga laialdaselt kasutatav (Varghese, 2014).

1.2.3.3 Uudsed ravisuunad

Lipiidide taset alandavate ravimite talumatuse ja ebapiisava efektiivsuse ning LDL-afereesi
piiratud kasutamise tottu on viimastel aastatel hakatud iiha rohkem tidhelepanu podrama uute
FH ravivoimaluste véljatootamisele (Klose jt., 2014). Homosiigootse haigusvormiga
patsientidele suunatud ravimid lomitapiid ja mipomerseen said Ameerika Toidu- ja
Ravimiameti (Food and Drug Administration — FDA) poolt kasutusloa vastavalt 2012. ja
2013. aastal (Pejic, 2014). Euroopa Meditsiini Agentuur on heaks kiitnud lomitapiidi, kuid
mitte mipomerseeni kasutamise (Vogt, 2015). 2015. aastal 10ppesid III faasi kliinilised
uuringud PCSK9 inhibiitorite alirokumaabi ja evolokumaabiga, mis on samuti FDA poolt

turule lubatud (Robinson jt., 2015; Sabatine jt., 2015).

Lomitapiid on suukaudne ravim, mis inhibeerib viga madala tihedusega lipoproteiini (very-
low-density lipoprotein — VLDL) partikli siinteesimiseks vajalikku mikrosomaalset
trigliitseriidide iilekandevalku (microsomal triglyceride transfer protein — MTP) (Pejic,
2014). MTP pérssimisega kaasneb VLDL assambleerimise hdirumine maksas ning VLDL
kontsentratsiooni ja LDL-kolesterooli taseme alanemine plasmas (Cuchel jt., 2007).

Parentaalselt manustatava antisense oligonukleotiidi mipomerseeni toimemehhanism pdhineb
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ApoB mRNA-le seondumisel ja seeldbi ApoB wvalgu siinteesi inhibeerimisel. ApoB
puudumine pérsib VLDL-partiklite tootmist, pdhjustades LDL-kolesterooli taseme languse
plasmas (Pejic, 2014). Lomitapiidi ja mipomerseeni manustamisest tingitud
aminotransferaaside aktiivsuse tdusu ja rasva akumuleerumise tottu maksas on nende ravimite
kasutamine praktikas hoolika jdlgimise all (Rader ja Kastelein, 2014). Uudse ravisuunana on
spetsialistide hulgas palju koneainet pakkunud ka LDLR-i aktiivsust reguleeriva valgu
PCSK9 inhibeerimine (Stein ja Swergold, 2013). PCSK9 seondub LDLR-iga ja soodustab
selle degradatsiooni maksas, mille tulemusena tduseb mérgatavalt LDL-kolesterooli tase veres
(Horton jt., 2009). PCSK9 geeni funktsioonikaoga mutatsiooni kandjatel esineb aga madalam
LDL-kolesterooli tase ja oluliselt vdiksem risk kardiovaskulaarsete tiisistuste tekkeks (Cohen
jt., 2006). Sellest ldhtuvalt on mitmete uuringute tulemusena néidatud, et PCSK9
inhibeerimine omab positiivset efekti FH ravis (Raal jt., 2012; Stein jt., 2012; Raal jt., 2015).
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1.3 PEREKONDLIKU HUPERKOLESTEROLEEMIA MOLEKULAARSED JA
GENEETILISED ASPEKTID

1.3.1 Kolesterooli transport ja metabolism

Organismis leiduv kolesterool kantakse vereringes peamiselt LDL- ja HDL-partiklite
koosseisus. Maksas siinteesitav kolesterool transporditakse erinevatesse kehaosadesse LDL-
partiklite koostises ning iileliigne vdi kasutamata jddnud kolesterool kantakse HDL-partiklite
koosseisus omakorda perifeersetest kudedest tagasi maksa, kus seda kasutatakse
metaboliseerimise jirel sapphapete siinteesiks (Kwiterovich, 2000). Kui LDL-partiklitega
transporditav  kolesterool vOib hakata ladestuma arterite siseseinale, soodustades
ateroskleroosi teket, siis korget HDL-kolesterooli taset seostatakse vihenenud CAD-i tekke

riskiga (Goldstein ja Brown, 1975; Asztalos, 2004).

Umbes 70% organismis olevast kolesteroolist, mis silinteesitakse kehaomaselt maksas, esineb
LDL-partiklite koostises (Myant, 1973; Brown ja Goldstein, 1979). 1/3 LDL-partiklitest
eritatakse otse maksast vereringesse ning 2/3 tekib VLDL konversioonil (Rudel jt., 1986).
VLDL-partiklites sisalduvate trigliitseriidide hiidroliilisil tekivad vahepealse tihedusega
lipoproteiinid (intermediate-density lipoprotein — IDL). Maksa kaudu eemaldatakse plasmast
teatud osa tekkinud IDL-molekule ning allesjddnud osakesed ldbivad edasise hiidroliiiisi ja

muutuvad LDL-partikliteks (Havel, 1984).

LDL-kolesterooli metaboliseerumine toimub LDL-retseptorite vahendatud raja kaudu, mille
kdigus LDLR interakteerub LDL-partikli koostises oleva ApoB molekuliga (Joonis 2) (Brown
ja Goldstein, 1979). Retseptor-ligand kompleksi moodustumise jérel klasterduvad LDLR-
molekulid rakumembraanil klatriiniga kaetud lohkudesse, mille kaudu internaliseeritakse
tekkinud kompleks endotsiitoosi teel rakku. Internalisatsioonil on oluline roll LDLRAPI
valgul, mis vastutab LDLR-i korrektse paigutumise eest kaetud lohku (Sniderman jt., 2014).
Kergelt happeline keskkond endosoomis pdohjustab retseptor-ligand  kompleksi
dissotsiatsiooni. ~ Kompleksist ~ vabanenud = LDL-molekulid 1dbivad  liisosomaalse
degradatsiooni ning vabanenud kolesterool mdjutab HMG-CoA reduktaasi tagasisidestusliku
regulatsiooni kaudu maksasisest kolesterooli siinteesi (Goldstein jt., 1979; Brown jt., 1983).
Ligandi kiiljest dissotsieerunud LDLR retsiikleerub tagasi raku pinnale, voimaldades jairgmise
LDL-molekuli kinnipiitidmist ja tekkinud kompleksi internaliseerumist rakku. Ekso- voi

endogeense PCSK9 seondumise korral suunatakse LDLR liisosomaalsesse degradatsiooni.
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Mutatsioonide tottu LDLR, APOB, PCSK9 voi LDLRAPI geenis on iileliigse LDL-

kolesterooli eemaldamine organismist hiiritud (Brautbar jt., 2015).
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Joonis 2. LDL-partiklite eemaldamine LDL-retseptori vahendatud raja kaudu ning LDLR, APOB,
PCSKY9 ja LDLRAPI geeni mutatsioonide mdju LDL-retseptori bioloogilise raja molekulaarsele
mehhanismile. (a) LDLR on kinnitunud raku plasmamembraanile. (b) Normaalse LDL-kolesterooli
omastamise korral toimub LDL-partikli koostises oleva ApoB ja rakupinnal ekspresseeruva LDLR-i
omavaheline interaktsioon. Retseptor-ligand kompleksi moodustumisele jargneb LDLRAP1 valgu
poolt vahendatud lokalisatsioon klatriiniga kaetud lohkudesse ja internaliseerumine rakku retseptor-
vahendatud endotsiitoosi kaudu. Kompleksi dissotsiatsioon endosoomis vdimaldab LDLR-i
retstikleerumist rakupinnale ja LDL-partikli lagundamist liisosoomis. (c) LDLR v3i APOB geeni
mutatsioonide korral on retseptor-ligand kompleksi moodustumine héiritud, mistdttu ei toimu iileliigse
LDL-kolesterooli eemaldamist vereringest. (d) LDLRAPI geeni mutatsioonide puhul toimub kiill
ligandi seondumine retseptorile, kuid vastava kompleksi internaliseerumine on héiritud. (e) PCSK9
geeni uudikfunktsiooniga mutatsioonide tagajdrjel sageneb PCSK9 seondumine retseptorile,
pohjustades suurenenud LDLR-i degradatsiooni. Golgi kompleksis protsessitud PCSK9
sekreteeritakse raku sisemusse voi rakust vélja. Lithendid: ApoB — apolipoproteiin B; LDL — madala
tihedusega lipoproteiin; LDLR — madala tihedusega lipoproteiini retseptor; LDLRAP1 — madala
tihedusega lipoproteiini retseptori adaptorvalk 1; PCSK9 — proproteiin-konvertaas subtilisiin/keksiin
tiilip 9 (Brautbar jt., 2015, kohandatud).
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1.3.2 Perekondliku hiiperkolesteroleemia geneetiline etioloogia

Enamikul juhtudel on FH pdhjuseks jargmised molekulaarsed defektid:
* suured imberkorraldused, deletsioonid, insertsioonid, missenss- ja
nonsenssmutatsioonid LDLR geenis, mis mdjutavad retseptori funktsiooni;
* mutatsioonid APOB geenis, mis mdjutavad ligandi LDLR-i dratundmist;
* uudikfunktsiooniga mutatsioonid PCSK9 geenis, mis vdhendavad LDLR-i hulka
maksaraku pinnal;
* mutatsioonid LDLRAPI geenis, mis pdohjustavad LDLR-i vale paigutumise maksaraku

membraanile (Sniderman jt., 2014).

1.3.2.1 LDLR

LDLR-i ja selle defektide avastamine on vdimaldanud oluliselt paremini modista FH
geneetilist tagapdhja ning patofiisioloogilisi mehhanisme (Brown ja Goldstein, 1986).
Kromosoomi 19p13.2 lookuses asuv 45 kilobaasi (kilobase — kb) suurune LDLR geen, mis
sisaldab 18 eksonit ja 17 intronit, kodeerib 860 aminohappe pikkust valku (Leigh jt., 2008).
LDLR valgu koosseisu kuulub 21 aminohappe pikkune signaalpeptiid ning viis domeeni:
ligandi siduv tsiisteiini rikaste kordustega domeen, epidermaalse kasvufaktori (epidermal
growth factor — EGF) prekursori sarnane domeen, O-seotud suhkruid sisaldav domeen,
transmembraanne domeen ja tsiitoplasmaatiline saba (Joonis 3) (Soutar ja Naoumova, 2007).
LDLR-i peamiseks funktsiooniks on vdhendada LDL-kolesterooli tootmist, suurendades
prekursormolekuli ehk IDL-i v6i LDL-partikli eemaldamist vereringest. LDLR on rakupinna
retseptor, mis omab kdorget afiinsust LDL-partiklile seondumisel, vdimaldades retseptor-
ligand kompleksi moodustumist ja internaliseerumist rakku retseptor-vahendatud endotsiitoosi
kaudu. Kompleksi dissotsieerumise jirel endosoomis suunatakse LDLR tagasi rakupinnale
ning LDL-molekulid lagundatakse liisosoomis. Vabanenud kolesterool alandab negatiivse
tagasiside kaudu HMG-CoA ekspressioonitaset, mis viib kolesterooli siinteesi vdhenemisele

(Goldstein ja Brown, 2009).
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Joonis 3. LDLR geeni ja valgu ehitus. LDLR geen koosneb 18 eksonist, mis on joonisel téhistatud
plstkriipsudega. LDLR geeni poolt kodeeritav 860 aminohappe pikkune LDLR valk koosneb
signaalpeptiidist ja viiest domeenist: ligandi siduv domeen, EGF-prekursori sarnane domeen, O-seotud
suhkruid sisaldav domeen, transmembraanne domeen ja tsiitoplasmaatiline saba. Lithendid: EGF —
epidermaalne kasvufaktor; LDLR — madala tihedusega lipoproteiini retseptor (Soutar ja Naoumova,
2007, kohandatud).

Mutatsioonid LDLR geenis on peamiseks FH tekkepdhjuseks. Erinevates andmebaasides on
kokku raporteeritud iile 1700 LDLR-i mutatsiooni, mille hulka kuuluvad nii suured
iimberkorraldused, iihe aminohappe asendused kui ka viiksemad deletsioonid ja
insertsioonid'*~ (Heath jt., 2001). Lihtsustatult vdib LDLR geeni mutatsioonid jagada kaheks:
LDLR-puudulikud mutatsioonid, mille korral retseptorvalku ei siinteesita iildse, ning LDLR-
defektsed mutatsioonid, mis pdhjustavad héireid niiteks ligandi seondumisel retseptoriga
(Gidding jt., 2015). FH-d pdhjustavad mutatsioonid LDLR geenis on viga heterogeensed ning
jaotunud {ihtlaselt iile kogu geeni (Usifo jt., 2012). LDLR geeni mutatsioonid voib
klassifitseerida kuude klassi:

e klass 1 —retseptori voi prekursorvalgu puudulik siintees;

* klass 2 — héirunud retseptorvalgu formeerumine;

* klass 3 — hdirunud LDL-partikli seondumine;

* klass 4 — hdirunud retseptorkompleksi internalisatsioon;

* klass 5 —retsiikleerumata retseptorite lagundamine;

* klass 6 — héirunud retseptorite suunamine rakumembraanile (Gidding jt., 2015).

Klass 1 mutatsioonid on FH patsientide seas sagedased ning neid seostatatakse vidga korge
LDL-kolesterooli tasemega. Laia molekulaarset mitmekesisust omavate mutatsioonide
tulemusena vOib olla hdiritud nii transkriptsiooniprotsess, mRNA splaissimine kui ka
retseptori  korrektne assambleerimine vOi esineda enneaegne stoppkoodon. Klass 2

mutatsioonid jagatakse omakorda kaheks soltuvalt sellest, kas valesti kokkupakitud valgud

"http://www.ucl.ac.uk/ldlr
? https://grenada.lume.nl/LOVD2/UCL-Heart/home.php?select_db=LDLR
? http://www .ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=familial+hypercholesterolemia
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transporditakse endoplasmaatilisest retiikulumist (endoplasmic reticulum — ER) Golgi
kompleksi voi séilitatakse kérbitud kujul ER-is kuni lagundamiseni. Kuigi klass 3
mutatsioonide puhul toimub korrektne retseptorite siintees, translatsioon ja transport raku
pinnale, on seondumisdomeenis esinevate muutuste tdttu hdiritud LDL-partikli kinnitumine
retseptorile. Klass 4 mutatsioonide korral takistavad muutused retseptorvalgu C-terminuses
nende klasterdumist kaetud lohkudesse, mistottu LDL-LDLR kompleksi internaliseerumist ei
toimu. Kdoik klass 5 mutatsioonid on lokaliseerunud LDLR valgu EGF-prekursori sarnases
domeenis, mis osaleb retseptor-ligand kompleksi dissotsiatsioonil endosoomis. Domeeni
deleteerumise tagajirjel jaéb retseptor endosoomidesse 10ksu, mistdttu see suunatakse kiirelt
lagundamisse (Hobbs jt., 1990; Hobbs jt., 1992; Gidding jt., 2015). Ka klass 6 mutatsioonide
tulemusena toimub retseptori lagundamine, sest muutuste tdttu valgu tsiitoplasmaatilises

sabas ei ole LDLR voimeline litkuma rakumembraanile (Koivisto jt., 2001).

1.3.2.2 APOB

Kuigi juba 1980. aastate 10pus tidheldati moningatel funktsionaalse LDLR-iga FH-d pddevatel
indiviididel hiireid LDL-partikli seondumisel LDLR-iga, ei suudetud APOB geeni
poliimorfse olemuse tdttu kuni 1990. aastani tuvastada iihtki haigusseoselist mutatsiooni
(Innerarity jt., 1987; Innerarity jt., 1990). Kromosoomi 2p24.1 lookuses paiknev 42 kb
suurune APOB geen, mille koosseisu kuulub 29 eksonit ja 28 intronit, kodeerib kahe
isovormiga ApoB valku. LDL-partiklites sisalduv 4563 aminohappe pikkune apolipoproteiin
B-100 (apolipoprotein B-100 — ApoB-100) koosneb neljast domeenist ning seda
ekspresseeritakse maksas. Seevastu apolipoproteiini B-48, mis moodustab 48% tdispikast
ApoB100-st, siinteesitakse peensooles (Whitfield jt., 2004). APOB geeni mutatsioonidest
tingitud FH-d nimetatakse ApoB-100 perekondlikuks defektiks (familial defective ApoB-100
— FDB). Vorreldes LDLR geeniga, mida iseloomustab lai patogeensete variantide
mitmekesisus, on APOB geenis tuvastatud iiksikud enamasti 26. eksonit mdjutavad
mutatsioonid. Koige enam esineb mutatsioone aminohappe 3527. positsioonis, mis
pohjustavad héireid valgu kokkupakkimisel (Borén jt., 2001). ApoB valk on LDLR-i ligand,
mis vdimaldab LDL-partiklil seonduda oma retseptorile. Mutatsioonide tottu 4POB geenis
langeb valgu sidumisafiinsus, soodustades omakorda kdrgenenud LDL-kolesterooli taset
(Innerarity jt., 1990; Borén jt., 2001). Mutantse APOB alleeli mittetéielikust penetrantsusest
tingituna esineb FDB patsientidel leebema kliinilise pildiga haigusvorm kui indiviididel,
kellel on FH pohjuseks mutatsioonid LDLR geenis (Vrablik jt., 2001). Kuna praegu
kasutatavad APOB geeni mutatsioone tuvastavad kliinilised testid keskenduvad peamiselt 26.
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eksonis tekkivatele muutustele, voib APOB geeni tdieliku jirjestuse analiilis voimaldada uute

harvade haiguspohjuslike variantide leidmist.

1.3.2.3 PCSK9

Mutatsioonid PCSK9 geenis on Tliheks autosoom-dominantse hiiperkolesteroleemia
tekkepdhjuseks. 25 kb suurune PCSK9 geen, mis sisaldab 12 eksonit ja kodeerib 692
aminohappe pikkust valku, koosneb kolmest domeenist: prodomeen, kataliiiitiline ja C-
terminaalne domeen (Pandit jt., 2008; Cariou jt., 2011). Kromosoomi 1p32.3 lookuses asuva
PCSK9 geeni poolt kodeeritav valk on vdimeline seonduma LDLR-iga ja juhtima tekkinud
kompleksi liisosomaalsesse degradatsiooni. Selle tulemusena vdheneb LDLR-i hulk
maksaraku pinnal ning LDL-partiklite eemaldamine vereringest. Esimest korda seostati FH
teket PCSK9 geeni muutustega 2003. aastal, kui vastavas geenis tuvastati kaks
uudikfunktsiooniga mutatsiooni, mis pdhjustasid suurenenud LDL-kolesterooli taset
(Abifadel jt., 2003). Seevastu funktsioonikaoga mutatsioonid PCSK9 geenis on seotud hoopis
korgema LDLR ekspressioonitasemega rakupinnal ning seeldbi madalama LDL-kolesterooli
tasemega, mistottu neid mutatsioone kandvatel indiviididel on CAD-i tekke risk oluliselt
vihenenud (Cohen jt., 2006; Zhao jt., 2006). Eelmainitud teadmine on aidanud oluliselt kaasa
PCSKO9 inhibiitorite kui uue FH ravimeetodi viljatodtamisele ja turuletoomisele (Robinson jt.,

2015; Sabatine jt., 2015).

PCSKO9 on seriini endoproteaas, mida siinteesitakse peamiselt maksas, kuid ekspresseeritakse
madalal tasemel ka soolestikus, neerudes ja ajus (Seidah jt., 2003). Vastvalminud PCSK9
labib ER-i luumenis autokataliiiitilise 10hustumise, vabastades N-terminaalse prodomeeni
segmendi. Viimane assotsieerub mittekovalentselt kataliilitilise ja C-terminaalse domeeniga
ning toimib kataliiiitilise saidi inhibiitorina (Seidah jt., 2013). Erinevalt teistest proproteiin-
konvertaasi perekonda kuuluvatest valkudest ei 1dbi PCSK9 prodomeen teist 1dhustumist, vaid
sdilib intakse ja tihedalt seotuna kataliiiitilises saidis, véltides substraadi juurdepdisu
(Cunningham jt., 2007). PCSK9 poolt suunatud LDLR-i degradatsioon vdib toimuda nii intra-
kui ekstratsellulaarse raja kaudu (Joonis 4). Rakusiseselt voib dsjasiinteesitud ja autokataliiiisi
labinud PCSK9 seonduda LDLR-iga, misjdrel juhitakse vastav kompleks trans-Golgi
vorgustikust liisosomaalsesse lagundamisse (Poirier jt., 2009). Alternatiivse variandina
seondub sekreteeritud PCSK9 raku pinnal LDLR-i EGF-prekursori sarnase domeeniga
(Zhang jt., 2007). Tekkinud kompleks internaliseeritakse endotsiitoosi teel rakku ning PCSK9
signaali tulemusena lagundatakse kdik kompleksi komponendid liisosoomis (Zhang jt., 2008).

20



(a) (b) ~
LDLR ﬂ_ ﬂ

iL DLRAPY ;

Retseptori l
retsiiklisat- . . & Degradatsioon
sioon
‘_.'l & .ﬁ.-\
— @ =, Mas
Endosoom T - LDLR
© 4 P 4

=
’)—}/
-_' S5 7 >
- PCSK9
ER

Golgi

Joonis 4. PCSK9 toimemehhanism. (a) Normaalse LDL-kolesterooli omastamise korral
internaliseeritakse retseptor-ligand kompleks endotsiitoosi teel rakku, kus vabanenud retseptor
retsiikleeritakse tagasi rakupinnale ning LDL-partikkel lagundatakse liisosoomis. (b) Sekreteeritud
PCSK9 seondub ekstratsellulaarselt rakupinnal ekspresseeruva LDLR-iga ning tekkinud kompleks
internaliseeritakse endotsiitoosi teel rakku ja lagundatakse liisosoomis. (c) Siinteesitud ja
autokataliiiitiliselt 16hustatud PCSK9 seondub intratsellulaarselt LDLR-iga ning vastav kompleks
suunatakse Golgi kompleksist liisosomaalsesse lagundamisse. Lithendid: ER — endoplasmaatiline
retilkkulum; LDL — madala tihedusega lipoproteiin; LDLR — LDL-retseptor; LDLRAP1 — madala
tihedusega lipoproteiini retseptori adaptorvalk 1; PCSK9 — proproteiin-konvertaas subtilisiin/keksiin
titip 9 (Akram jt., 2010, kohandatud).

1.3.2.4 LDLRAPI

Lisaks muutustele LDLR, APOB ja PCSK9 geenides voib FH olla pdhjustatud ka
funktsioonikaoga mutatsioonidest LDLRAPI geeni mdlemas koopias (Brautbar jt., 2015).
Juba 1964. aastal publitseeritud FH geneetikat kirjeldavas t66s mérkis A.K. Khachadurian, et
véihestel juhtudel on haigusele iseloomulik retsessiivne parandumismuster (Khachadurian,
1964).  Edaspidi  hakati  vastavat  hdiret = nimetama  autosoom-retsessiivseks
hiiperkolesteroleemiaks (autosomal recessive hypercholesterolemia — ARH), et seda eristada
LDLR geeni mutatsioonidest pdhjustatud FH-st (Soutar jt., 2003). Kuigi iildiselt on ARH véga
harva esinev geneetiline hiire, mida pdeb hinnanguliselt {iks inimene viiest miljonist, on
Sardiinias haiguse esinemissagedus tingituna asutajaefektist, geograafilisest isoleeritusest ja
veresugulusest 1:40000 (Rader jt., 2003; Filigheddu jt., 2009). Kliiniliselt sarnaneb ARH
LDLR geeni mutatsioonidest pdhjustatud autosoom-dominantselt pdranduva homosiigootse
FH-ga, kuid on monevdrra leebemate siimptomitega (madalam {ild- ja LDL-kolesterooli tase

ning kdrgem HDL-kolesterooli hulk) (Pisciotta jt., 2006; Soutar ja Naoumova, 2007). Uhelgi
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alla 20-aastasel ARH-i patsiendil ei ole kirjeldatud CAD-i esinemist, seevastu autosoom-
dominantse parandumismustriga homosiigootset FH-d pddevate indiviidide hulgas ilmneb

CAD enne 20. eluaastat enam kui 40% haigetest (Pisciotta jt., 2006).

Kromosoomi 1p36.11 lookuses asuv 25 kb suurune LDLRAPI geen kodeerib 308 aminohappe
pikkust valku, mille {ilesandeks on hdlbustada klatriin-vahendatud retseptor-ligand kompleksi
internalisatsiooni maksarakkudesse (Garuti jt., 2005; Pisciotta jt., 2006). LDLRAP1 seondub
LDLR-i tsilitoplasmaatilise saba, fosfolipiidide, klatriini ja adaptorvalk 2-ga. LDLRAPI
fosfotiirosiini siduva domeeni ja LDLR-i tsiitoplasmaatilises sabas oleva NPXY (Asparagiin-
Proliin-X-Tiirosiin) konsensusjdrjestuse vaheline interaktsioon on vajalik LDLR-LDL
kompleksi internaliseerumiseks rakku (Garcia jt., 2001). LDLRAPI geeni mutatsioonide tottu
on retseptor-ligand kompleksi endotsiitoos rakku takistatud, mistdttu ARH-i patsientidele on
iseloomulik suurenenud LDL-kolesterooli tase (Soutar jt., 2003). Seega ARH-i puhul
produtseeritakse kiill korrektne LDLR valk, kuid selle internaliseerumine pole vdimalik,

mistottu liigse LDL-kolesterooli eemaldamine on héiritud (Norman jt., 1999).

1.3.3 Perekondliku hiiperkolesteroleemia geneetilise etioloogia eripira: mittetiielik
penetrantsus, poliigeensus, uued geenivariandid

Penetrantsus on defineeritud kui sagedus protsentides, millega konkreetne genotiilip avaldub
selle kandjate fenotiilibis. Kui tdieliku penetrantsuse puhul esineb kdigil haigusseoselise
mutatsiooni kandjatel vastav mutantne tunnus, siis mittetdieliku vdi vihenenud penetrantsuse
korral ainult teatud osal vastava genotiiiibiga indiviididest (Cooper ja Krawczak, 2013).
Téiustunud molekulaargeneetika meetodite rakendamine on vdimaldanud selgitada osalise
penetrantsuse geneetilist tagapdhja ja potentsiaalseid mehhanisme: erinev mutatsioonitiiiip
(Austin jt., 2009), geeniekspressiooni alleelne variatsioon (Gershoni-Baruch jt., 2002),
epigeneetilised faktorid (Robinson jt., 2009), geenide ja keskkonna koosmdju (Kilpelainen jt.,
2011), indiviidide sooline ja vanuseline erinevus (Page jt., 2012), modifikaatorgeenide (Daw
jt., 2007), koopiaarvu (Carvalho jt., 2012) voi iihenukleotiidsete variatsioonide (single
nucleotide variation — SNV) (Snozek jt., 2009) esinemine. Kuigi enamasti on FH-le omane
korge penetrantsus (iile 90%), esineb osal patogeense mutatsiooni kandjatest tervetele
indiviididele iseloomulik LDL-kolesterooli tase (Pimstone jt., 1998; Fahed ja Nemer, 2011).
2011. aastal labiviidud uuringus, kus osales 215 indiviidi 24-st perekonnast, tuvastati 97-1 FH-
d pdhjustav mutatsioon LDLR vdi APOB geenis. Haiguspohjusliku mutatsiooni kandjate

hulgas esines 7 patsienti, kelle lipiidiprofiil oli normi piires, pohjustades konkreetse fenotiiiibi
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avaldumise supressiooni (Garcia-Garcia jt., 2011). Veelgi hiljutisema uuringu kéigus tuvastati
aga 44 patogeense mutatsiooni kandjat 164 patsiendi seast (27%), kelle LDL-kolesterooli tase
oli alla 130 mg/dl (Khera jt., 2016). Haiguse mittetdieliku penetrantsuse tépsemaks
hindamiseks tuleks rohkem tdhelepanu poorata geneetilise testimise vajalikkusele

perekondades.

Vastupidiselt eelmainitule v3ib esineda ka juhte, kus kliinilise diagnoosiga FH patsientidel ei
tuvastata mutatsiooni LDLR, APOB, PCSKY9 ega LDLRAPI geenis. See voib viidata haiguse
ithe voimaliku tekkepdhjusena hoopis poliigeense efekti esinemisele. Védga kdrge LDL-
kolesterooli vairtuse, kuid identifitseerimata haiguspdhjusliku mutatsiooniga patsientidel voib
esineda keskmisest suurem hulk viikese efektiga suurenenud lipiiditasemega seotud
geneetilisi variante (Talmud jt., 2013). Korge plasma LDL-kolesterooli kontsentratsiooniga
seotud lihenukleotiidsete poliimorfismide pdhjal arvutatud riskiskooride tododes on ndidatud,
et kliinilise diagnoosiga FH patsientidel, kellel ei detekteerita haigust pohjustavat mutatsiooni,
esineb vorreldes iildpopulatsiooniga oluliselt kdrgem LDL-kolesterooli geneetiline riskiskoor

(Talmud jt., 2013; Futema jt., 2015).

Lisaks voib haiguse esinemine olla seotud mutatsioonidega mones seni tuvastamata FH
tekkega assotsieeruvas geenis (Talmud jt., 2013). Nende indiviidide puhul, kellel ei ole leitud
mutatsiooni tiheski peamises FH kujunemisega seotud geenis, on rakendatud kogu eksoomi
sekveneerimist, mille tulemusena on identifitseeritud potentsiaalsed FH-d pdhjustavad
kandidaatgeenid, sealhulgas STAPI, CH25H ja INSIG2 (Fouchier jt., 2014; Futema jt., 2014;
Brenne jt., 2016). Nimetatud geenide ja geenivariantide roll FH kontekstis vajab veel

selgitamist.

Mendeliaalse pdrandumise korral on nididatud, et harvad regulatoorsed variandid
mittekodeerivas alas voivad samuti vastutada monogeensete haiguste tekkemehhanismi eest
voi geneetilise modifikaatorina mdjutada patogeensete variantide penetrantsust voi haiguse
ekspressiivsust (Weatherall, 2001; Gu jt., 2009, Sankaran jt., 2010). Niiteks on mitmeid
geneetilisi poliimorfisme B-globiini geeni promootori TATA-jirjestuses seostatud [3-
talasseemia tekkega (Savinkova jt., 2009). Ka FH patsientide puhul on varasemalt kirjeldatud
promootorregiooni ja 5' mittetransleeritud ala variantide kausaalset mdju (De Castro-Oros jt.,
2011). Seega on FH kontekstis oluline lisaks genoomi kodeerivale alale uurida ka

mittekodeerivate regulatoorsete variantide potentsiaalset haiguspohjuslikku efekti.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 TOO EESMARK

Lihtuvalt asjaolust, et varasemalt ei ole FH kontekstis regulatoorses alas esinevate
genoomsete variantide tuvastamisele ning nende vdimaliku haiguspdhjusliku efekti
hindamisele pohjalikult keskendutud, oli kidesoleva magistritoo praktilise osa eesmérgiks leida
potentsiaalsed FH kujunemisega assotsieeruvad regulatoorsed variandid Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu (TU EGV) geenidoonorite kogu genoomi sekveneerimise (whole-genome

sequencing — WGS) teel saadud jérjestustest.

2.2 MATERJALID JA METOODIKA
2.2.1 Valim

Uurimus pdhines TU EGV geenidoonoritel, kes on biopangaga liitunud iile kogu Eesti.
Analiitiside ldbiviimiseks kasutati iilegenoomselt sekveneeritud geenidoonorite DNA
andmeid. LDL-kolesterooli tasemel pohinevates analiilisides oli valimi suuruseks 2004
indiviidi (1002 meest ja 1002 naist; vanuses 18 kuni 89 eluaastat). ApoB véirtusega teostatud
analiitisis oli valimi suuruseks 2107 indiviidi (1056 meest ja 1051 naist; vanuses 18 kuni 89
eluaastat). Valimi kirjeldus on toodud tabelis 1. Kéesoleva t60 raames teostatavate uuringute
labiviimiseks on geenidoonorid andnud informeeritud ndusoleku ning olemas on Tartu

Ulikooli inimuuringute eetika komitee kooskdlastus.

Tabel 1. Kdesoleva magistritdo praktilise osa lédbiviimisel kasutatud valimi kirjeldus.

LDL-C analiiiisid ApoB analiiiis
Mehed Naised Mehed Naised
Sugu 50% 50% 50% 50%
Vanus 46,4 (18,1) 47,4 (17,6) 45,9 (18,3) 47,5 (17,7)
LDL-C 106,5 (34.6) 108,1 (34.5) - -
ApoB - - 102,3 (25,3) 101,5 (25.,3)
Ravimid 8,8% 6,7% 8,6% 6,7%

Tabelis on toodud meeste ja naiste osakaal; meeste ja naiste keskmine vanus ning sulgudes standardhélve;
meeste ja naiste keskmine LDL-kolesterooli vdirtus ning sulgudes standardhdlve; meeste ja naiste keskmine
ApoB tase ning sulgudes standardhélve; lipiidisisaldust muutvate ainete manustamise osakaal meeste ja naiste
seas. Liithendid: ApoB — apolipoproteiin B; LDL-C — madala tihedusega lipoproteiini koosseisus olev
kolesterool.
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2.2.2 Fenotiiiibiandmestik

Statistiliste analiiiiside ldbiviimiseks kasutati pidevate tunnustena Broad Instituudis
vertikaalrootoriga tihedusgradient-ultratsentrifuugimisel pohineva VAP (vertical auto profile)
testiga mdddetud TU EGV geenidoonorite plasma LDL-kolesterooli ja ApoB (ApoB-100)
vaartusi. Kovariaatidena kaasati analiiiisidesse sugu, vanus, ravimite manustamine, viimasest
s00misest moodunud tundide arv ning populatsiooni stratifikatsiooni suhtes kohandamiseks
neli esimest peakomponenti, mis arvutati proovide omavahelise suguluse pdhjal
multidimensionaalse skaleerimise meetodil. Léhtuvalt anatoomilis-terapeutilisest keemilisest
ehk ATC-klassifikatsioonist vdeti analiiiisides arvesse lipiidisisaldust muutvate ainete,
tipsemalt statiinide (C10AA) manustamist. Statistikapaketis R* (versioon 2.15.3) hinnati

kovariaatide efekti ning Shapiro-Wilk’i testi kasutades tunnuste vastavust normaaljaotusele.

2.2.3 Genotiiiibiandmestik

TU EGV geenidoonorite DNA tiielik jirjestamine viidi libi Broad Instituudis, kasutades teise
polvkonna sekveneerimisel pohinevat Illumina HiSeq X platvormi, kus iga positsioon
genoomis loeti keskmiselt 30 korda. PCR-vaba meetodiga tagati analiilisi usaldusviérsus ja
genoomi iihtlane kattuvus. Broad Instituudi poolt véljatdotatud standardse protokolli alusel
teostati sekveneeritud andmete kvaliteedikontroll ja bioinformaatiline to6tlus. Kdesoleva t66
labiviimisel kasutatud WGS andmestik sisaldas referentsist erinevaid iihenukleotiidseid
variatsioone ja indeleid (insertsioonid, deletsioonid). Piirkondadepdhine variantide
viljavotmine teostati programmiga R. Nimetatud bioinformaatilised protsessid viidi libi TU

EGYV bioinformaatika t66grupi poolt.

2.2.4 Geenide valik ja statistiline analiiiis

Potentsiaalsete FH-d mojutavate regulatoorsete variantide identifitseerimiseks teostati kolm
kahel eri ldhenemisel pdhinevat assotsiatsioonanaliiiisi. Esimeses ldhenduses vdeti uurimise
alla 4 FH tekkega assotsieeruvat geeni (LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAPI) ja neid iimbritsev
ala 250 kb ulatuses (LISA 2 Tabel 1). Teadaolevalt jaib ligi 95% uuritava geeni ekspressiooni
mojutavaid kvantitatiivsete tunnuste lookuseid 250 kb iimbrusesse (Westra jt., 2013).

Lineaarne regressioonanaliiiis viidi 1dbi nii LDL-kolesterooli kui ka ApoB taseme suhtes.

* https://www.r-project.org
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Lisaks teostati LDL-kolesterooli puhul teine analiiiis, millesse kaasati DEPICT® (Data-driven

Expression-Prioritized Integration for Complex Traits) tdriistaga ning Gene Ontology”
andmebaasi alusel tuletatud kahe eri geenilisti vordlemisel saadud vdimalikud FH etioloogiat
mojutavad geenid ja neid limbritsev ala 250 kb ulatuses (LISA 2 Tabel 2). Esimese geenilisti
tuletamiseks kasutati 2015. aastal ldbiviidud lipiiditunnustel pdhineva iilegenoomse
assotsiatsiooniuuringu (genome-wide association study — GWAS) tulemusi (Surakka jt.,
2015). Nimetatud GWAS-is identifitseeritud LDL-kolesterooli tasemega seotud
iilegenoomselt statistiliselt olulistele (p-véirtus < 5 x 10™*) geneetilistele variantidele teostati
geeni prioritiseerimise (gene prioritization) analiiiis, kasutades DEPICT tdoriista. DEPICT
voimaldab etteantud kromosoomi lookuses siistemaatiliselt prioritiseerida kdige tdendolisema
pohjusliku geeni, mida konkreetne geneetiline variant mojutab. DEPICT on uudne
bioinformaatiline geenide funktsioone ennustav meetod, mille arvutuslikud algoritmid
pohinevad ~78000 geeniekspressiooni kiibi ja ~14000 varasemalt annoteeritud
geenikomplekti andmetel. DEPICT vdimaldab geenide ekspressiooni korrelatsioonimustreid
kasutades ennustada geenidele seni veel tuvastamata funktsioone (Pers jt., 2015). Geeni
prioritiseerimise teel saadud tulemustest filtreeriti edasiseks vordluseks vilja geenid, mille
FDR (false discovery rate) jii alla 0,05. Teine geenilist pohines Gene Ontology andmebaasis
LDLR-iga seotud bioloogilistesse radadesse kuuluvatel geenidel. Vastavate radade
spetsiifilisuse tdstmiseks ja geenide redundantsuse vdhendamiseks vodeti LDLR-iga

assotsieeruvatest molekulaarsetest radadest arvesse iga raja tipmine alaharu.

Statistilised analiiiisid viidi 18dbi programmiga SNPTEST v2.5 (Marchini jt., 2007), kus
harvade variantide arvestamise seisukohalt valiti meetodiks EM (expectation-maximization)
algoritm. Lisaks eemaldati andmestikust 1., 2., ja 3. astme sugulased. Analiiiiside teostamise
jargselt filtreeriti tulemustest edasiseks tdlgendamiseks vélja geneetilised variandid, mis
esinesid WGS andmestikus vihemalt kolm korda (allele count > 3). Geneetiliste markerite

statistilise olulisuse nivoo viljaselgitamiseks kasutati Bonferroni korrektsiooni.

2.2.5 Tulemuste visualiseerimine ja interpreteerimine

Lineaarse regressioonanaliilisi tulemuste visualiseerimiseks koostati Manhattan ja kvantiilide

(quantile-quantile — QQ) joonised. Manhattan joonis vdimaldab visualiseerida leitud

> http://www.broadinstitute.org/mpg/depict/
® http://geneontology.org
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assotsiatsioonid vastavalt nende kromosomaalsetele asukohtadele. QQ joonis visualiseerib
leitud assotsiatsioonide p-vidirtuste kdrvalekalded nullhiipoteesist (Ehret, 2010). Tulemuste

analliiisimiseks ja interpreteerimiseks kasutati jirgmiseid andmebaase:

Ensembl (GRCh37/hg19)’ — Euroopa Bioinformaatika Instituudi ja Wellcome Trust
Sanger Instituudi poolt hallatav DNA jérjestuste andmetel pohinev andmebaas, mis
vOimaldab analiilisida nii inimese kui ka peamiste mudelorganismide genoomi
annotatsioone (Yates jt., 2016);

e UCSC Genome Browser® — California Santa Cruz Ulikooli bioinformaatika grupi poolt
hallatav ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) projekti andmetega integreeritud
andmebaas, mis vOimaldab uurida selgroogsete ning teatud mudelorganismide
genoomi jirjestusi ja annotatsioone (Speir jt., 2016);

»  Gene Network’ — ~80000 GEO (Gene Expression Omnibus) andmebaasis olevate
inimeste, hiirte ja rottide geeniekspressiooni kiibi analiiiisitulemustel pdhinev
andmestik, mis vdoimaldab ennustada geeni funktsioone Gene Ontology, Reactome,
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ja BioCarta andmebaasides
oleva info alusel;

e Gene Ontology'" — mitmete eri allikate ja uurimisgruppide andmetel pohinev
andmebaas, mis vdimaldab uurida geeni bioloogilisi funktsioone molekulaarsel,
rakulisel ja koe tasemel (Ashburner jt., 2000);

»  GTEx (Genotype-Tissue Expression)'' — ~450 surmajirgse doonori 51 eri koe RNA
sekveneerimistulemustel ja genotiilibiandmetel pdhinev andmebaas, mis vdimaldab
uurida geneetiliste variatsioonide ja geeniekspressiooni vahelisi seoseid inimese
kudedes (Lonsdale jt., 2013);

* HaploReg v4.1'> — Broad Instituudi poolt hallatav 1000 Genoomi Projekti andmetel
pohinev andmebaas, mis vdimaldab uurida mittekodeerivate genoomivariantide
annotatsioone (Ward ja Kellis, 2016);

*  RegulomeDB" — GEO andmebaasi ja ENCODE projekti andmetel ning publitseeritud
teadusartiklitel pohinev andmebaas, mis vdimaldab annoteerida inimese intergeensetes

regulatoorsetes elementides esinevaid variante (Boyle, jt., 2012).

"http://grch37.ensembl.org/index.html

¥ https://genome.ucsc.edu

? http://129.125.135.180:8080/GeneNetwork/?gene

" http://geneontology.org

" http://www.gtexportal.org

"2 http://www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
P http://regulomedb.org
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2.3 TULEMUSED
2.3.1 Geenide valik

I. Surakka jt. (2015) poolt ldbiviidud GWAS-is identifitseeritud 6205-le LDL-kolesterooli
tasemega seotud geneetilisele variandile p-viirtusega < 5 x 10° teostati geeni
prioritiseerimise analiilis, kasutades DEPICT tooriista. Selle tulemusena tuvastati kdige
toendolisemad pohjuslikud geenid 208-s erinevas lookuses. Nende hulgast filtreeriti edasiseks
vordluseks vilja 45 geeni, mille FDR oli védiksem kui 0,05. Gene Ontology andmebaasi pdhjal
leiti 32 erinevat LDLR-iga seotud bioloogilist rada (LISA 2 Tabel 3). Vastavatesse radadesse
kuulus kokku 5481 unikaalset geeni. 45 ja 5481 geeni omavahelise vordlemise tulemusena

identifitseeriti 24 potentsiaalset FH etioloogiaga seotud kattuvat geeni.

2.3.2 Kovariaatide efekti kirjeldamine ja normaaljaotuse hindamine

Kovariaatide olulisuse hindamiseks kontrolliti, kas ravimi manustamine ning viimasest
s00misest moodunud tundide arv omavad efekti LDL-kolesterooli ja ApoB véirtustele.
Ravimi vOtmisel esines oluline mdju nii LDL-kolesterooli kui ka ApoB tasemetele (p-
vadrtused vastavalt < 2 x 10"°ja 5,83 x 10'"). Ravimi votmisele kohandatud lipiiditaseme
saamiseks jagati sama fenotiilipi analiiiisivate todde eeskujul kdigi ravimimanustajate LDL-
kolesterooli véértus 0,7-ga (Peloso jt., 2014). Kuigi tildjuhul mdddetakse patsientide seerumi
lipiidiprofiili rahvusvaheliste juhiste kohaselt sddmata olekus, on erinevate uuringute kdigus
nédidatud vastuolulisi tulemusi (Langsted jt., 2008; Doran jt., 2014). Seega otsustati ka antud
t00s hinnata viimasest soomisest moddunud tundide arvu efekti nii LDL-kolesterooli kui ka
ApoB tasemele. Viimasest soomisest moodunud tundide arv omas moju LDL-kolesterooli

tasemele (p-vadrtus = 0,00099), kuid mitte ApoB viirtusele (p-vairtus = 0,38474).

Tunnuste normaaljaotust hinnati Shapiro-Wilk’i testiga (nullhiipotees: tegemist on
normaaljaotusega). Kuna tunnused ei jaotunud originaalskaalal ega log-transformeeritud kujul
normaaljaotuse kohaselt (p-védrtus < 0,05), tehti normaaljaotusele vastavate LDL-kolesterooli
ja ApoB véirtuste saamiseks nimetatud tunnuseid mojutavate faktorite suhtes kohandatud
mudeli jadkidele podrdnormaaltransformatsioon. Seejuures voeti ravimi manustamise suhtes
kohandatud LDL-kolesterooli mdjutavate faktoritena arvesse sugu, vanus ja viimasest
s0omisest méddunud tundide arv ning ApoB puhul sugu, vanus ja ravimi votmine. Saadud
normaliseeritud véértusi kasutati edasiseks analiiiisiks programmiga SNPTEST v2.5 kolmes

erli mudelis:
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1) normaliseeritud LDL-kolesterooli véértus, kovariaadina vdeti arvesse neli esimest
peakomponenti ning seletavaks tunnuseks olid geenimarkerid 4 FH pohigeenis ja £250
kb suuruses alas (kokku analiilisiti 13392 markerit) — edaspidi LDL-C ja 4 geeni
analiilis;

2) normaliseeritud ApoB viirtus, kovariaadina voeti arvesse neli esimest peakomponenti
ning seletavaks tunnuseks olid geenimarkerid 4 FH pdhigeenis ja £250 kb suuruses
alas (kokku analiitisiti 13567 markerit) — edaspidi ApoB ja 4 geeni analiiiis;

3) normaliseeritud LDL-kolesterooli véértus, kovariaadina vdeti arvesse neli esimest
peakomponenti ning seletavaks tunnuseks olid geenimarkerid kahe geenilisti vordlusel
tuvastatud 24 geenis ja +250 kb suuruses alas (kokku analiilisiti 75187 markerit) —

edaspidi LDL-C ja 24 geeni analiiiis.

2.3.3 Statistiline analiiiis

Bonferroni korrektsiooni tulemusena loeti statistiliselt olulisteks tulemusteks geneetilised
variandid, mille p-viirtus oli < 3,7 x 10" (LDL-C ja 4 geeni ning ApoB ja 4 geeni analiiiis) ja
< 6,7 x 107 (LDL-C ja 24 geeni analiiiis). Kuna teostatud analiiiiside raames ei leitud
statistiliselt olulisi assotsiatsioone, keskenduti tulemuste tdlgendamisel geneetilistele

markeritele, mille p-véirtus oli viiksem kui 10,

Kolme assotsiatsioonanaliiiisi tulemusena tuvastati kokku 7 unikaalset TU EGV WGS
andmestikus heterostligootses olekus esinevat introonset v3i intergeenset geneetilist varianti,
mille p-viirtused olid viiksemad kui 10®. LDL-C ja 4 geeni analiiiisi tulemusena
identifitseeriti MANICI geeni intronis paiknev geneetiline variant, mille p-véartus oli 4,7 x
10°. Sama variant tuvastati ka ApoB ja 4 geeni ning LDL-C ja 24 geeni analiiiisis p-
vidrtustega vastavalt 1,7 x 107 ja 4,7 x 10”. Eelmainitud variant esines WGS andmestikus
kolmel indiviidil. Lisaks identifitseeriti ApoB ja 4 geeni analiiiisi tulemusena kuuel indiviidil
introonne variant C20rf43 geenis p-véirtusega 4,4 x 10°. LDL-C ja 24 geeni analiiiisis
tuvastati veel 3 geneetilist varianti ASGRI, CBLC ja CEACAMI6 geenide intronites p-
vidrtustega 1,1 x 10, 3,9 x 107 ja 4,4 x 10°. ASGRI ja CEACAMI6 geenide markerid
esinesid kolmel ning CBLC geeni poliimorfism neljal indiviidil. Lisaks identifitseeriti kaks
intergeenset ehk geenidevahelist varianti (p-véirtused 3,9 x 10 ja 42 x 107). 19,
kromosoomis paiknev intergeenne marker oli WGS valimis esindatud neljal indiviidil. 11.

kromosoomis tuvastatud intergeenne variant oli kdesoleva t66 tulemusena identifitseeritud
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geneetilistest markeritest kdige sagedasem, esinedes 33-1 indiviidil. Statistiliste analiiliside

pohitulemused on detailsemalt esitatud tabelis 2.

Tabel 2. Kolme lineaarse regressioonanaliiiisi pdhitulemused. Paksu musta joonega on
eristatud kolme analiilisi, vastavalt LDL-C ja 4 geeni, ApoB ja 4 geeni ning LDL-C ja 24
geeni tulemused.

(rﬁfuvn/lill)l:reifﬁi Genoomipiirkond .Efektiall.eel/ EAF b _Vﬁﬁl_’_t}ls (SE)
positsioon) mitteefektialleel p-vaartus
: 2
1:25964919 MAﬁrCOi ig:em G/A 0,0007 437353 4(2’%?’56)
: 2.4 4
1:25964919 MAlgtrCOil igseenl G/A 0,0007 1968238(2’%_57)
i | 4
2:20991905 CZOigfjn%:em C/T 0,0013 ’462;4% 1%659 )
ASGRI geeni 22,5276 (0,5732
17:7079681 Siitm lizenl AC/A 0,0007 D 0888(x’1 o )
BL i 22,0474 (0.4
o068 tsonss AG oo R
5233145‘;‘313??)451 Intergeenne A/ATGT 0,0009 _2;?;27:9(2’41‘?)_659)
400882  CEACAMIG geeni 22,3486 (0,5736
527:31?282225 - intronisgeem A/G 0,0007 4,3924(x 10” )
i 2
1:25964919 MAﬁrCOi ig:em G/A 0,0007 437353 4(2’%?’56)

Liithendid: EAF — efektialleeli sagedus; SE — standarderror.
LDL-C ja 24 geeni analiilisi tulemuste visualiseerimiseks koostatud Manhattan ja QQ

joonised on esitatud vastavalt joonistel 5 ja 6. Lisas 3 on vilja toodud ka LDL-C ja 4 geeni

ning ApoB ja 4 geeni tulemusi iseloomustavad Manhattan ja QQ joonised.
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Joonis 5. LDL-C ja 24 geeni analiiiisi tulemusi iseloomustav Manhattan joonis. X-teljel on toodud
kromosoominumber ning y-teljel p-vaartuste negatiivne kiimnendlogaritm.

-y

Vaadeldud -log 10 p-vaartus

Qodatud -log 10 p-vaartus

Joonis 6. LDL-C ja 24 geeni analiiiisi tulemusi iseloomustav QQ joonis. X-teljel on toodud oodatud
ning y-teljel vaadeldud p-véirtuste negatiivne kilmnendlogaritm.
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2.4 TULEMUSTE ANALUUS JA ARUTELU

Perekondliku hiiperkolesteroleemia kui monogeense haiguse peamiseks pohjuseks peetakse
mutatsioone LDLR, APOB, PCSK9Y ja LDLRAPI geenides (Singh ja Bittner, 2015). Samas
lubavad mitmete uuringute tulemused oletada, et FH etioloogia vdib seniarvatust olla palju
komplekssem (Talmud jt., 2013; Futema jt., 2015). Ligi 20% korge LDL-kolesterooli
tasemega patsientidest ei klassifitseeru geneetilise testimise jirel FH-d pddevate indiviidide
hulka, sest neil ei esine mutatsiooni itheski eelmainitud geenis (Taylor jt., 2010; Hopkins jt.,
2011). See voOib tuleneda nii haiguse vdimalikust poliigeensest efektist, mutatsioonidest
mones seni tuvastamata FH tekkega assotsieeruvas geenis kui ka geneetilistest variantidest

véljaspool genoomi kodeerivat ala.

FH patogeneesi detailsema mdistmise seisukohalt oli kidesoleva t60 eesmirgiks leida
potentsiaalseid haiguse kujunemisega seotud regulatoorseid variante. Selleks viidi 1&bi nii
LDL-kolesterooli kui ka ApoB tasemel pdhinevad assotsiatsioonanaliiiisid, mille tulemusena
tuvastati seitse vdimalikku regulatoorset varianti p-viirtustega < 10™. Kuna tegemist oli
hiipoteesipohise ldhenemisega, on oluline lahti motestada identifitseeritud geneetiliste

variantide bioloogiline roll nii LDL-metabolismi kui ka FH kontekstis.

Nii LDL-kolesterooli kui ka ApoB tasemetel pohinevate analiiliside tulemusena identifitseeriti
1. kromosoomi positsioonis 25964919 paiknev geneetiline variant, mis asub MANICI geeni
intronis. Nimetatud geen osaleb asparagiin-seotud oligosahhariidide kiipsemisel. Uuringute
tulemusena on ndidatud MANICI geeni ekspressiooni taseme tousu perifeerse vere
mononukleaarsetes rakkudes hepatiit B viiruse korral (Jiang jt., 2016). Lisaks korgele
ekspressioonitasemele ajus ja kilpnddrmes, avaldub vastav geen ka maksas. Genome Browser
andmebaasi jérgi paikneb identifitseeritud variant LINE (long interspersed nuclear element)
alas ning on NHEK (normal human epidermal keratinocytes) rakuliinis seotud aktiivset
transkriptsiooni iseloomustava histooni modifikatsiooniga (H3K27Ac), samas K562 rakuliinis
hoopis transkriptsiooni repressiooniga (Joonis 7). MANICI geen asub ~208 kb kaugusel
RHCE geenist (tuvastatud kahe geenilisti vordlemisel), mis Gene Ontology andmebaasi jérgi
kuulub LDLR-iga seotud bioloogilistes radades plasmamembraani integraalse komponendi
alla. Gene Network andmebaasi alusel on MANIC1 geen seotud rakumembraani kaetud lohu
klatriinist {imbrisega. Nimetatud geen paikneb ~69 kb kaugusel LDLRAPI geenist, mis
vahendab retseptor-ligand kompleksi lokalisatsiooni klatriiniga kaetud lohkudesse ja

internalisatsiooni rakku retseptor-vahendatud endotsiitoosi kaudu (Garuti jt., 2005). Klatriini
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poliigonaalne sdrestik (polygonal lattice), mis omab primaarset tdhtsust endotsiitootilise
protsessi toimumisel, vastutab korrektse membraani kuju tekkimise eest, voimaldades kaetud
vesiikuli moodustumist (Mousavi jt., 2004). Erinevate uuringute tulemusena on ndidatud, et
klatriini sorestiku puudumisel rakumembraani pinnal ei ole retseptor-ligand kompleks
voimeline rakku internaliseeruma (Larkin jt., 1983; Sandvig jt., 1987). Kuigi MANICI geeni
seost lipiidide metabolismiga pole varasemalt kirjeldatud, vdib nimetatud geen hiipoteetiliselt
méngida rolli klatriin-vahendatud retseptor-ligand kompleksi internaliseerumisel rakku.
Funktsionaalsed katsed voOimaldaksid paremini mdista MANICI geeni ja selle poolt
kodeeritava valgu funktsiooni maksakoes ning vdimalikku assotsiatsiooni uuritava

fenotiiiibiga.

(a) Ensembl (GRCh37/hg19)
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Joonis 7. Ensembl (GRCh37/hgl9) ja Genome Browser andmebaasidel pdhinevad illustratsioonid. (a)
Pildil on kujutatud MANICI geeni asukoht ning kaugus LDLRAPI ja RHCE geenist. Musta noolega
on tdhistatud analiiiisi tulemusena identifitseeritud MANICI geeni intronis paikneva geneetilise
variandi (1:25964919) asukoht. (b) Pildil on kujutatud MANICI geeni ekspressioonitase erinevates
kudedes ning eelmainitud geneetilise variandiga seotud epigeneetiline profiil ja korduselemendid.
Musta noolega mérgitud tulp téhistab MANICI geeni ekspressioonitaset maksas.
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ApoB tasemel pohinevas analiiiisis identifitseeriti 2. kromosoomi positsioonis 20991905
paiknev variant, mis asub C2orf43 ehk LDAH geeni intronis. Nimetatud geen on ~232 kb
kaugusel APOB geenist, mis toimib LDLR-i ligandina ning vdimaldab LDL-partiklil
interakteeruda retseptoriga. Mutatsioonid APOB geenis on seotud ApoB-100 perekondliku
defektiga (Borén jt., 2001). Uhe uuringu tulemusena on ndidatud ka C2orf43 geeni
ithenukleotiidse poliimorfismi (rs4971516) ja suurenenud LDL-kolesterooli taseme ning FH
tekke vahelist seost (Shen jt., 2010). C20rf43 geeni ekspressiooni on muuhulgas tdheldatud ka
maksas. Genome Browser andmebaasi alusel on antud t60s tuvastatud geneetiline variant HI-
hESC (HI human embryonic stem cells) ja NHEK rakuliinides seotud aktiivset
transkriptsiooni iseloomustava histooni modifikatsiooniga (H3K27Ac) ning K562 ja HepG2
(hepatoblastoma G2) rakuliinides transkriptsiooni elongatsiooniprotsessiga (Joonis 8). LDAH
geen on metaboolne seriini hiidrolaas, mis osaleb kolesterooli homdostaasis. Nimetatud geen
on korgelt ekspresseeritud makrofaagirikastes piirkondades aterosklerootilistes haiguskolletes
ning selle tlilesreguleerimine suurendab kolesteroolestrite hiidroliilisi ja seeldbi kolesterooli
véljavoolu makrofaagidest. Seega LDAH geen soodustab vastupidist kolesterooli transporti,
omades tOhusat antiaterogeenset toimet (Goo jt., 2014). Kuna FH-d pddevad indiviidid on
LDL-kolesterooli metabolismi héirumise tottu rohkem vastuvotlikud LDL-kolesterooli
ladestumisele arterite seintele, vOib oletada, et tuvastatud geenivariandi ja LDAH geeni
vaheline seos avaldub pigem tiisistuse kontekstis. Hiipoteesi kinnitamiseks on vajalik
identifitseeritud  geneetilise poliimorfismi efekti LDAH geeni toimemehhanismile
pohjalikumalt uurida, niditeks hinnata nimetatud geeni ja geenivariantide ekspressiooni efekti

maksa ja koronaararteri koes.
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Joonis 8. Ensembl (GRCh37/hgl9) ja Genome Browser andmebaasidel pdhinevad illustratsioonid. (a)
Pildil on kujutatud C20rf43 geeni asukoht ning kaugus APOB geenist. Musta noolega on tdhistatud
analiitisi tulemusena identifitseeritud C2o0rf43 geeni intronis paikneva geneetilise variandi
(2:20991905) asukoht. (b) Pildil on kujutatud C20rf43 geeni ekspressioonitase erinevates kudedes
ning eelmainitud geneetilise variandiga seotud epigeneetiline profiil ja korduselemendid. Musta
noolega margitud tulp tdhistab C20rf43 geeni ekspressioonitaset maksas.

17. kromosoomis identifitseeritud geneetiline variant positsiooniga 7079681 paikneb ASGRI
geeni intronis (tuvastatud kahe geenilisti vordlemisel). Nimetatud geen kodeerib
asialogliikovalgu retseptorit (ASGPR), mis avaldub maksarakkude pinnal ja mangib olulist
rolli seerumi gliikkoproteiinide homdostaasil, vahendades gliikoproteiinide endotsiitoosi ja
liisosomaalset degradatsiooni. Seega esineb asialogliikovalgu retseptoril sarnane
toimemehhanism LDLR-iga, kuid lipoproteiinide asemel tunneb ASGPR édra asialiiiilitud
gliikokonjugaate, mis sisaldavad terminaalset galaktoosi vOi N-atsetiililgalaktoosamiini jaéki
(Onizuka jt., 2012). Lisaks vdib ASGPR olla potentsiaalne sihtmirk maksa-spetsiifiliseks
ravimite kohaletoimetamiseks (Plank jt., 1992; Rozema jt., 2007). Genome Browser

andmebaasile vastavalt on analiitisi tulemusena identifitseeritud variant erinevates rakuliinides
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seotud aktiivset transkriptsiooni iseloomustava histooni modifikatsiooniga (H3K27Ac) ning
paikneb piirkonnas, mis kattub HepG2 rakuliinis enhaanser-alaga. Sellest 1dhtuvalt oleks
oluline tuvastatud varianti uurida ka normaalse maksakoe konktekstis, kusjuures GTEx-i
alusel on ASGRI geeni ekspressiooni tdheldatud vaid maksas. Gene Network andmebaasis
seostatakse nimetatud geeni muuhulgas lipoproteiinide assambleerimise ja organiseerimisega.
Kui varasemalt ei olnud iiheski uuringus ASGR1 geeni ja lipoproteiinide metabolismi vahelist
assotsiatsiooni kirjeldatud, siis hiljuti ldbiviidud islandlaste tdisgenoomi jérjestustel pohinevas
t00s tuvastati kaks funktsioonikaoga varianti ASGRI geenis, mis on seotud madalama mitte-
HDL-kolesterooli tasemega ja vihenenud CAD-i tekke riskiga (Nioi jt., 2016). Arvatakse, et
ASGPR-i vdimalik interaktsioon asialiiilitud LDLR-iga vdib modjutada LDLR-i
retsiiklisatsiooni ja seeldbi LDL-kolesterooli sisaldust plasmas (Nioi jt., 2016). Seega ei saa
vilistada kéesolevas t00s identifitseeritud geneetilise variandi vdimalikku rolli lipiiditasemete

mdjutamisel.

19. kromosoomi positsioonis 45302068 paiknev variant (rs766871310) asub CBLC geeni
intronis (tuvastatud kahe geenilisti vOrdlemisel). Vastav geen kodeerib E3 ubikvitiini
ligaaside Cbl perekonda kuuluvat valku. CBLC valk mojutab tiirosiinkinaaside
ubikvitineerimise ja allareguleerimise kaudu raku signalisatsiooni (Keane jt., 1999; Kim jt.,
1999). CBLC geeni ekspressiooni on muuhulgas tdheldatud ka maksas. Genome Browser
andmebaasi alusel on analiiiisi tulemusena identifitseeritud geneetiline variant mitmes
rakuliinis seotud aktiivset transkriptsiooni iseloomustava histooni modifikatsiooniga
(H3K27Ac) ning asub HNF4G transkriptsioonifaktori seondumissaidis. Ensembl andmebaasi
jérgi paikneb tuvastatud variant enhaanser-alas, mis toimib cis-regulatoorse elemendina
(Joonis 9). Gene Ontology andmebaasi alusel on nimetatud geen seotud kaltsiumiooni
seondumisega. Kaltsium on oluline kofaktor LDLR valgu kokkupakkimisel ER-is. Uuringute
tulemusena on ndidatud, et ilma kaltsiumita ei ole LDLR vdimeline saavutama korrektset
konformatsiooni, mistottu valesti pakkunud valk suunatakse lagundamisse (Pena jt., 2010).
Lisaks on kaltsium vajalik LDLR-i ja LDL-partikli vaheliseks interaktsiooniks. LDLR-i
ligandi siduv domeen sisaldab seitset tsiisteiinirikast kordust, kus iga kordus koosneb kolmest
disulfiidsidemest ja  kahest DNA-lingust. Lingude koosseisus on happelised
aminohappejddgid, mis moodustavad kaltsiumiooni seondumissaite. Kaltsiumioonide
seondumisel aminohappejddkidega tekib seondumistasku LDL-partiklile, mis voimaldab
LDLR-il interakteeruda ligandiga (Rudenko jt., 2002). Kuigi varasemates uuringutes ei ole
CBLC geeni ja LDL-LDLR kompleksi vahelist seost kirjeldatud, ei ole vélistatud, et vastav
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geen ja selles esinevad geneetilised variandid vdivad kaltsiumiooni seondumise mdjutamise

kaudu méngida rolli LDLR-i ja ligandi vahelises interaktsioonis.
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Joonis 9. Ensembl (GRCh37/hgl9) ja Genome Browser andmebaasidel pdhinevad illustratsioonid. (a)
Pildil on kujutatud CBLC geeni asukoht. Musta noolega on tdhistatud analiiiisi tulemusena
identifitseeritud CBLC geeni intronis paikneva geneetilise variandi (19:45302068) asukoht enhaanser-
alas. (b) Pildil on kujutatud CBLC geeni ekspressioonitase erinevates kudedes ning eelmainitud
geneetilise variandiga seotud epigeneetiline profiil ja korduselemendid. Musta noolega mérgitud tulp
tdhistab CBLC geeni ekspressioonitaset maksas.

19. kromosoomis identifitseeritud geneetiline variant (rs776400882) positsiooniga 45203555
paikneb CEACAM16 geeni intronis. Nimetatud geen kodeerib samanimelist adhesioonivalku,
mis kuulub immunoglobuliiniga seotud gliikoproteiinide perekonda. CEACAM16 geen, mis
voib mingida rolli tektoriaalmembraani terviklikkuse siilitamisel, on vajalik korrektseks
kuulmiseks ning mutatsioone selles geenis on seostatud kuulmiskaoga (Zheng jt., 2011; Wang

jt., 2015). Genome Browser andmebaasi jirgi paikneb identifitseeritud variant SINE (short
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interspersed nuclear element) alas, on GM12878 ja K562 rakuliinides seotud aktiivset
transkriptsiooni iseloomustava histooni modifikatsiooniga (H3K27Ac) ning GTEx-i andmetel
ekspresseerub vastav geen ka maksas. Kuna CEACAMI6 geen paikneb ~77 kb kaugusel
CBLC geenist, v0ib tuvastatud geneetiline variant mdjutada hoopis CBLC geeni ekspressiooni
ja seeldbi kaltsiumiooni seondumist ning retseptor-ligand kompleksi moodustumist. Sama
mehhanismi kaudu vib potentsiaalselt toimida ka antud td6s tuvastatud intergeenne variant
(rs374433944), mis paikneb CBLC geenist ~36 kb iilesvoolu. Lisaks identifitseeriti analiiiisi
tulemusena veel teine intergeenne variant (rs142571857) 11. kromosoomi positsioonis
61830631, mis Genome Browser andmebaasi jargi asub pikas terminaalses kordusjirjestuses.
Modlemad eelmainitud variandid on samuti mitmes rakuliinis seotud aktiivset transkriptsiooni
iseloomustava histooni modifikatsiooniga (H3K27Ac). Nimetatud intergeensete variantide

seos FH kontekstis ning nende vdimalik efekt lahimatele geenidele vajab veel selgitamist.

FH potentsiaalse komplekssuse tottu on haiguse patogeneesi detailsemaks moistmiseks iiha
rohkem hakatud teostama erinevatel ldhenemistel pohinevaid analiilise ja uuringuid, et
identifitseerida uusi voOimalikke FH kujunemisega seotud geene ja geenimarkereid.
Varasemalt ldbiviidud kogu eksoomi sekveneerimisel pdhinevates toddes on tuvastatud uusi
potentsiaalseid FH tekkega assotsieeruvaid valgu funktsiooni muutvaid geneetilisi markereid
(Fouchier jt., 2014; Futema jt., 2014; Braenne jt., 2016). Samas ei vdimalda ainult eksoomi
uurimine identifitseerida kausaalseid mittekodeerivaid variante, mis voivad samuti vastutada
monogeensete haiguste tekke eest, nagu on niidatud [-talasseemia ja Bernard-Soulieri
stindroomi puhul (Poncz jt., 1982; Ludlow jt., 1996). Kuigi tdisgenoomi jérjestusandmestik
lubab uute mittekodeerivate haiguspohjuslike variantide leidmist, on WGS tulemusi oluliselt
keerulisem tdlgendada, rOhutades bioinformaatilise ja/vdi molekulaarse valideerimise
vajalikkust. Kiesoleva t60 tulemuste interpreteerimiseks kasutatud ennustuslike
andmebaaside jatkuv areng ja valideerituse kasv lubavad senisest efektiivsemalt tuvastatud

mittekodeerivate variantide seostamist haiguspdhjuslike mehhanismidega.

Kuna kiesolevas t00s ldbiviidud assotsiatsioonanaliiiiside tulemusena leitud geneetiliste
variantide puhul on tegemist harvaesinevate markeritega, tuleks esimese jitkusammuna
teostada replikatsiooniuuring sdltumatus kohordis. Variandi mittereplitseerumisel oleks
populatsiooni-spetsiifilisuse  aspektist ldhtudes vajalik  identifitseeritud  markerite
pohjalikumaks uurimiseks teostada funktsionaalseid katseid. Oluline on mirkida, et osa
analliiisi kdigus tuvastatud potentsiaalsetest regulatoorsetest variantidest paiknevad

kordusjarjestustes. Tulenevalt kasutatud sekveneerimismeetodist ei ole vélistatud, et need on
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valesti mddratud, ning nduavad seetdttu kindlasti iilekontrollimist. Samuti oleks oluline
hinnata tuvastatud variantide efekti geeniekspressioonile, niiteks WGS andmestikku
kuuluvate  indiviididle = RNA  sekveneerimistulemuste  pdhjal.  Lisaks  tdisvere
ekspressiooniandmete korvutamisele tuleks variantide efekti hinnata ka koespetsiifiliselt

maksas.

Geneetiliste variantide efekti hindamiseks tervete ja haigete indiviidide vahel tuleks FH
madala esinemissageduse tottu Eestis teostada juht-kontrolluuring suuremal valimil {ile
Euroopa. Kuigi kidesolev t60 pohines juba teadaolevatel ning potentsiaalsetel FH
kujunemisega seotud geenidel, ei pruugi mudeldamine LDL-kolesterooli ja ApoB taseme
suhtes peegeldada variantide relevantsust FH kontekstis. Lisaks oleks oluline pdhjalikumalt
hinnata LDL-kolesterooli tasemel pdhinevas analiiiisis arvesse vdetud 24 geeni vdimalikku
rolli FH kujunemisel. Kéesolevas t60s voeti ldhtepunktiks aspekt, et FH peamise
tekkepohjuse LDLR-i diisfunktsiooniga korreleerub tugevalt LDL-kolesterooli tase. Antud
teadmine lubas oletada, et LDLR-i bioloogiliste radade ning LDL-kolesterooli tasemega
seotud geenide arvesse vOtmine vdimaldab leida uusi potentsiaalseid FH kandidaatgeene,
mida pole haiguse kontekstis varasemalt uuritud. Samas véérib rohutamist, et LDLR-i ja
LDL-kolesterooli sisalduse ning vastavate geenidega assotsieeruvad ka muud fenotiiiibid,
sealhulgas sitosteroleemia ja hiiperalfalipoproteineemia, mistdttu on kéesolevas t66s saadud

tulemused pigem hiipoteese genereerivad ja vajavad kindlasti validatsiooni.
Kuigi magistrito6 kdigus identifitseeritud geneetiliste variantide ja FH vahelist assotsiatsiooni

pole varasemalt kirjeldatud, lubavad olemasolevad andmed jéreldada nende vdimalikku rolli

haiguse kontekstis, viidates FH etioloogia komplekssemale geneetilisele tagapohjale.
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KOKKUVOTE

Vaatamata perekondliku hiiperkolesteroleemia patogeneesi molekulaarsete mehhanismide
moistmisele ning olemasolevate ravimeetodite rakendamisele, on haigus jitkuvalt kogu
maailmas suuresti aladiagnoositud ja véheravitud. Perekondliku hiiperkolesteroleemia
geneetilise etioloogia eripdradest tuleneva mittetéieliku penetrantsuse, voimaliku poliigeense
efekti ja kausaalsete mittekodeerivate variantide esinemise tdttu on itha rohkem hakatud
keskenduma wuute haiguse kujunemisega seotud geenivariantide ja potentsiaalsete

haiguspohjuslike kandidaatgeenide véljaselgitamisele.

Kidesolevas t60s on kirjeldatud pdhilisi perekondliku hiiperkolesteroleemia kliinilisi,
molekulaarseid ja geneetilisi aspekte ning toodud vélja olulisemad haiguse etioloogilised
eripdrad. Praktilise osa eesmirgiks oli identifitseerida vOimalikud perekondliku
hiiperkolesteroleemia kujunemisega seotud regulatoorsed variandid Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu geenidoonorite tdisgenoomi jérjestustest. Selleks teostati LDL-kolesterooli ja
ApoB tasemetel pdhinevad assotsiatsioonanaliiiisid, kasutades lineaarse regressiooni

mudeleid.

Antud t00s identifitseeriti seitse erinevat madalaima p-véirtusega introonset vdi intergeenset
voimalikku perekondliku hiiperkolesteroleemiaga seotud regulatoorset varianti. Tuvastatud
geenide osalust ei ole varem otseselt lipiidide metabolismi ja perekondliku
hiiperkolesteroleemia tekkega seostatud, kuid olemasoleva teaduskirjanduse ja erinevate
andmebaaside alusel ennustatud geenifunktsioonide pdhjal vdib jareldada nende potentsiaalset
efekti. Tulemuste kinnitamiseks tuleb teostada replikatsiooniuuring ning 1dbi viia tuvastatud

geenimarkerite ja vastavate geenide funktsionaalsed analiiiisid.
Uute perekondliku hiiperkolesteroleemia tekkega seotud geneetiliste variantide tuvastamine

voimaldaks patsientide efektiivsemat diagnoosimist ja haiguse etioloogilise komplekssuse

paremat mdistmist.
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Identifying familial hypercholesterolemia associated regulatory variants based on whole
genome sequencing data of the Estonian Genome Center of the University of Tartu

Anett Tahiste

SUMMARY

Familial hypercholesterolemia (FH), one of the most common monogenic disorders, is
characterized by elevated serum LDL-cholesterol levels, which result in excess deposition of
cholesterol in tissues, leading to accelerated atherosclerosis and increased risk of premature
coronary artery disease. FH is inherited in an autosomal dominant manner and can be present
in a homozygous or a heterozygous form, with a prevalence of approximately 1 in 200 for
heterozygotes. Mutations in four genes have been noted in patients with FH: LDLR, APOB,
PCSK9 and LDLRAPI. However, a significant number of patients clinically diagnosed with
FH present with no observed mutation in one of these four primary genes, which could be a
reflection of the possible polygenic etiology of FH or the existence of yet undiscovered genes

responsible for FH.

The aim of the study was to identify regulatory variants in FH associated gene regions that
might play a role in FH development based on whole genome sequencing data of the Estonian
Genome Center of the University of Tartu. Association analyses were conducted based on

LDL-cholesterol (n=2004) and ApoB (n=2107) levels using linear regression models.

As a result of the study 7 potential regulatory variants located within introns or in intergenic
regions of the genome were discovered. Identified variants and corresponding genes have
previously not been linked to LDL-cholesterol metabolism nor FH. In order to confirm the
results of the study, a replication study in an independent cohort as well as functional analyses

of the identified genetic variants and genes are required.

Detection of new genetic variants associated with FH would allow more effective diagnosis of

FH cases and better understanding of the complexity of a monogenic disease.
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LISA 1

Tabel 1. USA MEDPED diagnoosikriteeriumid (Hovingh jt., 2013).
Uld- ja (LDL-Kolesterooli) tasemed (mg/dl)

Vanus I astme sugulane II astme sugulane IIT astme sugulane I",Tldpopulatsioon
<20 220 (155) 230 (165) 240 (170) 270 (200)

20-29 240 (170) 250 (180) 260 (185) 290 (220)

30-39 270 (190) 280 (200) 290 (210) 340 (240)
>40 290 (205) 300 (215) 310 (225) 360 (260)

Piirméérade tiletamisel diagnoositakse indiviidil FH.
Lithendid: FH — perekondlik hiiperkolesteroleemia; LDL — madala tihedusega lipoproteiin.

Tabel 2. Hollandi Lipiidikliinikute Koosto6vorgustiku diagnoosikriteeriumid (Haase ja Goldberg,
2012).

Kriteeriumid Punktid
Patsiendi perekondlik anamnees
Enneaegne CAD vdi LDL-kolesterooli tase iile 95 protsentiili I astme sugulasel 1
Ko&6lusksantoomid ja/voi silma sarvkesta servmine hdgusus I astme sugulasel voi LDL- 2

kolesterooli tase iile 95 protsentiili alla 18-aastasel indiviidil
Patsiendi kliiniline haiguslugu

Enneaegne CAD 2
Enneaegne peaaju voi perifeersete veresoonte haigus 1
Patsiendi fiiiisiline ldbivaatus
K&6lusksantoomid 6
Silma sarvkesta servmine hdgusus enne 45. eluaastat 4
Patsiendi LDL-kolesterooli tase
>330 mg/dl 8
250-329 mg/dl 5
190-249 mg/dl 3
155-189 mg/dl 1
DNA analiiiis
LDLR, APOB vdi PCSK9 geeni mutatsioon 8
Patsiendi diagnoos Skoor
Kindel FH >8
Tdendoline FH 6-8
Potentsiaalne FH 3-5
Ebatdendoline FH <3
Lithendid: CAD - siidame isheemiatdbi; FH — perekondlik hiiperkolesteroleemia; LDL — madala tihedusega lipoproteiin.
Tabel 3. Simon Broome’i diagnoosikriteeriumid (Austin jt., 2004).
Kriteeriumid
a Uld- ja (LDL-kolesterooli) tase iile 290 (190) mg/dl tiiskasvanutel ning iile 260 (155) mg/dl alla
16-aastastel lastel
b Koo6lusksantoomide esinemine indekspatsiendil voi I astme sugulasel
c LDLR, APOB vo6i PCSK9 geeni mutatsioon
d Enneaegne miiokardiinfarkt I astme sugulasel (enne 60. eluaastat) voi II astme sugulasel (enne 50.
eluaastat)
& Uldkolesterooli tase iile 290 mg/dl I vdi II astme tdiskasvanud sugulasel voi iile 260 mg/dl alla 16-

aastastel lastel
Kindel FH diagnoos kriteeriumite a ja b vdi c tditmisel
Tdendoline FH diagnoos a ja d vdi a ja e tditmisel
Lithendid: FH — perekondlik hiiperkolesteroleemia; LDL — madala tihedusega lipoproteiin.
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LISA 2

Tabel 1. 4 FH pdhigeeni koos algus- ja ldpp-positsiooniga vastavalt inimese genoomse
referentsjérjestuse assambleeringu versioonile 37 (GRCh37/hgl9).

Kromosoom Geen Alguspositsioon Lopp-positsioon
1 LDLRAPI 25870071 25895377
1 PCSK9 55505221 55530525
2 APOB 21224301 21266945
19 LDLR 11200038 11244492

Tabel 2. DEPICT-iga teostatud geeni prioritiseerimisel tuletatud nimekirja ning Gene Ontology
andmebaasis LDLR-i bioloogilistes radades osalevate geenide listi vordlusel tuvastatud kattuvad
geenid koos algus- ja Idpp-positsiooniga vastavalt inimese genoomse referentsjarjestuse
assambleeringu versioonile 37 (GRCh37/hg19).

Kromosoom Geen Alguspositsioon Lopp-positsioon
1 PCSK9 55505221 55530525
1 ANGPTL3 63063158 63071830
1 DHCR24 55315306 55352891
1 RHCE 25688740 25756683
1 NROB2 27237980 27240457
2 APOB 21224301 21266945
2 ABCGS 44066103 44105605
2 ABCGS 44039611 44066004
3 PPARG 12328867 12475855
5 HMGCR 74632154 74657929
6 SLC22A41 160542821 160579750
6 PLG 161123270 161174347
7 NPCILI 44552134 44580914
8 CYP7A1 59402737 59412795
11 ST3GAL4 126225535 126310239
11 FADS2 61560452 61634826
11 APOAS 116660083 116663136
12 HNFIA 121416346 121440315
16 CETP 56995762 57017757
17 ASGRI1 7076750 7082883
19 LDLR 11200038 11244492
19 ATPI3A1 19756007 19774502
19 APOCI 45417504 45422606
19 CBLC 45281126 45303891

Tabel 3. LDLR-iga seotud bioloogilised rajad vastavalt Gene Ontology andmebaasile. Kolmandas
tulbas on toodud geenid, mis kattusid DEPICT-iga teostatud geeni prioritiseerimisel ning Gene
Ontology andmebaasis LDLR-iga seotud bioloogilistesse radadesse kuuluvate geenide vordlemisel.

GOID GO bioloogiline rada Geenid
GO:0045177 Raku apikaalne osa (apical part of cell) (366) LDLR, ABCGS5, ABCGS,
NPCILI
GO0O:0005794  Golgi aparaat (Golgi apparatus) (1490) LDLR, APOB, PCSK9, PPARG,
ST3GAL4, ANGPTL3, DHCR24
GO0:0005764 Liisosoom (/ysosome) (619) LDLR, PCSK9
GO0:0005769 Varane endosoom (early endosome) (305) LDLR, APOB, PCSK9, ANGPTL3
GO:0005770 Hiline endosoom (late endosome) (214) LDLR, PCSK9
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GO0:0005905 Kaetud lohuke (coated pit) (67) LDLR
GO:0009897 Plasmamembraani valiskiilg (external side of plasma LDLR, PCSK9, PLG
membrane) (242)
GO:0005887 Plasmamembraani integraalne komponent (integral LDLR, RHCE, FADS2, SLC2241,
component of plasma membrane) (1611) ASGRI, ATP1341
GO0:0030669 Klatriiniga kaetud endotsiiiitiline vesiikuli membraan LDLR, APOB
(clathrin-coated endocytic vesicle membrane) (48)
GO0:0010008 Endosoomi membraan (endosome membrane) (397) LDLR, APOB
GO:0016323 Basolateraalne plasmamembraan (basolateral plasma LDLR, SLC2241
membrane) (215)
GO0:0034362 LDL-partikkel (low-density lipoprotein particle) (14) LDLR, APOB, APOA5
G0:1990666 PCSK9-LDLR kompleks (PCSK9-LDLR complex) (3) LDLR, PCSK9
G0:0043235 Retseptorkompleks (receptor complex) (331) LDLR, ABCGS5, ABCGS
G0:0001948  Gliikkoproteiini seondumine (glycoprotein binding) (102) LDLR
GO0:0042802 Identse valgu seondumine (identical protein binding) LDLR, PPARG,SLC22A1,
(1238) NROB2, HNF14, HMGCR
G0:0032050 Klatriini raske ahela seondumine (clathrin heavy chain LDLR
binding) (6)
G0:0002020 Proteaasi seondumine (protease binding) (106) LDLR
G0:0030169 LDL-partikli seondumine (low-density lipoprotein particle LDLR, PCSK9
binding) (15)
GO:0005509 Kaltsiumiooni seondumine (calcium ion binding) (720) LDLR, CBLC
GO:0005041 LDLR-i aktiivsus (low-density lipoprotein receptor LDLR
activity) (13)
GO0:0030229 VLDL-retseptori aktiivsus (very-low-density lipoprotein LDLR
particle receptor activity) (4)
GO:0001618 Viiruse retseptori aktiivsus (virus receptor activity) (70) LDLR
G0:0030299 Kolesterooli imendumine soolest (intestinal cholesterol LDLR, ABCGS5, ABCGS, NPCILI,
absorption) (15) APOAS
GO:0015914 Fosfolipiidi transport (phospholipid transport) (70) LDLR, ABCGS8, APOAS5, CETP,
APOCI
GO:0070508 Kolesterooli import (cholesterol import) (7) LDLR
GO0:0042159 Lipoproteiini katabolism (/ipoprotein catabolic process) LDLR, APOB
(€))
GO0:0008203 Kolesterooli metabolism (cholesterol metabolic process) LDLR, APOB, PCSK9, NPCILI,
(122) ANGPTL3, DHCR24, APOAS,
NROB2, HNFIA, HMGCR, CETP,
APOCI, CYP741
GO0:0034383 LDL-partikli eemaldamine (low-density lipoprotein LDLR, APOB, PCSK9
particle clearance) (19)
GO:0010899 Fosfatidiiiilkoliini katabolismi regulatsioon (regulation of LDLR, APOCI
phosphatidylcholine catabolic process) (3)
GO0:0010867 Trigliitseriidi biosiinteesi positiivne regulatsioon (positive LDLR
regulation of triglyceride biosynthetic process) (13)
GO:2000188 Kolesterooli homdoostaasi regulatsioon (regulation of LDLR

cholesterol homeostasis) (12)

Sulgudes on toodud geenide arv bioloogilises rajas vastavalt Gene Ontology andmebaasile. Lithendid: GO —
Gene Ontology.
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Joonis 1. LDL-C ja 4 geeni analiiiisi tulemusi iseloomustav Manhattan joonis. X-teljel on toodud
kromosoominumber ning y-teljel p-vaartuste negatiivne kiimnendlogaritm.

.

Vaadeldud -log 10 p-vaartus

Qodatud -log 10 p-vaartus

Joonis 2. LDL-C ja 4 geeni analiiiisi tulemusi iseloomustav QQ joonis. X-teljel on toodud oodatud
ning y-teljel vaadeldud p-véirtuste negatiivne kilmnendlogaritm.
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Joonis 3. ApoB ja 4 geeni analiiiisi tulemusi iseloomustav Manhattan joonis. X-teljel on toodud
kromosoominumber ning y-teljel p-vaartuste negatiivne kiimnendlogaritm.

Vaadeldud -log 10 p-vaartus

Qodatud -log 10 p-vaartus

Joonis 4. ApoB ja 4 geeni analiiiisi tulemusi iseloomustav QQ joonis. X-teljel on toodud oodatud ning
y-teljel vaadeldud p-vairtuste negatiivne kiimnendlogaritm.
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