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Meetod toendosusliku ravimisoovituse andmiseks osalise geeniinfo pohjal

Liihikokkuvéte: Personaalmeditsiinis on pead tdstmas valdkond, kus ravimidoos méératakse
inimese geneetika pohjal, sest ravimite ainevahetuse kiirus sdltub suuresti just geneetikast.
Geeniinfo pdhjal ravimisoovituste tegemine on keeruline; suurimaks probleemiks on puudulik
informatsioon, sest enimlevinud genotiipiseerimise vOimalused tuvastavad parilikkusainest
ainult osalise info. Probleemi leevendamiseks luuakse kéesolevas t60s meetod, mis oskab
puuduva info osas teha tdendosuslikke ennustusi. Meetod kasutab puuduva info asemel varem
publitseeritud Euroopa alleelisagedusi, mille abil ennustatakse erinevate metabolismikiiruste
esinemistoendosused. Loodud algoritmi rakendati mitme elutdhtsa ravimi ainevahetust
reguleeriva geeni CYP2C19 andmetel. Tulemusena selgus, et puuduva geeniinfo korral on

voimalik ennustada fenotiilipide tdenédosusi.
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Method for predicting dosing guidelines with missing genetic data

Abstract: The aim of this current thesis is to construct a method that helps to predict
pharmaceutical dosing guidelines with missing genetic data. Making dosing guidelines for
different drugs is difficult because most commonly used genotyping tools are not sufficient
enough to collect all needed data. This means that if we do not get all needed genetic data then
we cannot propose any guidelines. My goal was to alleviate that problem and construct method

that is based on European allele frequencies and makes predictions for every phenotype.
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Sissejuhatus

Tinapieva meditsiinis kasutatakse jirjest rohkem personaalmeditsiini metoodikaid. Uha enam
tahetakse ravipraktikaid isikustada konkreetse inimese jaoks, kasutades tema enda geneetilist
infot. Kahjuks on périlikkusainest sageli raske {iheselt moistetavat teavet tuvastada. Konealune
probleem on iiks suuremaid pohjuseid, miks geneetikat tarvitatakse meditsiinilistes ravivotetes

véhe [1].

Ravimite soovituslikud annused sdltuvad suuresti inimese geneetikast, sest mutatsioonid
madravad ravimite ainevahetuse kiiruse. Metabolismi kiirusest soltub omakorda aeg, kui kaua
puisivad ravimid organismis. Mida lithemat aega saab toimeaine mdjuda, seda suurem peaks
olema annus ning mida kauem ravim organismis piisib, seda vdiksemat doosi vajab inimene.
Seetdttu oleks tarvis ka osalise bioloogilise andmestiku korral ravimidoose méérata. Kéesoleva
t00 eesmargiks ongi inimeste geeniinfo pdhjal anda voimalikult tédpset tagasisidet soovituslike

ravimiannuste osas ka puuduliku geeniinformatsiooni korral.

Kogu vajaminevat teavet oleks voimalik vilja lugeda ainult genoomi tiieliku sekveneerimisega,
kuid kahjuks on see meetod vordlemisi kallis ja seetdttu vahelevinud. Kédesolevas t6ds on
kasutatud Illumina Global Screening Array kiibiga genotiipiseeritud andmeid. GSA on odav ja
populaarne kiip, mis mdodab ligikaudu miljonit asukohta ehk lookust geenis. [7]. Naiteks uues
Geenivaramu EV100 projektis kasutatakse just GSA Kiipi geenivariantide tuvastamiseks.
Ometigi ei mddda mainitud kiip alati koiki olulisi lookusi, mistdttu katab genereeritav

andmestik sageli ainult osaliselt vajamineva info.

Ténasel pdeval on ravimiannuste korrigeerimiseks kasutusel mitmeid spetsiaalseid geeniteste,
mis mdddavad iga geeni puhul iiksikuid lookusi, kuid nendes eeldatakse, et kdigis iilejadnud
lookustes ka kindlasti pole mutatsioone. Selline lahenemine ei ole bioloogilisest vaatepunktist
tdiesti korrektne, sest vilistab automaatselt nende {ilejddnud asukohtadega seotud

geenivariandid. Lisaks tuleks kindlasti eraldi arvesse votta mutatsioone, mida kiip ei modda.

Konealuse probleemi leevendamine ongi kdesoleva t60 eesmdrk. Loputdd siht on disainida
meetod, millega saaks anda geenidoonoritele padevat tagasisidet ka puuduliku geeninfo korral

ning hinnata meetodi rakendatavust.



Moisted ja liihendid
Alleel — 161k geenist
Diplotiiiip — mdlemad alleelid geeni iihes asukohas

Farmakogeneetika— geneetika valdkond, mis uurib geneetika mdju ravimitele ja nende

metabolismile

Fenotiitip — avalduvate geneetiliste tunnuste kogum

Geen — funktsionaalne 18ik parilikkusainest

GSA - Illlumina Global Screening Array, genotiipiseerimiseks kasutatav mikrokiip
Haplotiiiip — kdesolevas t00s kasutatakse siinoniiiimina alleelile

Lookus — asukoht geenis

PharmGKB - farmakogeneetika avalik andmebaas



1 Kirjanduse iilevaade

Kiesolevas peatiikis Kirjeldatakse to6s kasutatud bioloogilist terminoloogiat. Alljargnevalt

tutvustatakse farmakogeneetika valdkonda ja kirjeldatakse ravimisoovituste sisu.

1.1 Farmakogeneetika

Farmakogeneetika on teadusharu, kus uuritakse inimfiisioloogia reaktsioone erinevatele
ravimitele. Uks olulisemaid valdkondi on mutatsioonide md&ju ravimite metabolismikiirusele.
Farmakogeneetika eesmérgiks on disainida uusi ja reguleerida olemasolevate ravimite
doseerimist sdltuvalt patsiendi geneetilisest eripdrast. Ravimid ei moju koigile inimestele
iihtviisi ja seetottu on keeruline geneetilist infot omamata ennustada, kuidas konkreetne patsient

toimeainetele reageerib. [1,2]

Inimkehas méédravad sageli erinevad maksaensiilimid, kuidas keha ravimitele reageerib.
Enstiiimide siinteesi reguleerivad enamasti geenid — seega on inimese geneetilise koodi abil
voimalik ennustada inimkeha reaktsioone teatud medikamentidele. Oluline on teada, kui kaua
osalevad ravimid inimese ainevahetusprotsessis ning kui suur on tdendosus allergiliseks
reaktsiooniks. Mida kauem osaleb ravim inimese metabolismis, seda suurem on ravimi moju

ning mida vihem ta ainevahetusringis osaleb, seda vdiksem on toimeaine mdju. [2,3]

1.2 Geneetika

Geenide ehk parilikkusaine funktsionaalsete 1dikude erinevates asukohtades paiknevad
muutused midravad ravimite metabolismikiiruse. Ainevahetus sdltub omakorda nii emalt kui
isalt péritud geeniinfost. Mdlema vanema kombineeritud geneetika méédrabki isesuguste
medikamentide vajamineva doosi, kuid geenivariantide tuvastamiseks peab esmalt mdistma

mutatsioonide sisu.

Punktmutatsioonid on muutused geeni 1digus, kus iiks nukleotiid on asendunud teisega.
Nukleotiidid on orgaanilised molekulid, mille abil siinteesitaksegi nukleiinhappeid ehk
siinkohal DNAd. Nukleotiidid koosnevad ldmmastikalusest, suhkrust ja védhemalt {ihest
fosfaatriihmast. Bioloogias ja kédesolevas t00s tdhistatakse ja klassifitseeritakse nukleotiide
sageli ldammastikaluste jargi. Tabelis 1 kirjeldatakse DNA ldmmastikaluseid, mida on neli.
Piirimidiinid tsiitosiin ja tiimiin on vdiksemad ning puriinid adeniin ja guaniin suuremad
molekulid. Tabelis on mérgitud ka igale lammastikalusele vastav tdhis. Punktmutatsioonides

on kdige sagedamini vahetunud piirimidiinalused omavahel ehk tsiitosiin tlimiiniga ja vastupidi



ning puriinalustest adeniin ja guaniin vahetuvad omakeskis. Harvem vahetuvad puriinalused

plirimidiiniga ja vastupidi.

Tabel 1. DNA nukleotiidide ldmmastikalused

Piirimidiin Puriin

Tsiitosiin | Tumiin Adeniin | Guaniin

C T A G

Muutused nukleotiidides on antud t60 kontekstis olulised, sest just nukleotiidide abil
stinteesitaksegi koik keha valgud, sealhulgas ensiiiimid. Ensiilimide regulatsioonist soltub
jéllegi ainevahetuse kiirus ja niiviisi ongi vdikesed mutatsioonid metabolismi iseédrasuste

aluseks.

Eelnevalt Kkirjeldatud mutatsioonide tuvastamisega saab maérata inimese geenivariandi, kuid
selleks tuleb iihes asukohas miédrata molemad alleelid ehk 16igud geenist. Alleelide abil
médratakse diplotiitip, mis koosneb kahest alleelist. Kdesoleva t66 raames nimetatakse
haplotiiiibiks ehk alleeliks mutatsioonide kogumit samas geenis. Haplotiiiibi tahistamiseks on

numbri ees tirn, nditeks *1.

Diplotiiiibi abil tuvastatakse fenotiiiip, mis on juba tunnuste kogum, mis madrabki metabolismi
kiiruse. Kui diplotiilip tdhistab geneetilist informatsiooni, siis fenotiilip on avalduv tunnus,
nditeks silmade virvus. Kaéesoleva t66 (ravimi metabolismi) kontekstis on kasutusel kuus
erinevat fenotiitipi: {likiire (ultrarapid), kiire (rapid), normaalne (normal), keskmine

(intermediate), aeglasele kalduv (likely intermediate) ja aeglane fenotiiiip (poor). [4]

1.3 Olulised geenid farmakogeneetikas

Tsiitokroom P450 on ensililimiklass, mille ensiiiimid vastutavad ligikaudu 40% ravimite
metabolismi kiiruse eest. Nende ensiitimide kiirus sdltub peamiselt neljast geenist: CYP2D6,
CYP2C9, CYP2C19 ja CYP3AS. Seetottu on kdnealused geenid ravimisoovituste tegemisel

eriliselt olulised. Kdesolevas tods on algoritmi ndide toodud geeni CYP2C19 niitel. [5]

1.4 Ravimisoovitused

Geen CYP2C19 reguleerib maksaensiiiimi t66d, mis omakorda méérab ligikaudu 10% ravimite
ainevahetuse Kiiruse. Sealhulgas vastutab CYP2C19 laialdaselt kasutusel olevate mao

iilihappelisust neutraliseerivate ravimite omeprasooli ja pantoprasooli metabolismikiiruste eest.
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Lisaks reguleerib konealune geen veresoonkonna haiguste ravis kasutatava klopidogreeli

metabolismikiirust. [3]

Ravimisoovitused pdhinevad punkmutatsioonide olemasolul vdi puudumisel konkreetsetes
geeni asukohtades, mida téhistavad rs-koodid (nditeks rs12248560 tdhistab 10. kromosoomil
asukohas 96521657 mutatsiooni, kus C asemel on T). Punktmutatsioonide olemasolu
konkreetsetes lookustes moddavad mikrokiibid. Kdesolevas tods on kasutatud kiipi GSA, mis
mdodab ligikaudu miljonit asukohta péarilikkusaines [7]. Igas lookuses on tavaliselt normaalne
lammastikualus, mida nimetatakse wild type’ks. Kui inimesel tuvastatakse normaalne
lammastikalus, siis toimub ravimi metabolism normaalse Kiirusega. Kui aga mainitud asukohas
on mdni muu lammastikalus, siis on ravimite ainevahetuse kiirus tdenéoliselt kas kiirem voi

aeglasem ja inimene vajab annuse korrigeerimist voi asendusravimit. [1, 4]



2 Metoodika

2.1 Andmed ja geenispetsiifilised tabelid

Kéesolevas to0s kasutatakse geeniandmetena Eesti Geenivaramu poolt genotiipiseeritud
andmeid GSA Kiibilt ja jargmisi abitabeleid [10]:

1) CYP2C19 alleelide definitsiooni tabel (PharmGKB andmebaasist [8])
2) CYP2C19 alleelide sagedustabel (Human Genome Diversity projektist [9])
3) CYP2C19 diplotiiiibi — fenotiiiibi tabel (PharmGKB andmebaasist [8])

PharmGKB on avalik andmebaas, mis sisaldab infot geneetika ja ravimite metabolismi

vaheliste seoste kohta.

Alljargnevalt selgitatakse nende andmete ja tabelite sisu ning eesmarki.

2.1.1 Alleelide definitsiooni tabel

Geeni alleelide definitsioonide tabelit on meetodis vaja punktmutatsioonide alusel haplotiiiibi

madramiseks.

Tabelis 2 on toodud geeni CYP2C19 alleelide definitsioonide lihtsustatud tabel (kogu tabel
oleks visualiseerimiseks liiga mahukas). Tabeli seis périneb 12. mértsist 2018. Esimeses veerus
on loetletud haplotiilibid ja nende jirel iga haplotiiiibi jaoks vajalik limmastikalus (mutatsioon).
Mutatsiooni asukohta geenis téhistatakse rs-koodiga (iilemine rida). Teises reas *1 jirel vastab

igale asukohale mutatsioonita limmastikalus.

Alljargnevast ndeme, et kui inimesel on niiteks asukohas, mida tdhistab kood rs72558186
lammastikualus adeniin (A), siis tal on haplotiilip ehk alleel *7. Kui tal oleks samas asukohas
hoopis tiimiin (T), siis oleks tegemist *wild type’ga ehk normaalse alleeliga. Samas haplotiiiibi
*17 méadramiseks peaks inimesel olema rs12248560 asukohas tiimiin (T), kuid kui seal on

hoopis tsiitosiin (C), siis on jéllegi tegemist normaalse haplotiiiibiga.



Tabel 2. CYP2C19 modifitseeritud alleelide definitsiooni tabel [10]

Alleel |rs12248560) rs55751064 | rs41291156| rs17884712| rs4986893 | rs6413438 | rs4344285 [rs71558186| rs1780685 |rs56337013
*1 C T T G G C G T C C

2 A
*3 A
*4
*5 T
*6
=7 A
*8 C
*9 A
*10 T
*11
*12
*13 T
*14 C
*15
*16
*17 T

Alleeli tuvastamisel tekib probleem, kui kiip ei mddda mdnda asukohta. Olukorras, kus kiip ei
madra lammastikalust kdigis positsioonides ja ei tuvasta iilejadnud asukohtade seas iihtegi
mutatsiooni, ei saa tdielikult kindel olla, et inimesel mutatsioone iildse pole. Seega ei saa iiheselt
haplotiitipi madrata. Naiteks kui rs17879685 ja rs56337013 koode kiip ei médra ja me mujal

ithtegi muutust geenis ei tuvasta, siis voivad inimesel olla haplotiiiibid *1, *5 voi *13.
2.1.2 Alleelide sagedustabel

Geeni alleelide sagedustabelit on algoritmis tarvis diplotiiiibi sageduste arvutamiseks ja

mitteesinevate alleelide vilistamiseks.

Geeni CYP2C19 alleelide sagedustabel Euroopas ja PGhja-Ameerikas on kujutatud tabelis 3.
PharmGKB andmebaasis on olemas alleelisagedused ka teiste etniliste inimrithmade jaoks, kuid
meie meetodis kasutame ainult eurooplaste sagedustabelit, kuna kasutatud geeniandmed

parinevad kdik Euroopa populatsioonist. Tabeli andmed périnevad 12. mértsist 2018.
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Tabel 3. Geeni CYP2C19 Euroopa ja Pohja-Ameerika alleelide sagedustabel [10]

Eurocopa+P&hja-Ameerika

CYP2C19 alleel alleelisagedus

*q 0,624

*2 0,146

*3 0,00619

*q 0,00278

*5 0,0000253

*6 0,0019

*7 0

*8 0,00256

*g 0,00025

*10 0

*12 0

*13 0,001

*14 0,00000333

*15 0,002

*16 0

*17 0,213

*22 0

*35 0

Esimeses veerus on geeni alleel, millele vastab teises veerus vastava alleeli sagedus. Naiteks
alleeli *3 sagedus on 0,00619 ehk 0,6% populatsioonist esineb see alleel. Uhtlasi nieme, et
nditeks alleeli *7 ei esine eurooplaste seas iildse. Alljargnevast selgub, et kdige sagedasem

alleel on *1 sagedusega 0,624, mis tahistab mutatsioonideta alleeli.

2.1.3 Diplotiiiibi — fenotiiiibi tabel

Diplotiiiibi-fenotiitibi tabelit kasutatakse diplotiiiibi pohjal fenotiilibi médaramiseks.

Geeni CYP2C19 diplotiiiibi — fenotiiiibi tabel, mis sisaldab alleeli *1 on kuvatud tabelis 4.
Joonise esimeses veerus on toodud haplotiitipidest koosnevad diplotiiiibid, millele vastab
paremal konkreetne fenotiitip. Joonisel on kuvatud ruumi kokkuhoiu mdttes ainult alleeli *1
sisaldavate diplotiiiipide fenotiiiibid. T66 raames tuli kasutada koiki Euroopas esinevatele
haplotiiiipidele vastavaid tabeleid. Tabeli seis pédrineb kuupédevast 12. mirts 2018. Naiteks

diplotiiibiga *1/*9 inimene on selle andmeil keskmise metabolismiga.
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Tabel 4. Geeni CYP2C19 alleeli *1 sisaldav diplotiiiibi-fenotiiiibi tabel [10]

CYP2C19 Diplotiiiip Fenotiiiip
*1/*1 CYP2C19 Normaalne metaboliseerija
*1/%2 CYP2C19 Keskmine metaboliseerija
*1/*3 CYP2C19 Keskmine metaboliseerija
*1/*4 CYP2C19 Keskmine metaholiseerija
*1/*%5 CYP2C19 Keskmine metaholiseerija
*1/%6 CYP2C19 Keskmine metaboliseerija
*1/*8 CYP2C19 Keskmine metaboliseerija
*1/*9 CYP2C19 Keskmine metaholiseerija
*1/*13 CYP2C19 Normaalne metaboliseerija
*1/*14 Teadmata
*1/%15 CYP2C19 Normaalne metaboliseerija
*1/#17 CYP2C19 Ulikiire metaboliseerija

2.1.4 Konstrueeritud diplotiiiibi sagedustabel

Diplotiiiibi sagedustabelit (tabel 3) on algoritmis tarvis, et grupeerida voimalike diplotiiiipide

sagedused vastavate fenotiiiipide (tabel 4) jérgi.

Diplotiiiibi esinemissageduste tabel on konstrueeritud alleelide sagedustabeli (tabel 3) pohjal,
kasutades valemit (1):

kus Dmn téhistab diplotiiiibi sagedust ning diplotiiiip koosneb haplotiiiipidest m ja n. Hn on
vastavalt haplotiitibi m sagedus ja Hn haplotiiiibi n sagedus. Tabelis 5 on kuvatud (osaline)
diplotiiiibi sagedustabel, kus on esindatud diplotiiiibid, mis sisaldavad alleeli *1, tdies mahus

tabel on leitav peatiikist Lisa 1.
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Tabel 5. *1 alleeli sisaldavate diplotiitipide esinemissagedus (kasutatud valemit 1)

Diplotaup Esinemissagedus
*1/*1 0,38937600
/72 0,09110400
*1/*3 0,00386256
*1/*4 0,00173472
*1/*5 0,00001579
*1/*6 0,00118560
*1/*8 0,00159744
*1/*9 0,00015600

*1/713 0,00062400
*1/%14 0,00000208
*1/*15 0,00124800
/717 0,13291200
717 0,045369

Niiteks diplotiitibi *1/*3 esinemissagedus Euroopas on 0,00386, mis tdhendab, et 0,39

protsendil inimestest on mainitud diplotiiiip.

2.2 Geeniinfo

Kéesolevas t60s kasutatakse Eesti Geenivaramus GSA Kkiibiga genotiipiseeritud inimeste
andmeid. Tabelis 6 on toodud geeniinfo ndide. Esimeses veerus on rs-kood, mis mérgib vastavat
mutatsiooni, teises veerus on kromosoomi number, millele jargneb mutatsiooni asukoht.
Neljandas veerus asetseb doonori identifikaator ja kahes viimases on konkreetsed tuvastatud
alleelid — iiks iihelt ja teine teiselt vanemalt. Néiteks inimesel identifikaatoriga 4 olid 19ndas

kromosoomis positsioonil 15990431 lammastikualused tiimiin (T) ja tsiitosiin (C).

Tabel 6. GSA geeniinfo néide

RS-kood |Kromosoom| Positsioon Geenidoonor | Alleel 1 | Alleel 2
rs2108622 19 15990431 1 T C
rs2108622 19 15990431 2 C C
rs2108622 19 15990431 3 C C
rs2108622 19 15990431 4 T C
rs2108622 19 15990431 5 T T

Kokku sisaldab geeniandmestik 19 341 inimese andmeid. Andmestik sisaldab CYP2C19 kohta
4 273 392 rida.
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Nimetatud kiibiga on vdimalik mdota ligikaudu tiks miljon punktmutatsiooni, kuid see
moodustab vaid murdosa inimese kogu genoomist [7]. Naiteks geeni CYP2C19 tdielike
ravimisoovituste jaoks oleks tarvis tuvastada 38 mutatsiooni, kuid GSA moddab vaid 10
positsiooni. Seega on ilmne, et tdiclikke ja liheseid ravimisoovitusi saab anda vaid viga
vihestele inimestele, sest kui GSA ei m6dda 28 asukohta, siis me ei tea, kas neis on mutatsioone
voi mitte. Selleks, et inimesele tiheselt fenotiilipi médrata, peaksid tema mutatsioonid paiknema
mones neis kiimnes asukohas, mida GSA moddab. Jérelikult kui meil puudub sisuline info 28
olulise asukoha kohta, siis v&ib juhtuda, et molemat haplotiiiipi ei saa doonori kohta iiheselt

maarata.

2.3 Algoritmi selgitus ja skeem

Alljargnevalt kirjeldame algoritmi, mis suudaks siiski teha doonori kohta fenotiilibi ennustuse

ka osalise geeniinfo pdhjal.

Algoritmi toimemehhanismi v3ib jagada seitsmeks etapiks. Jargnevalt kirjeldame koiki etappe

lahemalt. Lihtsuse mottes toome ndite kujuteldava geeniga X.
Etapid:

1. Filtreerime inimese geeniinfost konkreetse geeni jaoks olulised mutatsioonid (kasutades
tabelit 2)

Piitiame mutatsioonidega méérata haplotiiiipi (tabeli 2 abil)

Leiame koik potentsiaalsed haplotiilibid

Konstrueerime haplotiitipidest kdikvoimalikud diplotiiiibid

Leiame diplotiiiipide sagedused (tabeli 3 abil)

Grupeerime diplotiiiipide sagedused fenotiiiipide jargi (tabeli 4 abil)

N oo g bk~ DD

Skaleerime sagedused 100% peale ja arvutame fenotiitipide esinemistdendosused.

Algoritmi esimeses etapis leiame inimese geeniinfost mutatsioonid, mis on geeni
ravimisoovituste tegemiseks vajalikud. Seejérel pliiame muutuste pdhjal tuvastada haplotiiiipi.

Kuna haplotiiiipe on kaks, siis tuleb mdlemad maéérata.
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Vaatleme meie
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|

Alles jaavad vaimalikud
haplotuubid.

I

Anname haplotulpidele
tdenaosushinnangu
vastavalt Euroopa alleelide
sagedustabelile

Joonis 1. Haplotiiiibi leidmine

Joonis 1 illustreerib haplotiiiibi médramist. Selleks on kaks voimalust (etapp 2): me kas
suudame mutatsioonide abil tiheselt méarata haplotiiiibi voi on info puudulik, mistdttu peame
vélistama alleelid, mis kindlasti ei esine ja allesjddnutele andma esinemistdendosususe

PharmGKB alleelide sagedustabeli jargi.

Joonisel 2 on selgitatud, kuidas médratakse haplotiitipi kujuteldava geeni X puhul. Jooniselt on
ndha, et geeni koikide haplotiilipide madramiseks oleks tarvis modta 10 mutatsiooni (kdik
vertikaalsed tulbad), kuid reaalselt mdotsime ainult neli muutust (joonisel vertikaalsed rohelise
taustaga rs-koodid) Nende nelja mutatsiooniga suudaksime {iheselt mddrata ainult neli
haplotiilipi: *3, *7, *8 ja *10. Seetottu on selge, et ravimisoovituste tagasisidet on mdistlik anda

tdendosuslikul viisil.
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Haplotiiiip| r=12248560 |rs55752084 (rsd1281556 | rs 17884712 1s4986893 rsB413438 | rs4244285 |rsT2558186/ 1= 17879885 | rs56337013
b | C T T G G [ G T c C
2 A
3 A | | l
* G
H T
* A
*7 A
3 C
b A
0 T | |
1 A

Joonis 2. Mutatsioonide pdhjal haplotiiiibi midramine

Jargmine tdhtis aspekt ravimisoovituste juures on asjaolu, et juhul kui Kiip ei tuvastanud
inimesel tihtegi mutatsiooni, siis teame, et tal vdivad olla (etapp 3) potentsiaalselt ainult
haplotiitibid *1, *2, *4, *5, *6, *9, *11, sest iilejddnute jaoks oleksime pidanud leidma

mutatsioone.

Edasi tuleb neljandas etapis emalt ja isalt pdrinevad vdimalikud haplotiiiibid omavahel
koikvoimalikult kombineerida ja luua sedasi potentsiaalselt esinevad diplotiiiibid. Niiteks geeni
X puhul oleksid konstrueeritud diplotiitibid: *1/*1, *1/*2, *1/*4, *1/*5, *1/*6, *1/*9, *1/*11,
*20*1, *2/*2, *2/*4, ..., *11/*11.

Etapis 5 tuleb diplotiiiibi-fenotiiiibi tabelist (tabel 4) leida igale konstrueeritud diplotiiiibile
vastav fenotiilip ning valida konstrueeritud diplotiiiibi sagedustabelist (tabel 5) diplotiiiibile
vastav sagedus. Edasi tuleb sagedused grupeerida (etapp 6) fenotiiiibi jargi ja tdendosused etapis

7 skaleerida 100% peale, mille alusel saabki inimesele anda fenotiiiipide esinemistdendosuse.

Diplotiitipide sageduste grupeerimist ja tdendosuste skaleerimist iseloomustab jargnev valem

(2):

YDy
-2

F

kus F on konkreetse fenotiilibi esinemistdendosus, DF mairgib fenotiiiibiga F diplotiilipide

sagedusi ja D mérgib koikide konstrueeritud diplotiilipide sagedusi.
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Haplotiiiip |1 2 84 “5 7 '8 "% M0
i 0,3894) 0,091104 0,00173 0 0

“2 0,0811] 0,021316 0,00041 0 0

3

4 0,0017] 0,000406 1,1E-06 0 0

“5 0 0 0 0 0

“6 0 0 0 0 0

T

“8

9

0

1 0 0 1,68E-06

Joonis 3. Potentsiaalsed diplotiiiibid ja fenotiiiibid konkreetsel inimesel geeniga X

Joonisel 3 on kujutatud néditena iihe inimese potentsiaalsete diplotiiiipide sagedusi, mille
loomiseks laheb tarvis konstrueeritud diplotiiiipide sagedustabelit (tabel 5 geeni X kohta).
Niites toodud inimesel me ei suutnud iiheselt haplotiilipe mééarata, sest me ei tuvastanud iiheski
meile teadaolevas asukohas mutatsioone (st. alleele *3, *7, *8 ja *10 ei tuvastatud, sest
vastavates asukohtades polnud mutatsioone). Uhtlasi kui geeni X alleelide sagedustabelis on *5

ja *6 vairtusteks 0, siis voime tdendosushinnangutest ka need vilja jétta.

Seega summaarselt jaitame geeni X puhul tdendosushinnangust vilja alleelid, mida Euroopas ei

esine (*5 ja *6) ja alleelid, mis kindlasti meie populatsioonis ei esine (*3, *7, *8, *10).

Alles jaavad neli haplotiitipi *1, *2, *4 ja *11, moodustasime tabelis nende kombinatsioonid ja
diplotiiipide sagedustabeli abil leiame tabelisse kirjed. Seejirel grupeerime diplotiiiibid
fenotiitipide jargi (Geeni X diplotiiiibi-fenotiiiibi tabeli abil). Joonisel tdhistab roheline
taustavirv normaalset, kollane aeglast ja lilla kiiret metabolismi. Néiteks diplotiitipidel *1/*1

ja *11/*11 oleks normaalne metabolism.

Niitid skaleerime koik sagedused fenotiitipide jargi 100% peale ja leiame nende
esinemistoendosuse. Selleks kasutame valemit 2. Esmalt tuleb grupeerida normaalse (rohelise
taustaga) fenotiiiibiga diplotiitipide sagedused. Seejérel tuleb liita *1/*1 ja *11/*11 sagedused
ja jagada koikide diplotiitipide sageduste summaga. Sarnaselt tuleb kédituda aeglasele ja kiirele
fenotiilibile vastavate kirjetega. Niiviisi selgub, et nditena toodud (joonis 3) konkreetne
geenidoonor on 65% tdendosusega normaalne metaboliseerija, 34,7%tdendosusega aeglane ja

ainult 0,3% tdendosusega kiire metaboliseerija. Sellise tagasisidega inimene teaks, et pigem on
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tal kalduvus aeglasele ravimite metabolismile kui kiirele, mis omakorda tdhendaks pigem

keskmisest suuremat kui vaiksemat ravimiannust.

Kogu Kirjeldatud meetodit illustreerib joonis 4. Helerohelise taustaga plokid kujutavad
PharmGKB tabeleid, tumerohelise taustaga Geenivaramu geeniandmestikku. Helepruunid

kastikesed mirgivad andmeanaliiiisi vahepunkte ning tumepruun taust kirjeldab 16pptulemust.

Geeniinfo
n=._..
Diplotiiiibi-
Alleelide fenotiiiibi tabel
EE e

Alleelide

sagedustabel Fenotiilipide

esinemistdendosuse
madramine

Véimalike
diplottipide
maaramine

Diplotiilipide
sagedustabel

Diplotiitipide sageduse
madramine

Joonis 4. Meetodi tilevaatlik skeem

Jargnevalt rakendasime kirjeldatud meetodit Eesti Geenivaramu andmestikul ja arvutasime
geeni CYP2C19 fenotiilipide esinemistdendosused. Tulemused esitan jérgmises peatiikis.
Meetodi testimiseks loodi spetsiaalne Python skript. Skript on kittesaadav Githubis:
https://github.com/ainika/Farmakogeneetika; Graafikud loodi Microsoft Exceliga.
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3  Tulemused
Jargnevas peatiikis kirjeldan tulemusi.

GSA kiibiga saime ravimisoovitusi geeni CYP2C19 raames teha 19341 inimesele. Neist 1965
inimesele onnestus iiheselt méarata fenotiiiip. 7851 indiviidile suutsime méédrata ainult {ihe
haplotiiiibi ja 9525 inimesel ei tuvastatud iihtegi punktmutatsiooni. Vastavat informatsiooni
kajastab joonis 5.

0,6
0,492477121
0,5
0,405925237
0,4
<
g
< 0,3
[%2]
(@)
0,2
0,101597642
) -
0
Kindel fenotiiiip Uks haplotiiiip Ei tuvastanud iihtegi
mutatsiooni

Joonis 5. Geeni CYP2C19 inimgrupid fenotiiiibi médaramisel

Jooniselt ndeme, et inimesi, kellel suutsime miédrata mdlemad alleelid ja seega fenotiiiibi
itheselt oli kdige vihem ehk 10%. Kdige rohkem oli inimesi, kellel me ei tuvastanud iihtegi
mutatsiooni. Selliseid inimesi oli 49% ja neile saame tagasisidena 6elda tdendosused mitme
fenotiilibi kohta. Ligikaudu 41 protsendil inimestest saime maérata ainult {ihe alleeli, mistottu
ka sellel inimgrupil ei saanud iiheselt fenotiilipi méiérata, vaid anda erinevatele fenotiitipidele

esinemistoendosusi.

3.1 Alleelisagedused

Meie populatsioonis esines summaarselt enim alleele *2 ja *17, vastavalt 14 ja 84 protsenti.
Veel leidus populatsioonis *3, *5, *8, *9, *10, *13 ja *14 alleele, kuid neid oli kokku ligikaudu
2% kogu valimist.
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3.2 Fenotiiiipide sagedus populatsioonis

Fenotiitipide sagedusi eelnevalt toodud (joonis 5) inimgruppide 16ikes iseloomustab joonis 6 ja
tabel 7.

Vasakpoolsest tulbast ndeme, et suutes liheselt méadrata molemad alleelid, saime tuvastada, et
ilikiire metabolismiga inimesi oli selles grupist 77%, aeglasele metabolismile kalduvaid
inimesi oli 20 % ja keskmise ning aeglase metabolismiga summaarselt vihem kui kolm

protsenti populatsioonist.

100%

0,0028 0,0003

90%
80%
70%
60%

50%

Protsent

40%

30%

0,0022
0,
20% 0,0001

0,2080

0,
10% 0,0075
0 0178

0%
Tuvastasime mdlemad alleelid Tuvastasime tihe alleeli Ei tuvastanud iihtegi alleeli

m Keskmine ®Normaalne mKiire Kalduvus aeglasele mAeglane m Ulikiire ®

Joonis 6. CYP2C19 Fenotiiiibi sagedus populatsioonis

Teisest tulbast ndeme, et neile, kellel me ei tuvastanud {ihtegi mutatsiooni, saime ennustada, et
99% sellistest inimestest on normaalse metabolismiga ja ainult iiks protsent tasase
metabolismiga. Uhtlasi teame seelibi, et inimestel, kellel me ei suuda iihtegi mutatsiooni

tuvastada, pole kindlasti iilikiiret ega aeglast metabolismi.

Kolmandast tulbast ndeme, et inimestel, kellel tuvastasime iiheselt ainult {the mutatsiooni, on

87 protsendi tdendosusega Kiire metabolism ja 12 protsendil keskmine metabolism. Kolmanda
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grupi inimeste ravimisoovitused ei ole siiski koigile samad, vaid sdltuvad sellest, missugune

haplotiiiip neil esiti tuvastati. Seda jaotust on néidatud jargmises peatiikis.

3.3 Fenotiiiibis ennustuste detailsed tdéeniosused.

Liahtudes eelpool mainitust, siis madrates ainult iihe haplotiilibi, sdltub ennustus konkreetsest
alleelist. Tabelist 7 on néha, et iga alleeli puhul on fenotiiiibi tdendosused erinevad. Niiteks *13
haplotiilibiga on inimene kindlasti normaalse metabolismiga, samas tuvastades ainult *17

alleeli, teame, et metabolism on 99% tdendosusega kiire

Tabel 7. Ennustuste detailsed tdendosused

--
|Aeglane| aeglaseks [FKesKminey Normaalne | Kiire | Ulikiire

Kindel fenotiiiip 0,00216 | 0,207995678 | 0,0178282 0,77202
Uks haplotiiiip

*3 0,00303 0,996974

*17 0,00302596 | 0,0031852 0,99379

*5 0,00303 0,996974

*2 0,00303 0,996974

*9 0,996805112 | 0,0031949

*13 1

*8 1

*10

*14
Pole iihtegi 0,0074543| 0,9925457

Uhtlasi nieme tabelist, et kui me ei suuda inimesel {ihtegi mutatsiooni tuvastada, siis on ta 99
protsendi tdendosusega normaalne metaboliseerija kalduvusega tasasele metabolismile. Oluline
on siinkohal tdhele panna, et sellisel juhul me teame, et inimene pole Kindlasti Kiirenenud
metabolismiga ning see tihendab, et tal pole tarvis ravimiannust suurendada. Uhtlasi on kasulik
teada, et geenidoonor ei kuulu darmusesse (iilikiire), sest liiga kiire metabolismiga vodivad

kaasneda muud terviseprobleemid [11].

Kindla fenotiiiibi madiramisel pole tegemist enam ennustustega, vaid sagedustega. Jooniselt
ndeme, et 77% sellest inimgrupist moodustasid iilikiire metabolismiga inimesed ja 20,7%

kaldusid aeglasele metabolismile.
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3.4 Algoritmitulemuste ja Euroopa fenotiiiibisageduste erinevused

Joonis 7 vordleb fenotiiiipide jaotust varem avaldatud kirjanduses ja meie populatsioonis.
Jaotused on enamvdhem sarnased, kuid vorreldes meie populatsiooniga on Euroopa normaalse
fenotiilibi sagedus 8 protsendi vorra viiksem ja seega moodustab 40% kogu populatsioonist.
Kiiret metabolismi on Euroopas 27%, kuid keskmist on vdrreldes meie populatsiooniga
ligikaudu viis korda rohkem ja seega 26 protsenti. Samas pole Euroopa sagedustes margitud

aeglasele kalduvat metabolismi, kuid meil on véga vihe aeglast metabolismi.

0,9
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03
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0,0223
0,0004 /
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Joonis 7. Meie ja Euroopa populatsioonide fenotiilipide summaarne jaotus

Meie populatsiooni ja Euroopa sageduste erinevuste pohjuseks on tdendoliselt asjaolu, et meie
ei tuvastanud tihegi inimese seas *4A ega *15 alleele, mis PharmGKB andmetel peaks olema
Euroopas esindatud. Samas konealused alleelid on olulised keskmise metabolismi

madramiseks.
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4 Arutelu

Praegu kasutusel olevad geenitestid on iileméadra jdigad ega arvesta puuduliku
geeniinformatsiooniga. Kiesoleva t66 raames loodud meetod on diinaamilisem ja kohandatud

geeni spetsiifika ning haplotiiiipide isedrasusega.

Tulemustest selgus, et kuna algoritmi tulemuste jaotus ja Euroopa fenotiitipide sagedused on
sarnased, siis jarelikult on algoritm meie populatsioonile rakendatav. Euroopa sagedustabelis
ei olnud mirgitud fenotiilibina aeglasele kalduvat metabolismi, kuid umbes sama suur
fenotiitibijaotus oli meil aeglase metabolismiga. Seega esineb voimalus, et PharmGKB tabelis

liigitati tulemus lihtsalt acglase fenotiiiibi alla.

Uhtlasi on ilmne, et algoritm on suuresti sdltuv algandmete digsusest. Kui PharmGKB
andmetabelid ei ole korrektsed, siis on ka ravimisoovitused ebatidpsed. Seepérast on oluline
enne meetodi rakendamist vorrelda populatsiooni alleelisagedusi PharmGKB tabelites toodud
alleelisagedustega, sest enne tuleb veenduda, et meie populatsiooni alleelisagedused ja Euroopa
omad (tabel 3) on sarnased. Teoreetiliselt esineb voimalus, et uuritav populatsioon on nii

eripdrane, et Euroopa alleelisagedusi ei tohiks meetodis kasutada.

Samas on selge, et diinaamilisema algoritmiga saab ka tdpsemat tagasisidet anda. Hulgal
inimestel suudame maéérata ainult iihe alleeli, kuid tdnasel pdeval ei saaks nemad konkreetse
geeni osas lldse ravimisoovitusi. Tulemustest oli ndha, et tegelikult saab paljudele
geenidoonoritele ka sellisel puhul infot jagada. Tahtis aspekt tdendosuslike ravimisoovituste
puhul on asjaolu, et kuigi me ei saa konkreetselt 6elda, et inimesel on naiteks kiire ainevahetus,
kiill aga pruugime mainida, et tal kindlasti ei ole aeglane metabolism. Selline tagasiside omab
juba suurt sisulist tdhendust, sest teadmine, et inimesel pole aeglane metabolism tdhendab

omakorda, et vaiksemaid ravimidoose ei ole mdistlik tarbida.

Konealune algoritm ja valdkond vajab kindlasti jatkuvalt uurimist, sest lahendust tuleks

kindlasti tildistada ka teiste geenide tarvis.
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5 Kokkuvote

Geeniinfo pohjal ravimisoovituste tegemine on muutumas kliinilises praktikas kiill iiha
tavapdarasemaks, kuid tehniliste niiansside tottu ei ole siiski kasutusel nii laialdaselt, kui voiks.
Suurimaks probleemiks on siin asjaolu, et inimese geeniinfo eraldamine kuluefektiivsel
mikrokiibimeetodil ei moddda jatkuvalt paljusid ravimisoovituste tegemiseks vajalikke
geenimutatsioone. Selleks, et ravimisoovituste andmine oleks siiski vdimalik, kirjeldatakse
kéesolevas to0s osalist geeniinfot kasutaval tdendosustel pohinevat meetodit, mis kasutab
patsiendi kohta olemasolevat geeniinfot ja geenivariantide varem publitseeritud
esinemissagedusi. Niitena kasutatakse geeni CYP2C19 ja populaarse mikrokiibiga Illumina
Global Screening Array moodetud Eesti geenidoonorite andmeid, millel saadud tulemused
langevad kokku varem raporteeritud ravimisoovituste sagedustega. PShjalikumaks analiiiisiks

vajaks teema kindlasti edasist uurimist.
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Lisa 1 — CYP2C19 diplotiilipide sagedustabel

Diplotiitip Esinemissagedus
*1/*1 0,38937600
*1/*2 0,09110400
*1/*3 0,00386256
*1/*4 0,00173472
*1/*5 0,00001579
*1/*6 0,00118560
*1/*8 0,00159744
*1/*9 0,00015600

*1/*13 0,00062400
*1/*14 0,00000208
*1/*15 0,00124800
*1/*17 0,13291200
*2/*2 0,02131600
*2/*3 0,00090374
*2/*4 0,00040588
*2/*5 0,00000369
*2/*6 0,00027740
*2/*8 0,00037376
*2/*9 0,00003650
*2/*13 0,00014600
*2/*14 0,00000049
*2/*15 0,00029200
*2/*17 0,03109800
*3/*3 0,00003832
*3/*4 0,00001721
*3/*5 0,00000016
*3/*6 0,00001176
*3/*8 0,00001585
*3/*9 0,00000155
*3/*13 0,00000619
*3/*14 0,00000002
*3/*15 0,00001238
*3/*17 0,00131847
*4/*4 0,00000773
*4/*5 0,00000007
*4/*6 0,00000528
*4/*8 0,00000712
*4/*9 0,00000070
*4/*13 0,00000278
*4[*14 0,00000001
*4/*15 0,00000556
*4[*17 0,00059214
*5/*5 0,00000000
*5/*6 0,00000005
*5/*8 0,00000006
*5/*9 0,00000001
*5/*13 0,00000003
*5/*14 0,00000000
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*5/*15 0,00000005
*5/*17 0,00000539

*6/*6 0,00000361

*6/*8 0,00000486

*6/*9 0,00000048
*6/*13 0,00000190
*6/*14 0,00000001
*6/*15 0,00000380
*6/*17 0,00040470

*8/*8 0,00000655

*8/*9 0,00000064
*8/*13 0,00000256
*8/*14 0,00000001
*8/*15 0,00000512
*8/*17 0,00054528

*9/*9 0,00000006
*9/*13 0,00000025
*9/*14 0,00000000
*9/*15 0,00000050
*9/*17 0,00005325
*13/*13 0,00000100
*13/*14 0,00000000
*13/*15 0,00000200
*13/*17 0,00021300
*14/*14 0,00000000
*14/*15 0,00000001
*14/*17 0,00000071
*15/*15 0,00000400
*15/*17 0,00042600
*17/*17 0,04536900
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sealhulgas digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmaérgil kuni autoridiguse kehtivuse
téhtaja [0ppemisent,

1.2.iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja 1dppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jddvad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 14.05.2018
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