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Tsutokroom P450 2C19 deletsioonide esinemine Eesti populatsioonis

Lahikokkuvdte. Tsltokroom P450 on tiheks pdhiliseks enstiimide perekonnaks inimestel, mis
on seotud ravimite lagundamisega. Indiviididel, kellel on polumorfismid tsutokroom P450
geenides, esineb oht kogeda ravimite standardiseeritud annustamise korral kdrvaltoimeid voi
ravimite ebatbhusat toimet (Meyer, 2004). Personaalmeditsiini eesmargiks on leida igale
inimesele vdimalikult individuaalne ennetus- voi raviplaan, analiiiisides inimese geeniandmeid
koos keskkonna-, tervisekditumise ja terviseandmetega (Personaalmeditsiin, 2019).
Tsltokroom P450 2C on (ks olulisematest P450 ensiiimide alamperekondadest, kuna sinna
kuuluvad enstiimid (CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19) lagundavad lle 20% kdigist
terapeutilistest ravimitest (Rendic, 2002). Antud t66 eesmargiks oli leida ja katseliselt kinnitada
CYP2C19 geeni deletsioone Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (TU EGV) andmete pohjal,
médrata kindlaks leitud deletsioonide katkekohad genoomis ning maarata nende deletsioonide
esinemissagedused Eesti populatsioonis. GSA mikrokiibi genotipiseerimise andmete
analtdsimisel selgus, et CYP2C19 geeni deletsioonidega indiviidide esinemissagedus Eesti
populatsioonis on ligikaudu 1,68%.

CERCS teaduseriala kood: B790 (Kliiniline geneetika)

Mérksonad: Tsltokroom P450, CYP2C19, personaalmeditsiin, farmakogeneetika

Cytochrome P450 2C19 deletions in the Estonian population

Abstract. Cytochrome P450 enzymes in humans are one of the major catalysts involved in drug
degradation. Individuals with genetic polymorphisms in the cytochrome P450 genes are at risk
of adverse drug reactions or therapeutic failure at standard drug doses (Meyer, 2004). The goal
of personalised medicine is to find an individualised prevention or treatment plan for each
person by analysing genetic data in combination with the environment, health behaviour and
health data of the person (Personaalmeditsiin, 2019). Cytochrome P450 2C is one of the most
important subfamilies of P450s, because its enzymes (CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18,
CYP2C19) degrade more than 20% of all therapeutic drugs (Rendic, 2002). The aim of this
study was to find and experimentally confirm deletions of CYP2C19 based on the data from the
University of Tartu’s Estonian Biobank and to determine the frequencies of these deletions in
the Estonian population. Analysis of genotyping data revealed that the frequency of individuals
with the CYP2C19 gene deletion in the Estonian population is approximately 1,68%.
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SISSEJUHATUS

Arstid on juba pikka aega teadnud, et patsientide ravimvastused erinevad. Kuigi individuaalsed
erinevused ravimvastuses vOivad tuleneda vanusest, soost, eelnevalt pbetud haigustest voi
ravimite koostoimetest, mdjutavad geneetilised tegurid nii ravimi efektiivsust kui ka
kdrvaltoimete esinemise tdendosust (Weinshilboum, 2003). Ravimite lagundamisega seotud
polumorfismide uurimise valdkonda nimetatakse farmakogeneetikaks (Gonzalez ja Nebert,
1990). Farmakogeneetikal on potentsiaali tuvastada konkreetne ravim ning ravimiannus, mis
on suure tdendosusega kindla patsiendi jaoks efektiivne ja ohutu. See on kaasaegse

ravimiteraapia ks peamisi eesmarke ja seda kutsutakse personaalmeditsiiniks (Meyer, 2004).

Tsltokroom P450 on (heks pdhiliseks ensulmide perekonnaks inimestel, mis on seotud
ravimite lagundamisega. Indiviididel, kellel esinevad geneetilised polumorfismid, sealhulgas
geene kodeerivate jérjestuste mutatsioonid, geenide duplikatsioonid, deletsioonid ja
regulatiivsed mutatsioonid tsutokroom P450 perekonna geenides, on oht kogeda ravimite
standardsete annuste korral kérvaltoimeid vdi ravimite ebatdhusust (Meyer, 2004). Enamik
ravimvastustest on multifaktoriaalsed, see t&hendab, et mitmed geenid ja mitmed
keskkonnategurid koos mdjutavad indiviidi ravimvastust. Personaalmeditsiini eesmérgiks on
leida igale inimesele vdimalikult individuaalne ennetus- voi raviplaan, analiitsides inimese
geeniandmeid koos keskkonna-, tervisekditumise ja terviseandmetega (Personaalmeditsiin,
2019).

Tsutokroom P450 2C on (ks olulisematest P450 enstitimi alamperekondadest, kuna sinna
kuuluvad enstiimid (CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19) lagundavad ile 20% kdigist
terapeutilistest ravimitest ning lisaks ka mitmeid endogeenseid tihendeid (Shimada jt., 1994;
Rendic, 2002). Kaesolevas to6s uurisin Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (TU EGV) andmete
pdhjal CYP2C19 geeni deletsioonide esinemist Eesti populatsioonis. P450 2C19 on kliiniliselt
oluline ensulim, mis lagundab muuhulgas krambivastast ravimit mefendtoiini,
haavandivastaseid ravimeid nagu omeprasool, teatud antidepressante nagu néiteks

estsitalopraam ja malaariavastast ravimit proguaniil (Blaisdell jt., 2002).

Minu t66 tldeesmark oli leida CYP2C19 geeni deletsioone Eesti populatsioonis, madrata nende
deletsioonide esinemissagedused ning pakkuda vélja vdimalikke viise, kuidas uuritud

CYP2C19 deletsioonide esinemist oleks tulevikus lihtsam ja kiirem kinnitada.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Farmakogeneetika ja farmakogenoomika

Vdib 6elda, et farmakogeneetika ajalugu ulatub tagasi aastasse 510 eKr, kui Pythagoras mérkas,
et p6ldubade (Vicia faba) sdémine pdhjustas potentsiaalselt surmavat hemoludtilist aneemiat
osades, kuid mitte kdigis inimestes (Arslan, 2015). Tana on teada, et selle pdhjuseks oli
glikoos-6-fosfaadi dehuidrogenaasi (G6PD) puudulikkus (Simoons, 1998).

Termin farmakogeneetika on kasutuses alates 1959. aastast (Vogel, 1959), mil seda kasutati
esmakordselt seoses ravimite metabolismi ja kindlate ravimite ravimvastuse fenotubi
varieerumisega. VVogel mainib, et ravimite lagundamise v6ime on geneetiliselt méaratud ning
esinevad erinevad parandumistitibid. Uhe naitena t3i ta kirurgias kasutatava lihiajalise toimega
lihasrelaksandi, suktsintulkoliinkloriid, mille mdju kestis paljudel patsientidel tavaparasest

kauem, mis oli omadus, mis esines perekonniti. (Vogel, 1959)

Parast seda kui geenide sekveneerimine kloneerimise pohiste meetoditega asendus
tlegenoomse sekveneerimise ja genotiipiseerimise tehnoloogiaga, vOeti kasutusse termin
farmakogenoomika (Daly, 2017). Farmakogenoomika terminit kasutas esimest korda
ingliskeelses kirjanduses ,,Nature Biothechnology” ajakirja toimetaja Andrew Marshall 1997.
aasta septembris. Ta kirjutas Genset (Pariis, Prantsusmaa) ja Abbott Laboratories (Abbott Park,
Illinois, USA) firmade vahelisest lepingust, et analliisida geneetilist varieeruvust, mille
tulemuseks on patsienditi erinevad ravimvastused — nii nimetatud farmakogenoomika. See
arvati olevat esimene mitmetest tulevastest tehingutest spetsialiseerunud genoomika firmade ja

ravimifirmade vahel selles valdkonnas (Marshall, 1997).

1997. aasta oktoobrikuus avaldati ka ajakirjas ,,Médecine/sciences” artikkel, milles toodi vilja
1997. aasta maikuus Monte Carlos Euroopa Inimese Genoomi Projekti simpoosionil esinenud
inimesed ja ette kantud teemad (HGP Europe, 1997). Uks esinejatest oli meditsiinilise geneetika
professor Daniel Cohen (Genset firma esindaja), kes tegi esitluse teemal Genomics and
Pharmacogenomics. Kuigi ettekande sisu pole hetkel véimalik lugeda, voib ainutksi pealkirja
ning toimumise aja jargi 6elda, et Daniel Cohen oli tdendoliselt esimene, kes kasutas terminit

farmakogenoomika.



Termineid farmakogeneetika ja farmakogenoomika voib kasutada samavaarsetena, Kkuigi
farmakogenoomika on laiem ning see h6lmab ka konkreetsetele haigusgeenidele suunatud uute

ravimite valjatootamist (Daly, 2017).

Farmakogeneetika keskendub  peamiselt inimese pérandatava (germline) DNA
variatsioonidele, kuid hiljuti on hakatud uurima ka kasvajate DNA varieerumist seoses ravimite
loomisega, mis on suunatud nendes kasvajates leiduvate muteerunud geenide vastu (Daly,
2017). Farmakogenoomikat saab defineerida kui valdkonda, milles uuritakse, kuidas ravimid
interakteeruvad kogu genoomiga, mdjutamaks bioloogilisi protsesse ja metaboolseid radu
(Daxinger ja Whitelaw, 2010).

1.1.1. Tsutokroom P450 geenid ja enstiimid

Uheks geeniperekonnaks, mille variatsioone farmakogeneetikas uuritakse, on tsiitokroom P450
(CYP), mille geeniproduktid osalevad elektronide transpordis ning inimese puhul on taheldatud
seoseid teatud geenivariandi ja kindla komplekshaiguse suurenenud riski vahel, nagu naiteks
seos CYP4A1l geeni variantide ja koronaararterite haiguse vahel (Nebert jt., 2013).
Tstitokroomi korrektne definitsioon on: “rauda sisaldav valk, mis osaleb rakkude hingamises
okstidatsiooni redutseerimise kataliisaatorina” (Nebert jt., 2013). Tsutokroom P450 (P450)
ensutimid moodustavad hemoproteiini perekonna, mis hetkel teadaolevalt sisaldab dle 35 000
ensutimi ning esinevad erinevates liikides alates bakteritest kuni taimede ja imetajateni vélja.
(Gilardi, 2018) Mdiste tsiitokroom P450 votsid kasutusele Omura ja Sato 1962. aastal, et
kirjeldada membraaniga seotud ja heemi sisaldavat valku, mille pigment neelab valgust
stisinikmonooksiidiga seotud olekus kdige rohkem lainepikkusel 450 nm (joonis 1) (Debose-
Boyd, 2007).
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Joonis 1. Hemoproteiini neeldumisspekter natiivses, redutseeritud ning redutseeritud ja CO-ga seotud
olekutes. CO-ga seotud redutseeritud enstimi  neeldumisspekter  nditab  eeldatavat
neeldumismaksimumi lainepikkusel 450 nm, mis on tsttokroom P450 ensliimide dldtuntud omadus.
(Tdlgitud ja kohandatud, Song ja Brash, 1991).

P450 enstimid on heem-tiolaat valgud. Nad kannavad valiskeskkonna eest kaitstult
hiidrofoobses taskus protoporfuriini IX, mis on seotud apoproteiiniga heemi rauatsentri ja
konserveerunud tsiisteinttljadgi vaavli vahelise sideme kaudu. P450 ensutime on leitud kdigist

taimeosadest ja kdigist uuritud rakutttipidest. (Kahn ja Durst, 2000)

Bakterites ja eukartiootsetes mitokondrites leiduvaid tsiitokroom P450 ensulime nimetatakse
“tlitip I” ensiiimideks ning eukartiootide endoplasmaatilises retiikulumis (ER; mikrosoomid)
leiduvaid nimetatakse “tiitip II” P450 ensiitimideks (Nebert jt., 2013). Mdlema P450 tiiiibi
puhul votab neis olev heemi raud elektronid vastu ning annab need Ule molekulaarsele
hapnikule ehk elektronide terminaalsele aktseptorile, vahendades sellega kataltitisi (Nebert jt.,
2013).

Tstitokroom P450 geenide nimetamisel on iga geeninime lihttiiveks “CYP”, millele jérgneb
numbriga tahistatud geeniperekond, seejarel tdhega margistatud alamperekond (kui see
eksisteerib) ning I6puks konkreetse geeni number (Gonzalez ja Nebert, 1990). Individuaalsete
CYP-de paigutamine perekondadesse ja alamperekondadesse pohineb geeni jérjestuse
homoloogial. CYP geenide samasse perekonda paigutamise aluseks on >59% homoloogia
esinemine ning samasse alamperekonda paigutamise aluseks on ndutav sarnasuse maar
ligikaudu 70% (Lewis jt., 1998). Ortoloogsed CYP geenid on uldiselt 71% — 80% ulatuses
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sarnased ning on leitud, et Uks geeniperekond on tavaliselt <36% sarnane teiste
geeniperekondade P450 jarjestustega (Nelson jt., 1996). CYP-de nomenklatuur pdhineb ainult
geneetilise jarjestuse sarnasusel, geenide jaotumine perekondadesse ei kajasta tUksikute CYP

geenide omadusi ega funktsiooni (Gonzalez ja Gelboin, 1992).

1.1.2. CYP geenide evolutsioon

CYP-de Kklassifitseerimine perekondadesse ja alamperekondadesse jarjestuste vordlemise
pdhjal on osutunud kasulikuks fuillogeneetiliste puude koostamisel ning muude analiilisivormide
jaoks, mis uurivad CYP geenide vahelisi evolutsioonilisi seoseid. Fuilogeneetilise puu naiteks
on lisas 1 vélja toodud Lewis jt. 1998 aasta artikli illustratsioon, mis n&itab, milliste

evolutsiooniliste siindmustega CYP geenide hargnemised v@iksid korreleeruda.

Arvatakse, et esimesed CYP geenid tekkisid prokartiootses eellasliigis juba umbes 3,5 miljardit
aastat tagasi (Nelson jt., 1993). Umbes 3,3 miljardit aastat tagasi, mil atmosfaari hakkas ilmuma
vahestes kogustes hapnikku (Canfield, 2005), v8is P450 vdimalik funktsioon olla seda mirgist
hapnikku neutraliseerida, kataltiusides kontsentreeritud 4-elektronilise Oz reduktsiooni H20-ks,
valtides sellega reaktiivsete hapnikuthendite (reactive oxygen species, ROS) teket. Umbes 2
miljardit aastat tagasi tdusis Oz kontsentratsioon atmosfaaris, mis pohjustas atmosfééri
nihkumist redutseerivalt okstideerivale. Sarnaselt vBis P450 funktsioon koos sellega nihkuda
hapniku redutseerimiselt hapniku aktiveerimisele, katalliusides hapniku aatomi Glekandmist
molekulaarselt hapnikult endogeensetele ja hiljem ka ksenobiootilistele substraatidele. (Nebert

ja Feyereisen, 1994)

400 miljonit aastat tagasi algas plahvatuslik CYP geenide superperekonna areng, mis
korreleerub ajaga, mil taimed hakkasid koloniseerima maad ning arvatakse, et sellise hiippelise
CYP-geenide mitmekesistumise Uheks juhtivaks jouks oli nii nimetatud “keemiline s6da”
taimede ja loomade vahel (Woll jt., 2013). R66vlioomade ja patogeenide tdrjumiseks on taimed
valja tootanud Uha keerukamaid kemikaale, millel on miirgised, toitumist takistavad (anti-
feedant) voi kéitumist muutvad omadused. Seevastu P450 kiire areng, pohiliselt CYP1, CYP2
ja CYP3 perekondades, andis loomadele v6ime neid Uhendeid murgitustada (Kahn ja Durst,
2000). Teisisonu, loomadel tekkis voime muuta taimede poolt toodetud toksilised keemilised
thendid enda jaoks kahjutuks. Molekulaarsed muutused loomapopulatsioonis vdisid viia uute
alleelide tekkimiseni, mis lubasid toiduks uusi taimi kasutada. Iga uue CYP geeni vOi

geenivariandi tekkimise ja levimise tagajarjel vdis suureneda populatsiooni v8ime kohaneda
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keskkonnaga (Gonzalez ja Nebert, 1990). Loomade ja taimede vahelise “sdja” moiste voib

seega tegelikult olla pigem molekulaarse koevolutsiooni néide.

VOib arvata, et inimese evolutsiooni kaigus kadus vajadus mirgitustada l&mmastikku
sisaldavaid taimemirke (mida teeb nditeks CYP2D6), kuna inimeste toitumine muutus ning see
andis vdimaluse muidu juhuslikult tekkinud alleelivariantidel inimese genoomis plsima jaada,
kuna puudus koevolutsiooniline surve neid &ra kaotada (Lewis jt., 1998). On pakutud, et
toitumisest tulenev selektiivne surve on tostnud erinevate CYP alleelide esinemise sageduse
inimpopulatsioonis kdrgemaks kui see oleks ainult juhusliku geenitriivi tulemusena (Nebert,
1997). Jarjestuse sarnasused CYP geenide superperekonnas viitavad evolutsioonile eellas-CYP
geeni jarjestuse korduvate duplitseerumiste ja varieerumiste tulemusena, mis on aset leidnud
vahemalt viimased 1,4 miljardit aastat (Paquette jt., 2000). Geeniplokki, mis koosneb paarist
samas jarjekorras paiknevast geenist, nimetatakse mikrosunteeniaks ning erinevate liikide
samane mikrosunteenia tédhendab, et esineb ka samane geenide jarjestus nende (hises

(genoomses) eellases (Housworth ja Postlethwait, 2002).

Nelson jt. (2013) leidsid, et CYP geenide teke oli evolutsiooniliselt suhteliselt kiire protsess,
kuid edasised muutused erinevates geeniperekondades tekkisid aeglaselt. Nad mainivad ka, et
CYP geenide jarjestuste vordlemisest ainuiiksi ei piisa, et selgitada valja nende geenide
evolutsioonilised suhted. Naiteks geenide paiknemise ehk stinteenia uurimine on andnud uusi
teadmisi CYP geenide périnemise kohta. Nelson jt. (2013) analtls nditab, et algsed CYP
perekonnad jagasid Uhist genoomset naabruskonda, mida nad nimetavad “tsiitokroom P450

geneesi lookuseks”.

CYP51 on ainus tsutokroom P450 geen, mis esineb kdikides bioloogilistes riikides, ning kuna
see on evolutsiooni kaigus vaga hésti séilinud (Rozman jt., 1996), arvatakse, et CYP51 oli
esimene CYP geen, mille levimise ja mitmekesistumise tagajarjel tekkisid koik teised CYP
geenid (Yoshida jt., 1997). Senini on esinenud kaks vastuolulist hipoteesi CYP51-e
evolutsiooni kohta:

1) Kdoige laialdasemalt on aktsepteeritud hupotees, et CYP51 perekond vdis tekkida
prokarliootse evolutsiooni ajastul ning on hiljem vertikaalselt kandunud (le kdikidesse
eukaruootide riikidesse. Teisisonu, steroolide ja CYP51 biostinteesil on bakteriaalne péritolu
lahustuvate (membraaniga mitteseotud) ensulimide ndol, mis on potentsiaalseks

evolutsiooniliseks esivanemaks (membraaniga seotud) eukariiootsetele CYP51-dele (Yoshida
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jt., 1997; Nelson, 1999; Yoshida jt., 2000). Kuna CYP51 geeni ei leidu kdikides bakteriliikides,
on voimalik, et see geen on lainud kaduma enamikust bakteritest, mis ei stinteesi steroole.

2) Teiseks hiipoteesiks on, et CYP51 geen kandus taimedelt horisontaalselt tle bakteritele. See
viitab, et bakteriaalne CYP51 ei pruugi olla vanim CYP51 perekonna liige, vaid hoopis
arenenud eukartiootsel eellasel ja kandunud horisontaalselt evolutsiooni ké&igus taimedelt
mdnedele bakteriliikidele (Debeljak jt., 2003; Rezen jt., 2004).

Lamb jt. (2020) kinnitavad bioinformaatiliste analliliside tulemustega teooriat, et varajased
eukaruoodid voisid siiski saada enda CYP51-e bakteritelt. Nende analitisid hdlmasid enam kui
247 000 bakteriaalset genoomi ning nad leidsid, et CYP51 geeni leidub enam kui 1000-el
bakteriliigil, 9-st erinevast hdimkonnast, mis nende sénul muudab horisontaalse geeni tlekande

aarmiselt ebatdenéoliseks (Lamb jt., 2020).

Arvatakse, et esimene oksligenaasi tlupi funktsioon P450-1 oli steroolide ja rasvhapete
oksudeerimine, kuna steroolid ja rasvhapped on tihedalt seotud membraanidega ning uldse
rakuelu koigi aspektidega (Kahn ja Durst, 2000). Sterool-14-demetilaas, CYP51, katalisib
reaktsiooni, mis on vajalik loomades kolesterooli, seentes ja algloomades ergosterooli, ning
taimedes ja vetikates stigmasterooli biostinteesiks (Lamb jt., 2020). Steroole peetakse pigem
eukaruootsete organismide madravaks osaks ning neid leidub harva bakterites, kus steroolide
rolli tdidavad hopanoidid (Jackson jt., 2002). Sarnaselt steroolidele on hopanoidid samuti
tsuklilised isoprenoidsed lipiidid, kuid seejuures ei vaja nende sunteesimine atmosfaarset
molekulaarset hapnikku (Abe, 2007). Endiselt pole teada bakteriaalse sterooli biostinteesi
mehhanismi paritolu ning see, kuidas suhtestuvad bakteriaalsed CYP51 valgud eukarliootsete
CYP51-tega (Lamb jt., 2020). Seega pole endiselt paris tapselt teada kust CYP geenid

périnevad.

1.1.3. Geneetiline varieeruvus

Uldjuhul on igal geenil kromosoomipaaris kaks alleeli — iiks kummaltki vanemalt. Geneetiline
polumorfism on kahe vdi enama geeni alleeli esinemine populatsioonis, misjuures
harvaesinevate alleelide sagedus on suurem kui vahetu mutatsiooniline teke seda vdimaldaks
(tavaliselt esinemissagedusega > 0,01). Uhenukleotiidiline poliimorfism (single nucleotide
polymorphism, SNP) on DNA jérjestuse variatsioon, mis on tekkinud DNA (he nukleotiidi (A,
T, C vdi G) vahetumisel. (Lackie, 2007)
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Vahemesinevat (minor) alleeli, mille sagedus on > 0,05 (5%), kutsutakse tavaliseks
alleelivariandiks. Alleeli, mille esinemissagedus on vahemikus 0,05 > 0,01, kutsutakse
polumorfseks alleelivariandiks ning alleeli, esinemissagedusega alla 0,01 (1%), kutsutakse
haruldaseks variandiks. Vahemesineva alleeli sagedus (minor alleele frequency, MAF) on kdigi
bialleelsete SNP alleelide esinemissagedus kindlas populatsioonis, vélja arvatud peamiselt
esinevate (major) alleelide esinemissagedused (Nebert ja Vesell, 2013). Tuleb silmas pidada,
et niinimetatud peamiselt esinev (major vOi metsiktiipi) alleel thes etnilises populatsioonis
vOib teises etnilises populatsioonis olla hoopis vahemesineva alleeli staatuses (Stephens jt.,
2001).

SNP-id esinevad genoomis umbes (ks iga 300 — 3000 aluspaari kohta, kui vorrelda omavahel
kahe mitte suguluses oleva indiviidid genoome. Seejuures moodustavad need SNP-id 90 — 95%
koikidest varieeruvatest DNA saitidest (Meyer, 2004). 1ga kaks tiksikisikut erinevad teineteisest
seega umbes 3 — 10 miljoni aluspaari vdrra, mis on vahem kui 1% kogu haploidsest genoomist,

umbes 3,2 miljardit aluspaari kokku.

Null alleel v6i funktsiooni kaoga alleel (loss-of-function, LoF) on geeni mittefunktsionaalne
alleel (geeni variant), mis on pdhjustatud geneetilisest mutatsioonist (Ganten ja Ruckpaul,
2006). Selliste mutatsioonide puhul v6ib téielikult puududa geeniprodukti tootmine vdi on
toodetud geeniprodukti funktsionaalsus puudulik, mdlemal juhul peetakse null alleeli
mittefunktsionaalseks (LoF). Null alleeli ei saa eristada deletsioonidest pGhinedes ainult

fenottubilistele vaatlustele.

Geenide koopiaarvu erinevused (genetic copy number variation, CNV) vdivad tuleneda geeni
deletsioonidest voi duplikatsioonidest. Deletsioon on mutatsioon, mille tulemusena on kadunud
osa kromosoomist (Clancy ja Shaw, 2008). Geenide deletsioonid vdivad olla osalised, mille
puhul on ainult osa geeni jarjestusest deleteerunud vai taielikud geeni deletsioonid, mille puhul
on deleteerunud kogu geen. Mdlemal juhul on tegemist geeni funktsiooni kaoga (LoF) ning
geeni koopiaarv (copy number) on cn < 1. Duplikatsioon on mutatsioon, mille tulemusena on
osa kromosoomist kahekordistunud (Clancy ja Shaw, 2008). Geeni (he alleeli duplikatsiooni
puhul on geeni koopiaarv cn = 3, kuid mélema alleeli duplikatsiooni puhul v6i sama alleeli

korduvate duplikatsioonide tagajérjel voib kindla geeni koopiaarv olla ka ronkem kui 3.
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1.1.4. Haplotulbid ja star-alleelid

KromosoomilBigu alleelne koosseis ehk geeni variandid vdi variantide kombinatsioonid, mis
paiknevad Uhes kromosoomis, on aheldatud ning péaranduvad U(heskoos jarglastele,
moodustavad haplotlubi. Haplotiiupi v6ib defineerida ka kui koos péritavate SNP-ide kogumit.
Farmakogeneetiliste testide tulemused esitatakse tihti diplotiipidena, mis on haplotidpide
paarid ehk emalt ja isalt saadud haplotiitibid. Haplotuiibid v6i diplotulibid mé&ratakse tavaliselt
testitud geneetiliste variantide genotulpide pdhjal. Vaadeldud variantide grupeerimine
alleelideks ja haplotidpideks véimaldab diplotiiipide sidumist ennustatavate fenotiitpidega
(Kalman jt., 2016).

Farmakogeneetikas kasutatakse farmakogeenide variantide nimetamisel star-alleelide (star-
allele, *) ststeemi, mille puhul on enamasti referents alleel v6i haplotilp mérgistatud *1-ga
(Kalman jt., 2016). *1 alleel on seega nii 6elda metsiktudpi (wild type, wt) ehk taielikult
funktsionaalne alleel ning teisesed mérgistused, nagu néiteks *2 v6i *3 tahistavad
alleele/haplotuitipe, mis kannavad thte vdi enamat geenivarianti (Robarge jt., 2007). *1 alleeli
médratlus pohineb tavaliselt alampopulatsioonil, kus seda geeni algselt uuriti, mis aga ei
tdhenda, et see *1 alleel on kdigi populatsioonide enam levinud alleel. Nditeks NAT2 geeni
referents alleeliks on NAT2*4, kuna see on kdige levinum funktsionaalne alleel Ule kdigi

inimpopulatsioonide (Hein jt., 2008).

Star-alleelide kohta teabe saamiseks on hea teadmiste varamu farmakogeenide variatsioonide
andmebaas PharmVar (Pharmacogene Variation Consortium). See keskendub haplotuibi
struktuurile ja alleeli variantidele. Antud ressursis olev informatsioon lihtsustab
farmakogeneetiliste testide tulemuste tdlgendamist tdppismeditsiini suunamiseks. Selles
andmebaasis keskendutakse geenide (mis on seotud ravimite lagundamisega, jaotumisega ja
ravimvastusega) alleelide variatsiooni kataloogimisele ning ihese nomenklatuuri pakkumisele.
(PharmVar, 2021)

1.1.5. Inimese tstitokroom P450-d

Inimese genoom sisaldab 18 CYP perekonda, mis on jagatud 41-ks valku kodeerivaks
alamperekonnaks, mis kodeerivad kokku 57 geeni (Guengerich, 2015). Inimese CYP-d on
teadaolevalt geneetiliselt varieeruvad (Vesell, 1968) ja need méangivad paljudes kriitilistes

eluprotsessides keskset rolli, mistéttu vdivad defektid nendes geenides pdhjustada
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mitmesuguseid raskeid haigusi. On ilmunud mitmeid artikleid Ulegenoomsete seoseuuringute
kohta, milles kirjeldatakse seoseid CYP perekondade geeni variantide ja inimeses kindla
komplekshaiguse suurenenud riski vahel (Nebert jt., 2013). Néiteks kui esinevad missense-
mutatsioonid mblemas CYP geenialleelis voi kui mdlemad alleelid on deleteerunud, vdivad
kujuneda embrioletaalsus (seotud CYP51Al1 ja CYP26Al geenidega), kaasasundinud
ainevahetuslikud haigused (seotud CYP2R1, CYP4F22, CYP5A1, CYP27Al ja CYP27B1
geenidega), hupertensioon (seotud CYP4All ja CYP8ALl geenidega) ja vanusega seotud
kollatdhni karbumine (seotud CYP46Al1 geeniga) (Nebert jt., 2013). Geneetiliste
polimorfismide kontekstis on kdige ulatuslikumalt uuritud CYP geeniks CYP2D6 ning on
naidatud, et see lagundab umbes 20% tanapaeval kasutusel olevatest ravimitest (Taylor jt.,
2020).

Lisaks CYP geenide modifikatsioonidele esineb muid viise, mis mdjutavad, enamasti
inhibeerivad, P450 ensutimide aktiivsust ning seeldbi ravimite lagundamist (Guengerich, 2015).
P450-te funktsiooni inhibeerimine voib olla otsene vdi kaudne. Otsese keemilise inhibeerimise
suhtes eriti tundlikud P450 kataltutilise tstikli etapid on: substraadi seondumine P450 valguga,
molekulaarse hapniku seondumine redutseeritud P450-ga ning hapniku aatomi substraati
sisestamise etapp. Ained, mis konkureerivad substraatidega P450 aktiivsaidiga seondumises,
on poorduvad inhibiitorid. P66rdumatu inhibitsioon esineb, kui thendid seonduvad P450
aktiivsaidiga kovalentselt, ilma reaktiivse vaheihendi vabastamiseta, seeldbi takistades
substraadi seondumist ning valgu edasist funktsioneerimist. Teoreetiliselt vdib otsene
inhibitsioon toimuda ka pdarast P450 valgu pinna posttranslatsioonilisi modifikatsioone
oksudantide, alkutlivate, nitreerivate voi atsetlitilivate ainete poolt, mis takistavad P450 valgu

ja tema redoks partnerite vahelist interakteerumist (Aguiar jt., 2005).

Kaudse toimega inhibiitorid vdivad takistada P450 kataludtilise tsukli teisi etappe, nagu naiteks
tsutokroom P450 oksiidoreduktaasi elektronide tlekandmise etappi (Rodrigues jt., 1991),
suunates elektronid eemale P450 hemoproteiinist vOi inaktiveerides tsutokroom P450
okslidoreduktaasi flavoproteiini ennast (Zhukov ja Ingelman-Sundberg, 1999). P450
funktsionaalset inhibeerimist vdivad esile kutsuda ka ained, mis kahjustavad valgu v6i heemi
stinteesi voi kiirendavad valgu v3i heemi lagunemist (naiteks metallid nagu Co*?), ning seelabi

vahendavad P450 hemoproteiini hulka organismis (Correia jt., 2011).

P450-ed on pohilised enstimid inimestel, mis on seotud ravimite lagundamisega. Inimese

maksas ainevahetust vahendavad P450-d on substraatide suhtes markimisvaarselt
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mittespetsiifilised, lagundades peaaegu kolm neljandikku kdikidest kliiniliselt kasutatavatest
ravimitest (Behrendorff jt., 2015). Kdikidest ravimite lagundamisega seotud enstiimidest
moodustavad umbes 75% P450-ed (joonis 2) (Guengerich, 2015).

NAT (1%)

N

FMO (1%) .
Esteraas (9%) MAO (1%)

UGT (15%)

Joonis 2. Erinevate ensiilimide panus ravimite metabolismi. UGT — UDP-gllkuronosiiltransferaas,
FMO - flaviini sisaldav monooksugenaas, NAT — N-atsetltltransferaas, MAO — monoamiini
okslidaas. (T6lgitud ja kohandatud, Guengerich, 2015).

Ravimeid lagundavad P450-d néivad olevat suure konformatsioonilise mitmekesisusega, mis
voimaldab neil enstiimidel kohanduda erinevate substraatide struktuuride jaoks, peenelt imber
paigutades enda sekundaarseid struktuurielemente (Yano jt., 2004; Zhao jt., 2006). Uldiselt on
P450 struktuur tsna konserveerunud. Mida lahemal heemile, seda konserveerunum on ehitus.
P450 struktuuri kdige rohkem konserveerunud elemendid on seotud heem-tiolaadi hapniku
aktivatsioonikeemiaga ning sellest tulenev struktuurne paigutus on hine koikidele P450-tele
(Guengerich, 2015). Ootusparaselt on substraadi spetsiifikat kontrollivad valgu regioonid kdige
enam teineteisest erinevad, kui vorrelda mitmete P450-te struktuure. P450-tel esineb kaks
konformatsiooni: avatud ja suletud. Huvitavaks struktuurseks isedrasuseks on v@imekus
kohaneda erineva suuruse ja kujuga substraatidega, seejuures sdilitades tldist P450 kuju ning
elektronide tlekande ja O2 aktivatsiooni keemiat (Guengerich, 2015). P450-te aktiivsaitide
mitmekesisus on aluseks nende ainulaadsetele rollidele imetajate fusioloogias ning kdigi P450-
te koosesinemine indiviidis annab piisavalt mitmekuilgse kaitse erinevate keskkonnas leiduvate

potentsiaalselt ohtlike ainete vastu voitlemiseks ja neutraliseerimiseks organismis.
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1.2. Personaalmeditsiin

Inimese Genoomi Projekti (Human Genome Project, HGP) I6pule viimise jéarel peaaegu 20
aastat tagasi arvati, et on algamas personaalmeditsiini ajastu, mil hakatakse laialdasemalt
kasutama genotutbist sdltuvat ravimite vélja kirjutamist patsientidele (Carr jt., 2014). Terminid
personaalmeditsiin ja tdppismeditsiin on tahenduselt lahedased farmakogeneetikale, kuid on

laiemad ja holmavad lisaks mitte-geneetilisi faktoreid (Daly, 2017).

M®ni ravim vdib mdne inimese puhul toimida tdhusalt, pdhjustamata raskemaid korvaltoimeid
patsiendi organismile, kuid mdne teise inimese puhul vBib sama ravim olla ebatdhus ja/vdi
tekitada organismis lagundamise kéigus kdrvaltoimeid (Kalow, 1962; Weber, 1997; Licinio ja
Wong, 2002). Personaalmeditsiini eesmargiks on leida igale inimesele vo&imalikult
individuaalne ennetus- voi raviplaan, analiiiisides inimese geeniandmeid koos keskkonna-,

tervisekditumise ja terviseandmetega (Personaalmeditsiin, 2019).

Personaliseeritud farmakogenoomikas on eesmargiks pulda leida geenide ja ravimvastuse
seoste kasutamiseks praktilisi valjundeid. Uuritakse, kuidas oleks v6imalik efektiivselt, kiiresti,
mdistlike kuludega ning vdimalikult suure t&psusega prognoosida Uhe isiku genoomse
jarjestuse pdhjal, enne ravi alustamist, kas mingi ravim on patsiendi jaoks ohutu ja téhus
(Relling ja Evans, 2015). Farmakogenoomika vdib parendada ravimite avastamist ja
valjatootamist kahel viisil: tuvastades ravimite sihtmarke ja aidates kaasa alampopulatsioonide
spetsiifiliste ravimite valjatéotamisel (Evans ja Relling, 2004). Farmakogenoomikat saab
kasutada, tuvastamaks geneetilisi polumorfisme, mille puhul esineb patsientidel eelsoodumus
ravimite korvaltoimete tekke suhtes. Paljude farmakogeneetiliste polimorfismide
genotubiliste alamrihmade sagedused erinevad rassiti olulisel méaral (Holden, 2003). Kuigi
genoomne varieeruvus rassiliste/geograafiliste/etniliste gruppide siseselt on suurem kui
gruppide vaheliselt (Rosenberg jt., 2002), esineb spetsiifilisi geneetilisi polimorfisme, mille
sagedus varieerub rassiliste gruppide vaheliselt nii ulatuslikult, et see tdhendab mdnede
ravimite puhul efektiivsuse voi toksilisuse erinevuste olulist esinemist (Burchard jt., 2003).
Eriti oluline on see uute ravimite kliiniliste katsete etapis. Poliimorfismid voivad kill esineda
vaga madala sagedusega patsientidel, kes uut ravimit saavad, kuid neil esinevad kdrvaltoimed
vOivad olla nii tdsised, et selle ravimi edasine arendamine peatatakse kdikide patsientide jaoks
(Evans ja Relling, 2004).
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Polimorfismide ja muude geeni variatsioonide osas on teada mitmed, mis vOivad mdnede
ravimite manustamisel tekitada toksilist reaktsiooni, mist6ttu nende ravimite kasutamine voib
osutuda ebapraktiliseks. Naiteks pereksiliin pdhjustab indiviidides perifeerset neuropaatiat
CYP2D6 metabolismi puudumisel (Shah jt., 1982). Samuti vdivad geeni polimorfismid
mojutada raviks vajalikku ravimiannust, nditeks CYP2C9 mojutab varfariini doseerimist
(Steward jt., 1997; Aithal jt., 1999) ning CYP2C19 omeprasooli doseerimist (Karam jt., 1996).
Mdnedel juhtudel esinevad sellised geeni polimorfismid populatsioonide vaheliselt erineva
sagedusega. Naiteks HLA-B*15:02 geenivariant on haruldane Eurooplaste populatsioonides,
alleelisagedusega alla 0,1% (McCormack jt., 2011), kuid seda esineb laialdaselt Aasia

populatsioonides, keskmise alleelisagdusega lle 10% (Chang jt., 2017).

Enamasti on terapeutiline efektiivsus ja ravimi koérvaltoimed multifaktoriaalsed tunnused
(tunnused, mis on mojutatud paljude geenide koosmdjust, lisaks ka keskkonnamdjudest,
pblvkondadelilestest ja  muudest  epigeneetilistest ~ mdjudest).  Ulegenoomsete
assotsiatsiooniuuringutega (GWAS) saab leida seoseid geneetiliste variantide ja patsientide
vOimalike ravivastuste vahel enne kliinilise uuringu alustamist. Néiteks tuvastati ihes GWAS
uuringus, et klopidogreeli toime ADP-indutseeritud trombotstittide agregatsioonile on seotud
ainult Ghe alleelivariandiga, CYP2C19*2 (Shuldiner jt., 2009), mida oli véimalik arvesse votta
Kliinilise uuringu planeerimisel. Selliste seoste leidmise jarel on vdimalik Kliinilise uuringu
planeerimisel keskenduda ainult vajaliku uurimisele, hoides kokku nii aja ja ressursside
kuludelt. Uldiselt vdib Gelda, et laialdasem geneetiline profileerimine vdib statistiliselt

parendada ravimite ohutust, kuid ei saa seda kunagi tagada (Kalow, 2006).

1.2.1. Farmakokineetika ja farmakodinaamika

Farmakokineetika ja farmakodinaamika on farmakoloogia peamised harud, mis keskenduvad
endogeensete ja eksogeensete keemiliste ainete koostoimete uurimisele elusorganismides.
Eelkdige wuurib farmakodiunaamika, kuidas ravim mdjutab organismi, samas Kkui
farmakokineetika uurib, kuidas organism mojutab ravimit. M6lemad koos mdjutavad ravimi
annustamist, efektiivsust ja ka kahjulike kdrvaltoimete teket. Geneetilised tegurid vdivad
mdjutada nii ravimi farmakokineetikat kui ka farmakodiinaamikat, pohjustades muutusi ravimi
lokaalses ja susteemses toimes vOi ravimi sihtmdrgi funktsioonis, muutes nii ravivastust
(Pirmohamed, 2014).
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Farmakodunaamikat saab defineerida kui ravimite ja bioloogiliste siisteemide koostoimest
tulenevate bioloogiliste mdjude uurimist (Holford ja Sheiner, 1981). Farmakokineetika on
ravimite omastamise (kehaomaseks muutmise) protsess organismis, ravimite poolt labitav
biotranfsormatsioon, ravimite ja nende metaboliitide jaotumine kudedes ning ravimite ja nende
metaboliitide elimineerimine (Meyer, 2004). Teisisonu, farmakokineetika on ravimite
imendumine, jaotumine, biotransformatsioon ja eritumine. Ravimi eliminatsioon on reaktsioon,
mis on suunatud ravimi toime VvO&i ravimi enese organismist eemaldamisele.
Biotransformatsioon on ravimi keemiline muutmine organismis enstiimsusteemide osavotul,
mille kdigus muutub ravim ka kergemini erituvaks (Evans, 2006). Peamiseks

biotransformatsiooni toimumise kohaks on maks.

Farmakokineetilistel interaktsioonidel on mitu molekulaarset alust. Uheks neist on
enstiuminduktsioon, mille tulemuseks on tavaliselt biosaadavuse vahenemine (Guengerich,
2015). Ravimi vahenenud biosaadavus v@ib olla tingitud selle ravimi v6i méne muu ravimi
indutseerimisest. Teine ravimite koostoimete aspekt hdlmab endas P450 inhibitsiooni.
Inhibitsioon voib siinkohal olla konkureeriv, ehk kaks substraati konkureerivad piiratud koguse
P450 suhtes, vOi vdib inhibitsioon olla mehhanismi pdhine, mille korral substraadi

okslideerimise jarel P450 inaktiveerub (Guengerich jt., 2019).

Paljudel juhtudel on ksenobiootilise molekuli metabolismi esimeseks sammuks
oksudatsioonireaktsioon. Kuigi teised enstiiimid, nagu néiteks peroksudaasid v6i fenolaasid,
ndivad olevat vdimelised kemikaale oksldeerima, on enamikul juhtudel tbestatud P450
enstiimi osalus (ksenobiooliliste molekulide oksldeerimisel). Tsutokroom P450 poolt
katalttsitud reaktsioonid on pddrdumatud ja aeglased. Tuupiliselt reageerib umbes 100 mooli
substraati tihe mooli P450 kohta ihes minutis, kuigi paljud ksenobiootilised okstidatsioonid on
sellest veel aeglasemad. Sellest tulenevalt méaédrab P450 poolt katalliusitud etapp eksogeense

Uhendi Glelldise farmakokineetika. (Guengerich, 2002)

1.2.2. Ravimite korvaltoimed

Eesti ravimiseaduse jargi on ravim igasugune aine voi ainete kombinatsioon, mis on méeldud
haiguse vOi haigussiimptomi valtimiseks, diagnoosimiseks, ravimiseks vOi haigusseisundi
kergendamiseks (Ravimiseadus, 2004). Miirk on aine, mis organismi sattudes tekitab tugevaid,
organismile kahjulikke talitlushaireid voi kutsub esile surma. Iga ravim voib olla mirk kui seda

ei kasutata diges annuses ja 6igel viisil.
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Ravimid v0ib jagada kahte pdhiriihma: aktiivsed ravimid ja eelravimid (prodrug). Aktiivsete
ravimite lagundamise tulemuseks on enamasti teisendatud ravim sellisel kujul, mis on vees
lahustuv ja seega ka kergemini organismist elimineeritav (Weinshilboum, 2003). Eelravimid
on toimeta vOi védhese farmakoloogilise toimega kemikaalid, mis muutuvad l&bi
biotransformatsiooni terapeutiliselt aktiivseks metaboliidiks (Albert, 1958). Eelravimite
metabolismi korral on vajalik, et manustatud ravim muundatakse esmalt organismis aktiivseks
ravimi vormiks, enne selle elimineerimist kehast. Ravimi organismist valjutamise kaks peamist
rada on ravimite lagundamine maksa enstiiimide poolt ning ravimite eritumine neerude kaudu
(Scott ja Scott, 2013). Selleks, et ravim omaks soovitud mdju, peab seda sihtmargini jdudma

piisavas koguses, ilma et see liigselt kuhjuks teistes kudedes (DeGorter jt., 2012).

Ravimi korvaltoime (adverse drug reaction, ADR) on ravimi kahjulik ja soovimatu toime, mis
tekib ravimi profilaktiliste, diagnostiliste ja terapeutiliste annuste kasutamisel (Ravimite
korvaltoimetest..., 2020). Ravimite korvaltoimete hulka kuuluvad annusest soltuvad
reaktsioonid, annusest sOltumatud reaktsioonid (sealhulgas idiosiinkraatilised ravim-
reaktsioonid ja allergilised reaktsioonid), annusest ja ajast sdltuvad reaktsioonid
(kumulatiivsed) ja vo6rutusreaktsioonid (Edwards ja Aronson, 2000). Uldjuhul toétatakse
ravimi soovituslikud annused valja, vottes sihtriihmaks normaalsed metaboliseerijad (extensive
metaboliser, EM) (Guengerich, 2015), mis tdhendab, et teiste metaboliseerimise tiipide puhul
ei pruugi soovitatav annus olla sobiv. Enamike ravimite metabolism on seotud rohkem kui tihe
geeniga ning on raske eristada geneetilisi ja mitte geneetilisi faktoreid (nagu ravimite
koosmdjud, dieet ja suitsetamine) (Evans ja Relling, 2004). Farmakogeneetika ja
farmakogenoomika edenemine aitavad vadhendada ravimi korvaltoimete tekkimist, kui

patsientide genoomi informatsiooni arvestatakse ravi maaramisel (Lauschke jt., 2018).

1.2.3. Ravimi metaboliseerimise tttbid

Metaboliseerimise tllp s6ltub ravimist ja seda mdjutavate ensiiimide aktiivsusest. Ravimi
metaboliseerimise Kiiruse ehk indiviidi fenotlibi pdhjal saab inimesed jaotada jargnevatesse
rihmadesse:
1) ulikiired metaboliseerijad (ultrarapid metaboliser, UM) on indiviidid, kellel on
markimisvéarselt suurenenud metaboolne aktiivsus kindla ravimi suhtes, kuna neil
esinevad geenimutatsioonid, mis annavad valgule suurenenud aktiivsuse (gain-of-

function, GoF);

21



2)

3)

4)

5)

kiired metaboliseerijad (rapid metaboliser, RM) on indiviidid, kellel on suurenenud
metaboolne aktiivsus;

normaalsetel metaboliseerijatel (EM) esineb normaalne metaboolne aktiivsus, mis
tavaliselt esindab suuremat osa elanikkonnast;

keskmistel metaboliseerijatel (intermediate metaboliser, IM) on vahenenud metaboolne
aktiivsus, kuna neil esineb ainult Giks normaalne vai Uiks funktsionaalselt puudulik alleel;
aeglased metaboliseerijad (poor metaboliser, PM) on indiviidid, kellel esineb puudulik
vOi  olematu metaboolne  aktiivsus, mis viitab homosugootsele  vdi

uhendheterosugootsele funktsiooni kaole (LoF) (Zanger ja Schwab, 2013).

Selle spektri kaks aarmust on aeglased metaboliseerijad (PM) ja tlikiired metaboliseerijad
(UM) (Meyer, 2004). Indiviid voib olla Gihe ravimi puhul UM ja mdne teise ravimi puhul PM.
Naitlik ravimi annustamisele jargnev ravimi hulga muutuse (kontsentratsioon) muster

vereplasmas on illustreeritud joonisel 3 normaalse (EM) ja aeglase (PM) metaboliseerija puhul.

Normaalne metaboliseerija (EM)
A

(‘:p,max | } |

uc

v

Ravimi tase ‘

vereplasmas T Aeglane metaboliseerija
(PM)
.

>

Aeg (nooled niiitavad korduvaid annuseid)

Joonis 3. P450-te (vdi teiste ensulimide) vahenenud metaboolse aktiivsuse olulisus aktiivsete ravimite
lagundamisel. “Tilpiline” muster on toodud vélja lemises paneelis (EM), mille puhul hoitakse
konkreetse korduva annuse méaaramisel ravimi vereplasma taset teatud vahemikus. Aeglase
metaboliseerija (alumine paneel, PM) puhul tbuseb ravimi tase vereplasmas iga jargneva annuse
manustamisel. Cp, max — maksimaalne plasmakontsentratsioon, AUC — kdvera alune pindala. (Tdlgitud
ja kohandatud, Guengerich, 2015).

22



Normaalse metaboliseerija (EM) puhul ravimi kontsentratsioon vereplasmas tduseb parast
esimest annust maksimaalsele tasemele (Cpmax) ning langeb seejérel madalamale tasemele enne
jargmise annuse manustamist (joonis 3). Jarjestikuste annuste manustamisel j&&b ravimi
kontsentratsioon vereplasmas pusima kindlas vahemikus, kutsudes esile soovitud

farmakoloogilise efekti (Guengerich, 2015).

Kui aeglasele metaboliseerijale (PM) anda sama suuri ravimiannuseid, toimuks annuste
manustamiste vahel vdga piiratud ravimi lagundamine ning ravimi kontsentratsioon
vereplasmas (ning arvatavasti ka sintmérk koes) tduseks 16puks ootamatult kdrgele tasemel,
mida illustreerib joonisel 3 kdvera aluse pindala (AUC) suurenemine (Guengerich, 2015). See
kutsuks esile liiga tugeva (ja ilmselt ka ebasoovitud) farmakoloogilise vastuse.

Kui aga tegemist oleks dlikiire metaboliseerijaga (UM), oleks nende ravimi annustamisele
jargnev ravimi hulga muutumise muster vereplasmas sarnane normaalse metaboliseerija
thtibile. Kuid nende puhul oleks graafikul Cpmax ja AUC véiksemad ning sellest tulenevalt on
oodatav ka vahenenud ravimi efektiivsus (Guengerich, 2015). Seega vajavad aeglase
metaboliseerija (PM) fenotiilbiga indiviidid vaiksemat ravimiannust ning dlikiire
metaboliseerija (UM) fenotiilibiga indiviidid vajavad suuremat ravimiannust, et saavutada sama
ravimi kontsentratsioon vereplasmas kui normaalse metaboliseerija (EM) fenotlibiga
indiviididel (Meyer, 2004).

Aeglase (PM) ja keskmise (IM) metaboliseerija fenotiitibiga indiviidide puhul on ravimi
organismist elimineerimise kiirus vé&henenud ning ravimi kontsentratsioon veres on
suurenenud. Kiire (RM) ja dlikiire (UM) metaboliseerija fenotiilibiga indiviidide puhul on
ravimi organismist elimineerimise kiirus suurenenud ning ravimi kontsentratsioon veres on
seega vahenenud. Aktiivravimi korral vdivad suurenenud ravimi kontsentratsioonid kehas
pbhjustada toksilisust ja ravimi korvaltoimeid ning véhenenud kontsentratsioon voib viia

vaiksema vOi puuduva ravimojuni.

Eelravimid vajavad toimimiseks esmalt aktiivsesse  ravimivormi  muundamist
(biotransformatsiooni), mistttu on metaboliseerija tldpide puhul siis vastupidised efektid —
kiire metaboliseerija (RM) fenotlubiga indiviididel tduseb kdrvaltoimete risk, kuna veres tekib
suuremas kontsentratsioonis aktiivseid metaboliite ning aeglase metaboliseerija (PM)
fenotulbiga indiviididel on aktiivsete metaboliitide kontsentratsioon vaiksem, mis vdib viia

vahenenud vo6i puuduva ravimdjuni. (Zanger ja Schwab, 2013)
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1.2.4. Ravimite lagundamine ja seos tsutokroom P450-tega

Paljud kehavdorad Ghendid, nagu ravimid, taimsed metaboliidid ja keskkonna saastained on
mittepolaarsed ja lahustuvad lipiidides kergesti. Ravimeid lagundavate enstiimide peamine
ulesanne on muuta need kemikaalid vees hastilahustuvateks produktideks, mida on seejéarel
vOimalik kehast lihtsamini eemaldada (Wilkinson, 2001). Titokroom P450 ensiilimid on seotud
enamiku ravimite ja ksenobiootikumide lagundamisega, sealhulgas ka eelravimite
metaboliseerimisega (Ortiz de Montellano, 2013). Inimestes nditeks on need ensulimid vaga
tahtsad maksas ravimite esimese faasi metabolismis. Need enstimid on vdimelised
katalutisima aktiveerimata C—H sidemete regio- ja stereospetsiifilisi okstidatiivseid reaktsioone.
(Gilardi, 2018)

Kui farmakogeneetika uurib geenide mdju ravimi vastusele, siis farmakogenoomika uurib
muuhulgas ka, kuidas ravimid mdjutavad geenide funktsiooni (Kalow, 2006). Naiteks vdib
ravimi regulaarne tarbimine suurendada ekspressiooni geenil, mis kontrollib ravimit lagundavat
ensutmi (Conney, 1967), see vdib mdnel juhul viia ka ravimi suhtes sdltuvuse tekkimiseni
(Rhodes ja Crabbe, 2005).

CYP geenide evolutsiooni ks peamisi kliinilisi tagajargi on erisused ravimite metabolismis.
CYP geenivariantide ja ka metabolismitliipide esinemissagedused on erinevates
populatsioonides erinevad. CYP2D6 aeglast metaboliseerija fenotulpi leidub umbes 5 — 10%
kaukaaslastest, kuid idamaade populatsioonides esineb seda oluliselt vahem (Evans, 1993).
Seevastu CYP2C19 funktsiooni hdiretega seotud aeglaste metaboliseerijate esinemine
idamaalaste populatsioonides on 15 —20%, samas kui kaukaaslaste seas on see esinemissagedus
ainult 3 — 5% (Inaba jt., 1995; Goldstein ja Blaisdell, 1996). Arvatakse, et alleelivariantide
esinemissageduste erinevused vdivad evolutsioonilisest aspektist l&htudes olla seotud toitumise

erinevustega populatsioonide vahel.

Ravimid, mille peamised metaboliseerivad enstimid on polimorfse geneetilise regulatsiooni
all, vdivad pohjustada mérkimisvéarset individuaalset farmakokineetilist varieeruvust, mis vaib
omakorda pohjustada Kliiniliselt olulisi erinevusi mdnede patsientide ravimvastuses ning viia
ravimi arendamise peatamiseni (Balant jt., 1989). Ravimikandidaadid, mida lagundab ainult
Uks ning seejuures véaga varieeruva geenijarjestusega P450 (nagu seda on CYP2D6 vdi
CYP2C19), langevad tihti edasisest ravimiarendusest valja. Kliiniliselt oluliste geen-ravim

seoste andmebaasid on néiteks CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation

24



Consortium), mis haldab ning teeb avalikult kattesaadavaks detailseid geen-ravim Kliinilise
praktika juhendeid, et lihtsustada farmakogeneetilistest testidest saadavate tulemuste kliinilist
kasutamist (CPIC, 2019) ning SuperCYP (Cytochrome P450 database), mis sisaldab 2785

teadaoleva koostoime Kirjeldust tsiitokroom enstitimide ja ravimite vahel (SuperCYP, 2021).

Katseloomades ja inimestes on tuvastatud erinevaid CYP geene ja vastavaid ensulime, mida
kummaski teises liigis ei leidu (Nebert jt., 1989). Sellised liigilised erinevused vdivad
pbhjustada raskusi katseloomadele toksiliste v6i vahki tekitavate uurimuste tulemuste

ekstrapoleerimisel kliinilisse meditsiini (Balant jt., 1989).

1.3. CYP2C19

CYP2C19 geen (ENSG00000165841) on tsiitokroom P450 perekonna 2, alamperekonna C liige
19 (HUGO Gene Nomenclature Committee: CYP2C19, 2019). Tsitokroom P450 2C
alamperekond moodustab umbes 20% kdigist inimese maksas leiduvatest P450-test ja on iks
olulisematest P450 alamperekondadest, kuna sinna kuuluvad ensulimid lagundavad ule 20%
kdigist terapeutilistest ravimitest ning lisaks ka mitmeid endogeenseid tihendeid (Shimada jt.,
1994; Rendic, 2002). CYP2C alamperekonnas on neli liiget: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18,
CYP2C19; ning kuigi nende nelja geeni poolt kodeeritud ensutimid on (lle 77% identsed oma
aminohappejarjestustes, on need siiski Usna erinevad substraadi spetsiifilisuse poolest
(Ridderstrom jt., 2001). CYP2C8, CYP2C9 ja CYP2C19 geneetilisi poliimorfisme on laialdaselt
uuritud, kuid kdige enam tuntud on CYP2C19 polimorfismid (Niwa ja Yamazaki, 2012). Oma

t60s keskendungi just sellele geenile ja selle geeni produktile ning polimorfismidele.

CYP2C19 geen paikneb tstitokroom P450 geenide klastris kromosoomil 10923.33, positsioonis
(GRCh38) 94 762 681 — 94 855 547 (NCBI: CYP2C19, 2019), mis teeb geeni pikkuseks 920
866 aluspaari (bp) ehk 92,8 kbp. Referents genoomi GRCh37 pdhiselt paikneb CYP2C19
positsioonis 10: 96 447 911 — 96 613 017, mis teeb geeni pikkuseks aga 165 106 bp ehk 165,1
kbp. GRCh37 referents genoomi jargselt on CYP2C19-| kattuvus CYP2C18-ga ligikaudu 48
kbp, kuid GRCh38 puhul on need geenid lksteisest eraldi. CYP2C19 geenil on 9 eksonit ja 8

intronit, ning see kodeerib tsitokroom P450 ensulmide superperekonna pollpeptiidi 2C19.

S-mefenutoiin-4-hidroksidlimine on thupiline P450 2C19 valgu poolt labiviidav reaktsioon
(Guengerich, 2015), kuid esineb palju teisi demettdlimise, okstdeerimise, hiidroksullimise ja
muid reaktsioone, milles P450 2C19 osaleb (Rendic, 2002). Tavaliselt stimuleerib P450 2C19
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ja teiste 2C alamperekonna enstiimide aktiivsust tsitokroom bs (Yamazaki jt., 2002). 2C19
puhul ei s6ltu stimulatsioon tsiitokroom bs-e heemist ja pole seega seotud elektronide
ulekandega (Yamazaki jt., 2002).

P450 2C19 valgust on olemas réntgenkristallstruktuur (Reynald jt., 2012). Reynald jt. (2012)
vOrdlevad enda artiklis P450 2C19 struktuuri 2C8 ja 2C9 valkude struktuuriga, ning nad
véidavad, et P450 2C19 valgu selgroo konformatsioon on kdige sarnasem 2C8 omaga, kuigi
2C8 substraati siduv 6dnsus (aktiivsait) on palju suurem kui 2C19 oma ning 2C19 ja 2C9
aktiivsaidid on suuruselt sarnasemad, kuid konformatsiooniliselt erinevad. P450 2C19
kompleksi tertsiaarstruktuuris (joonis 4) on 12 a-heeliksit ja 3 B-lehte, mis on tavaline P450-te
puhul. Lisaks esineb 2C19 enstumil B — C heeliksite vahelisel lingul heeliks B’, ning F — G
heeliksite vahelisel lingul esinevad heeliksid F’ ja G’. Neid lisa heelikseid on varasemalt néhtud

pigem teiste P450 perekonna 2 ensuitimide ehituse juures (Reynald jt., 2012).

Joonis 4. P450 2C19 tertsiaarstruktuur. Asummeetrilise tksuse neli ahelat paiknevad tksteise peal ning
iga ahel on eri varvusega, alates N-terminusest (sinine) kuni C-terminuseni (punane). Joonisel on a-
heeliksid tahistatud tdhtedega (A — L) ja p-lehed on nummerdatud (1 — 3). Heemi proteesigruppi on
kujutatud pulgakujulisena ja punase varvusega. (Tolgitud ja kohandatud, Reynald jt., 2012).

1.3.1. CYP2C19 star-alleelid

CYP2C19 kohta on teada vahemalt 39 star-alleeli, mis on k&ik valja toodud PharmVar

andmebaasis (PharmVar: CYP2C19, 2021). Tuvastatud alleelivariantidel on lsna palju
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erinevusi, mis hdlmab muu hulgas ka initsiatsioonikoodoni mutatsioone (Ferguson jt., 1998) ja

ensiimaatiliste omaduste muutusi (Blaisdell jt., 2002).

Koige enam levinud CYP2C19 null alleel on CYP2C19*2, mille alleelisagedus kaukaaslastel
on ligikaudu 15%, afroameeriklastel 15% ja aasialastel 29 — 35% (Scott jt., 2011). CYP2C19
geeni alleelivariant *2 pohjustab aeglase metaboliseerija (PM) fenotidipi. Selle fenotliiibiga
seotud defekt tuvastati esmalt kaukaaslastes ja jaapanlastes kui CYP2C19 ekson 5 mutatsioon,
mis viib halbiva splaissimissaidini ja seeldbi ka lihenenud valguproduktini (De Morais jt.,
1994). See mutatsioon esineb enam kui 75% CYP2C19 geenist tuleneva PM fenotliipiga
indiviididest, kuid mitte kdigil, seega esinevad ka teised CYP2C19 mutatsioonid, mis

pohjustavad PM fenotltpi (Richardson ja Johnson, 1996).

Janha jt. (2014) leidsid moningaid toendeid selle kohta, et CYP2C19*2 alleel on olnud
positiivse selektsiooni all viimase 10 000 aasta jooksul, mis korrelleerub susteemsete
p6llumajandustavade arenguga. Pdhjuseks pakuvad nad, et varased inimesed puutusid kokku
uldlevinud uudse toksiiniga, mida aktiveerib CYP2C19, kuid selektiivse surve eest vastutavad

kindlad bioloogilised tegurid on praegu teadmata (Janha jt., 2014).

CYP2C19 geeni alleelivariandi *3 puhul on tekkinud eksonis 4 enneaegne stoppkoodon, mis
pohjustab samuti aeglase metaboliseerija (PM) fenotulpi (Mizutani, 2003). Mdned teised
tuvastatud star-alleelid, mis pdhjustavad PM fenotidpi on nditeks CYP2C19*4, CYP2C19*7,
CYP2C19*5, CYP2C19*6 ja CYP2C19*8. Star-alleel *4 puhul on tegemist
initsiatsioonikoodoni mutatsiooniga (Ferguson jt., 1998), *7 puhul on tegemist intron 5-e
splaissmutatsiooniga (Ibeanu jt., 1999), *5 pdhjustab aminohappelist muutust konserveerunud
heemiga seondumise piirkonnas (Xiao jt., 1997) ning *6 ja *8 pdhjustavad mblemad erinevaid
kodeerimismuutusi ekson 3-s (Ibeanu jt., 1998; Ibeanu jt., 1999). Kdik need null alleelid
toodavad valguprodukte, millel on madalam Kkatalultiline aktiivsus kui metsiktulpi
(CYP2C19*1) valkudel. Kdik need polimorfismid avastati CYP2C19 sekveneerimisega
inimestel, keda arstid olid esmalt mé&éranud ravimite mefendtoiini véi omeprasooli suhtes PM-
ideks (Blaisdell jt., 2002).

Seni on CYP2C19 geenil tuvastatud ainult tiks alleelivariant, mille korral on valgul suurenenud
kataltitiline aktiivsus. Selleks on promootori variant 806>T (CYP2C19*17), mis néib
suurendavat ensutimi ekspressiooni ja selle aktiivsust mefendtoiini ja omeprasooli lagundamise

suhtes seni ebaselge mehhanismi kaudu (Sim jt., 2006). Regulatoorne star-alleel CYP2C19*17
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vOib suurendada transkriptsiooni madra umbes kahekordselt (Sanford jt., 2013). Seda alleeli
varianti on seostatud peptilise haavandtdvega (Musumba jt., 2013) ning omeprasooli ja
estsitalopraami tavapdrasest kiirema lagundamisega (Baldwin jt., 2008; Rudberg jt., 2008).
Kliiniliselt oluliste ravimite puhul, mis metaboliseeruvad peamiselt P450 2C19 kaudu, vdib
CYP2C19*17 alleel olla seotud ravimi subterapeutilise kontsentratsiooniga ja pdhjustada ravi
ebadnnestumise ning selle mutatsiooniga indiviidide puhul on vaja suuremat ravimiannust
(Baldwin jt., 2008).

Antud t60 kontekstis on oluline réakida ka star-alleelist CYP2C19*37, mis koondab enda alla
kdik osalised CYP2C19 geeni deletsioonid. Kdigi nende struktuurivariantide tihiseks jooneks
on esimese eksoni puudumine (vaata tabel 1) (Botton jt., 2019). Kuna ekson 1 kodeerib
aminohappeid, mis suunavad valgustinteesi endoplasmaatilisse retiikulumi, ei kodeeri need

variandid tdendoliselt funktsionaalset valku (Botton jt., 2019).

Tabel 1. CYP2C19 osalised geeni deletsioonid (Botton jt., 2019). (Tdlgitud ja kohandatud).

Alleeli nimetus Geenid Deleteerunud eksonid
*37.001 CYP2C18 _
CYP2C19 1-5
*37.002 CYP2C18 8-9
CYP2C19 1-4
*37.003 CYP2C18 1-9
CYP2C19 1
*37.004 CYP2C18 5-9
CYP2C19 1-7
*37.005 CYP2C18 2-9
CYP2C19 1-7

1.3.2. P450 2C19 substraadid

P450 2C19 valku leidub endoplasmaatilises retiikulumis ning see on kliiniliselt oluline enstiiim,
mis lagundab paljusid erinevaid ravimeid, sealhulgas krambivastast ravimit nimega
mefendtoiin, haavandivastaseid ravimeid nagu omeprasool, teatud antidepressante nagu néiteks
estsitalopraam ja malaariavastast ravimit proguaniil (Blaisdell jt., 2002). Jargnevalt toon vélja

konkreetsed nadited monede ravimite kohta, mille metabolismis P450 2C19 osaleb.

28



CYP2C19 S-mefenutoiini polumorfism avastati 1980-ndate alguses ja see on theks kliiniliselt
kdige olulisemaks P450 polimorfismiks (Kipfer ja Preisig, 1984; De Morais jt., 1994; Meyer
ja Zanger, 1997; Goldstein, 2001). See poliimorfism on seotud indiviidi vahenenud
vOimekusega lagundada mefend(toiini, mis on teada kui aeglase (PM) metaboliseerija fenotlup.
PM fenotliubiga indiviididel on puudulik v6ime 4 ’hidroksudlida mefenitoiini S-enantiomeeri,

mis pBhjustab ratseemilise segu lagundamise aeglasemat Kiirust (Goldstein ja Blaisdell, 1996).

Antidepressandid nagu tsitalopraam ja estsitalopraam metaboliseeruvad peamiselt P450 2C19
kaudu ning indiviididel, kellel on véhenenud ensulmi funktsionaalsus, esineb kdrgem
algravimi tase kehas (Rudberg jt., 2006). Seega PM fenotiilibiga patsiendid vajavad
aktiivravimite, nagu estsitalopraam, puhul madalamat annust kui EM-id. Indiviididel, kelle on
CYP2C19*17/*17 genotuip, on suurenenud risk ravi ebadnnestumiseks (Rosenborg jt., 2008).

P450 2C19 on peamine ensiim malaariavastase ravimi proguaniili aktiveerimisel
tsukloguaniiliks, kuid puuduvad kliinilised andmed, mis viitaks sellele, et PM-del on suurem

oht malaaria profllaktika voi ravi ebabnnestumiseks (Desta jt., 2002).

Uks pohjalikumalt uuritud substraate on ravim klopidogreel, mis muundatakse aktiivseks
vormiks kahes etapis, seejuures mdlemad etapid on katalliusitud suures osas P450 2C19 abil
(Kazui jt., 2010). Klopidogreel, mida kasutatakse adenosiindifosfaadi poolt indutseeritud
trombotsultide agregatsiooni parssimiseks, on eelravim, mis vajab aktiivseks metaboliidiks
transformeerimisel mitme CYP valgu abi (Mega jt., 2009). Vahenenud P450 2C19
funktsiooniga ja klopidogreeliga ravitud indiviididel on néhtud méarkimisvéarselt madalamat
klopidogreeli aktiivse metaboliidi taset kehas, mist6ttu on neil isikutel vahenenud organismi
vOimekus péarssida trombotsultide teket ning neil on suurenenud risk raskete
kardiovaskulaarsete tusistuste tekkele vorreldes normaalse P450 2C19 funktsiooniga isikutega
(Mega jt., 2009). Seevastu CYP2C19*17/*17 genotiliubiga isikud vdivad kogeda suurenenud
klopidogreeli aktivatsiooni, mis on seotud parema terapeutilise tulemusega (Tiroch jt., 2010),

kuid ka suurenenud riskiga verejooksu tekkeks (Sibbing jt., 2010).

P450 2C19 ulatus ravimite metabolismis on sna markimisvaarne. Erilist huvi pakkuv on
haavandiravim omeprasool (ja sellega seotud uhendid), kuna madala enstiumiaktiivsusega
isikud reageerivad paremini haavandite ravile (Chiba jt., 1993). On teada, et PM-de puhul
esineb suurem paranemismaér omeprasooli manustavates patsientides maohaavandite ja sellega

kaasnevate Helicobacter pylori infektsioonide korral, kuna neil indiviididel on kdrgem ravimi
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kontsentratsioon veres kui EM-idel (Goldstein, 2001). See v0iks aga viidata sellele, et EM-ide
puhul on vaja kasutada korgemat ravimiannust. UM fenotlibi puhul on omeprasooli
lagundamine kiirenenud, mille tulemuseks on subterapeutiline ravimi kontsentratsioon
(Baldwin jt., 2008). Omeprasool samuti inhibeerib P450 2C19 aktiivsust ja véhendab seel&bi
ravimite klopidogreeli (Scott ja Scott, 2013) ja proguaniili (Funck-Brentano jt., 1997)

lagundamist.

Esinevad ka ravimid, mis indutseerivad 2C19 mRNA transkribeerimist. Uuringud inimese
hepatotstittidega naitasid 2C19 mRNA transkribeerimise indutseerimist ravimite rifampitsiin,
deksametasoon ja fenobarbitaal poolt (Raucy jt., 2002).

Paljud ravimid, mis on P450 2C19 substraatideks, on ka teistele P450 enstiiimidele substraadiks
(Rendic, 2002), kuid siinkohal v&ib ensutimide kineetiline aktiivsus nende substraatide suhtes

erineda (Niwa ja Yamazaki, 2012).

1.4. Jargmise pdlvkonna sekveneerimine ja mikrokiiptehnoloogiad

Jargmise pBlvkonna sekveneerimise tehnoloogiaid (next generation sequencing, NGS) saab
kasutada kogu genoomi sekveneerimiseks (whole genome sequencing, WGS), kogu eksoomi
sekveneerimiseks (whole exome sequencing, WES) vdi suunatud sekveneerimiseks, mis
tahendab ainult huvipakkuvate geenide vGi genoomi regioonide sekveneerimist (Rapoport jt.,
2020). NGS tdovoog algab DNA eraldamisega, millele jargnevad raamatukogu valmistamine
(genoomse DNA fragmenteerimine ja sekveneerimise adapterite ligeerimine DNA fragmentide
kilge), DNA fragmentide amplifikatsioon ning 16puks sekveneerimine ja bioinformaatiline

analiius.

Antud t06s kasutatud kogu genoomi andmete saamiseks kasutati Illumina HiSeq X
sekvenaatorit. Illumina jargmise pdlvkonna sekveneerimise tehnoloogia kasutab kiire ja tapse
sekveneerimise voimaldamiseks klonaalset amplifitseerimist ja t0otab jérjestuse siinteesimise
pdhimattel (IHlumina: Introduction to DNA sequencing, 2021). Selle tehnoloogia kasutamise
puhul sisaldavad sekveneerimise adapterid spetsiifilisi jarjestusi, mis on loodud seondumaks
tahke kandja mikroplaadil (flowcell) olevate komplementaarsete oligonukleotiididega (Morey
jt., 2013). Raamatukogu klonaalne amplifitseerimine toimub identse jarjestusega DNA Klastrite
genereerimise teel. Sekveneerimisel kasutatakse nelja modifitseeritud po6rdterminaatorit, mis

sisaldavad eemaldatavat fluorestsentsmargist, et iga sekveneerimise tsukliga detekteerida
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slinteesitavast ahelast Uhte jargmist nukleotiidi (Metzker, 2010). Illumina tehnoloogia

vOimaldab sekveneerimist raamatukogu sisestuse mdlemast otsast (paired-end sequencing).

Farmakogenoomika keskendub peamiselt SNP-ide uurimisele, kuna see on kdige levinum ja ka
tehniliselt kbige kattesaadavam geneetiliste variatsioonide informatsiooni kogum. SNP-ide
tuvastamine ja anallusimine on lihtsam ja praktilisem kui nditeks kogu genoomi
sekveneerimine ja sellest saadava andmekogu analtisimine. SNP-ide mé&&ramiseks ja
indiviidide genotipiseerimiseks, kaasaarvatud geeni koopiaarvu variatsioonide (CNV)

tuvastamiseks, saab kasutada mikrokiipe.

Antud t06s kasutatud genotipiseerimise andmed saadi kasutades Illumina
InfiniumOmniExpress (Omni) vdi Infinium Global Screening Array (GSA) mikrokiipe.
Madlemad eelnimetatud mikrokiibid té6tavad BeadArray tehnoloogial, kasutades ranidioksiidi
mikrokerakesi. Iga mikrokiibi pinnal saab analtiisida sadu tuhandeid kuni miljoneid genottdpe
uhe indiviidi kohta korraga (Illumina: Microarray Technology, 2021). Réanidioksiid kerakesed
on mikrokiibil paigutatud hoolikalt stivendatud mikroaukudesse ning on kaetud sadade
tuhandete kovalentselt seotud oligonukleotiidsondi koopiatega (Shen jt, 2005). lga
oligonukleotiidsond on suunatud konkreetsele genoomi lookusele. Kui DNA fragmendid
liiguvad Gle mikrokiibi, seondub iga sondi kiilge sellega komplementaarset jarjestust omav
DNA fragment, misjuures sondi oligonukleotiidjérjestus 10ppeb Uhe aluse vdrra enne
huvipakkuvat lookust ehk SNP positsiooni (lllumina: Microarray Technology, 2021).
Poliimeraas pikendab sondi kiiljes olevat jarjestust tihe margistatud nukleotiidi vOrra, vastavalt
komplementaarsele DNA jarjestusele, mis on sondiga seotud. A ja T nukleotiidid on
maérgistatud dinitrofentiiliga (DNP) ning G ja C on margistatud biotiiniga (Illumina:
Microarray Technology, 2021). Jargneva varvimise protsessi kdigus kinnitub margistuste (DNP
ja biotiin) kilge kindel fluorofoor. Laseriga ergastamisel kiirgab nukleotiidi margistuse kiiljes
olev fluorofoor signaali, mille intensiivsust on vdimalik detekteerida ja télgendada Gmber
alleelisuhte kohta kéivaks informatsiooniks antud lookuses. Nditeks on T/T homosugoodi puhul
néha peamiselt punast signaali ning C/C homosligoodi puhul on ndha peamiselt rohelist
signaali. Kui aga uuritav indiviid on kindla huvipakkuva SNP-i suhtes heterosiigoot, paistab
signaal kollasena enda intensiivsuses. Seega on v@imalik eristada, milline nukleotiid asub
kindlas SNP positsioonis ning mis genotlipi omab uuritav indiviid selle SNP-i suhtes.
Mikrokiipidega saab tuvastada ka geeni koopiaarvu variatsioone (CNV), mis avaldub signaali
intensiivsuses ning mille kohaselt on vdimalik tuvastada geeni deletsioone (cn < 1) voi

duplikatsioone (cn > 3).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T6O eesmérk

Kéesoleva magistritdo eksperimentaalse osa kolm eesmaérki on:
1. Mddrata CYP2C19 geeni deletsioonide esinemissagedused Eesti populatsioonis Tartu
Ulikooli Eesti Geenivaramu (TU EGV) andmete pdhjal;
2. Méérata WGS andmete pdhjal CYP2C19 deletsiooni kandjate diplotttibid;
3. Leida CYP2C19 geeni deletsioonidega aheldunud SNP-id.

2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Andmestik

Antud toos kasutasin TU EGV-s olemasolevaid 2244 geenidoonori kogu genoomi
sekveneerimisandmeid (WGS) ja 36 029 geenidoonori genotulbi andmeid, mis on saadud
Omni (n = 5929) ja GSA (n = 30 100) mikrokiipe kasutades. Hiljem sain veel juurde 104 920
geenidoonori genotiiibi andmed, mis olid saadud samuti GSA mikrokiipi kasutades. WGS
andmete saamiseks kasutati Illumina HiSeq X Ten (lllumina, San Diego, CA, USA)
sekvenaatorit 150 bp paarislugemi pikkuse ja 30x katvusega. Genotliubi andmed saadi
kasutades Illumina InfiniumOmniExpress (Omni) vdi Infinium Global Screening Array (GSA)
mikrokiipe. Omni kiip sisaldab 714 238 SNP markerit, keskmise mediaanvahemikuga 2,23 kb
ja GSA Kkiip sisaldab umbes 654 027 SNP markerit, keskmise mediaanvahemikuga 2,3 kb.

Proovide to6tlemine ja analiiiisi ettevalmistamine tehti Tartu Ulikooli genoomika instituudis ja
Broad Instituudis (USA) vastavalt tootjapoolsetele protokollidele. WGS andmeid analtidsiti
Genome STRIP (Genome structure in populations) tarkvaraga (Handsaker jt., 2015) ning leiti
37 indiviidil (1,6%) CYP2C19 geeni deletsioon. Mikrokiipidelt genotliupide méaaramiseks
kasutati PennCNV tarkvara, mille puhul maaratud CNV-de keskmine pikkus on 13 kb (Wang
jt., 2007). Selle tarkvaraga CNV-de mé&aramine on véga tundlik mikrokiibilt tuvastatud signaali
intensiivsuste suhtes, mis oleneb sellest kui kvaliteetselt on kiibikatse dnnestunud. Seetdttu tuli
saadud tulemusi veel tdiendavalt filtreerida signaali intensiivsuse parameetri jargi. Lisaks
eemaldati edasisest anallusist ka proovid, millel esines rohkem kui 200 CNV-d, mis viitab
katsemirale. Geenidoonorite genotulbi andmetele tehti ka kvaliteedikontroll programmiga
Plink 1.9 (Purcell jt., 2007).
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Omni ja GSA kiibi andmetest tuvastati PennCNV tarkvaraga CYP2C19 geeni CNV-sid ning
leiti 116 indiviidi (1,9%) Omni andmehulgast ning 459 indiviidi (1,5%) esimesest GSA
andmehulgast, kellel esines CYP2C19 geeni deletsioon ning hilisemast GSA andmehulgast (n
= 104 920) leiti kokku 2217 deletsiooni CNV juhtu (2,1%). Monede deletsiooniga indiviidide
puhul esines hilisemates GSA andmetes mitu tuvastatud CNV-d samas geenis. Kui nende CNV-
de koordinaadid olid samad, filtreerisin tihe neist CNV-dest enda andmetest vélja, et mitte
lugeda sama indiviidi mitu korda enda andmete hulka. Kui the indiviidi kohta kdiva mitme
CNV koordinaadid olid erinevad, liitsin need koordinaadid omavahel kokku, lugedes siis kaks
lihemat CNV-d Uheks pikemaks kokku. Niud kui andmetes esines ks CNV (he indiviidi
kohta, selgus et unikaalseid deletsiooniga indiviide oli viimases GSA andmekogus kokku 1677
(1,6%). Varasemalt ainult WGS platvormi ja Omni kiipi kasutades analliusitud indiviide
genotupiseeriti hiljem uuesti, kasutades GSA Kkiipi, et kogu TU EGV andmestik oleks

analudsitud sama kiibiplatvormi ja markerite arvuga.

2.2.2. CYP2C19 deletsioonide katkekohtade leidmine

WGS andmetest leitud 37 indiviidi CYP2C19 geeni deletsioonide ennustatud algus- ja 18pp-
positsioonid olid (GRCh37) 10: 96 496 960 ja 10: 96 547 966 Uhe deletsiooni kohta, mida
edaspidi nimetan pikaks deletsiooniks, ning (GRCh37) 10: 96 530 401 ja 10: 96 542 516 teise
deletsiooni kohta, mida edaspidi nimetan lihikeseks deletsiooniks. Neid koordinaate aluseks
vottes, kasutasin Samtools tarkvara, et k&suga tview vaadata deletsiooniga indiviidide BAM
faile vorrelduna referents genoomiga (GRCh37) ja seeldbi leida deletsioonide tépsed
katkekohad (breakpoints).

Mdlema deletsiooni puhul tuvastasin visuaalse vaatluse kéigus deletsioonide katkekohtade
vahetust lahedusest mikrohomoloogia (6 bp pika deletsiooni ja 2 bp lihikese deletsiooni puhul).
Seet0ttu tegin katkekohtade kinnitamiseks pika ja lihikese deletsiooni unikaalsete 25 aluspaari
(bp) pikkuste (25-mer) jarjestuste otsingu WGS genoomiandmetest. Esmalt tekitasin
programmiga GlistMaker WGS andmekogu indiviidide genoomi jérjestustest 25-mer-ide listid.
Seejarel otsisin  nendest listidest deletsioonide pdhiseid 25-mer-e ja sain nende
esinemissageduse iga indiviidi kohta. Selleks kasutatud pika deletsiooni 25-mer oli
CAGATTATAGGGTTTCTGCTGAGAG ja  luhikese  deletsiooni  25-mer  oli
AAGCCCAGATGGGATAACATTAAGA.
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2.2.3. Alleelispetsiifiliste PCR praimerite disainimine

CYP2C19 geeni deletsioonide kinnitamiseks disainisin kolm praimerit kummagi deletsiooni
kohta: 1) paripidine praimer; 2) araspidine praimer deleteerunud ala sisse jadva jarjestuse
pohiselt, et tuvastada metsiktiupi alleeli; 3) draspidine praimer deleteerunud alast véljaspoole
jaava jarjestuse pohiselt, et tuvastada deleteerunud alleeli. Lihikese deletsiooni tuvastamiseks

disainitud kdigi kolme praimeri seondumiskohad jadvad pika deletsiooni ala sisse (joonis 5).

CYP2C19
Pikk deletsioon Lihike deletgioon
1. .
R nnnnnymnmm,
2. 2. I 3. 3.
| ‘
96 497 330 96 559 116
l !
96 533 900 96 542 738

Joonis 5. Illustreeriv joonis praimerite seondumskohtade paiknemisest teineteise suhtes. Deletsioonide
alguse ja 16pu koordinaadid on referents genoomi GRCh37 pdhised. Punase joonega on margitud pikk
deletsioon ja sinise joonega lihike deletsioon. Vastavalt punaste ja siniste nooltega on mérgitud
deletsioonide tuvastamiseks kasutatud praimerite seondumiskohad. Joonisel on praimerid nummerdatud

tabelites 2 ja 3 olevate praimerite pdhiselt.

Pika deletsiooni péripidise praimeri jarjestuse votsin sama, mis on Santos jt. (2018) artiklis
valja toodud, ning praimeri seondumiskoht asub deletsiooni alguspunktist umbes 300 bp
eespool. Araspidiste praimerite disainimiseks kasutasin esmalt programmi SNPmasker 1.1
(Andreson jt., 2006), referents genoomiga GRCh37/hgl9, et leida soovitud piirkonnas
unikaalset genoomi jdrjestust ja seal esinevaid SNP-e. Seejarel kasutasin programmi Primer3
(Koressaar ja Remm, 2007; Untergasser jt., 2012), et leida SNPmasker-iga saadud jarjestuste
seast praimeri kandidaate. Leitud praimerikandidaatide seast sobivate praimerite valikuks
kasutasin NetPrimer tarkvara (NetPrimer, 2019). Eelnevalt nimetatud veebipdhise tarkvaraga
kontrollisin praimeripaaride voimalike dimeeride teket, GC sisaldust ja sulamistemperatuuri
(Tm), et valida enda t60s kasutatavad praimerid (tabel 2). Pika deletsiooni daraspidiste

praimerite seondumiskohad jaid vastavalt 150 bp pérast pika deletsiooni alguspunkti
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deletsioonita alleeli tuvastamiseks, ning umbes 900 bp pérast deletsiooni 16pp-punkti

deletsiooniga alleeli tuvastamiseks.

Tabel 2. PCR praimerid CYP2C19 geeni pika deletsiooni kinnitamiseks.

Nimetus Jirjestus (5°->3) Tm (°C)
1. wt_F_2C19 ATTAGCAATGTTGCCYGAAG 55
2. wt_R_2C19 GTTACATCTGTTACTGGATTGTAGA 61
3. mut_R_EGV_2C19 GGTTATACCCAGGCAAAAAGG 59

Lihikese deletsiooni praimerite (tabel 3) disainimiseks kasutasin sama metoodikat. Paripidise
praimeri seondumiskoht asub deletsiooni alguspunktist umbes 900 bp eespool. Araspidiste
praimerite seondumiskohad jaid vastavalt 119 bp pérast lihikese deletsiooni alguspunkti,
deletsioonita alleeli tuvastamiseks ning umbes 500 bp pérast deletsiooni 16pp-punkii,

deletsiooniga alleeli tuvastamiseks.

Tabel 3. PCR praimerid CYP2C19 geeni lihikese deletsiooni Kinnitamiseks.

Nimetus Jérjestus (5’ -> 3°) Tm (°C)
1. wt_F_s2C19 AGTGAAAGGGATCCARTGGT 57
2. wt_R_s2C19 CCCTGAAGTTTTACCGGTGC 60
3. mut_R_s2C19 TGGTGCAATGACAAAAGAGGT 57

Pika deletsiooni péripidine praimer sisaldab thte olulist SNP-i (rs535814835), mille MAF on
T = 0.0042 (21/5008, 1000G). Seetdttu on antud positsioonis nukleotiidi C asemel mérgitud
IUPAC koodi kohaselt Y, mida kasutatakse téhistamaks kindlas positsioonis olevat C vdi T
nukleotiidi. Lihikese deletsiooni paripidine praimer sisaldab samuti thte olulist SNP-i
(rs61249521), mille MAF on A = 0.0721 (323/4480, Eesti populatsioonist leituna). Seet6ttu on
antud positsioonis nukleotiidi G asemel margitud IUPAC koodi kohaselt R, mida kasutatakse

tahistamaks kindlas positsioonis olevat G vdi A nukleotiidi.

2.2.4. PCR ja geelelektroforees

CYP2C19 deletsioonide katseliseks  kinnitamiseks kasutasin PCR-i  meetodit ja
geelelektroforeesi. 20 pl PCR reaktsioonisegu sisaldas 13 pl H20-d, 4 pl 5x HOT FIREPoI®
puhvrit (Solis BioDyne), 0,5 pl kumbagi praimerit ja 2 ul DNA-d (5 ng/ul). Kasutatud PCR
programm on loodud Solis BioDyne-i protokolli juhiste alusel ning on toodud vélja tabelis 4.
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Tabel 4. T606s kasutatud PCR programm.

Temperatuur Aeg Tsuklite arv
95°C 15 minutit 1
95°C 30 sekundit
55°C 30 sekundit 35 tsuklit
72°C 1,5 minutit
72°C 10 minutit 1
4°C hoia

PCR produktide visualiseerimiseks kasutasin 1,5% agaroosgeeli (millele oli lisatud
etiidiumbromiidi) ning 6x TriTrack DNA laadimisvarvi (ThermoFisher Scientific).
Suurusmarkerina kasutasin Marker GeneRuler™ 100 bp Plus DNA markerit (ThermoFisher
Scientific), mille fragmentide suurused on vahemikus 100 bp — 3000 bp. Saadavate PCR
produktide pikkused on toodud valja tabelis 5. PCR produktide pikkuste erinevuste pdhjal sain

tuvastada geelelektroforeesiga deletsioonita ja deletsiooniga alleelide esinemist.

Tabel 5. Kasutatud PCR praimerid ja saadavad PCR produktide pikkused.

Praimerid Produkti pikkus (bp)
wt_F 2C19 + wt R_2C19 445
wt_F 2C19 + mut R_EGV_2C19 1263
wt F s2C19 +wt R s2C19 1105
wt_F s2C19 + mut_R_s2C19 1533

2.2.5. Deletsiooniga indiviidide diplottlpide maaramine

WGS uhenukleotiidsete variatsioonide (single nucleotide variation, SNV) andmeid kasutades
méarasin CYP2C19 geeni deletsiooniga indiviidide diplotiiupe. Selleks votsin PharmVar ja
LOVD (Leiden Open Variation Database) andmebaasidest CYP2C19 geeni kohta kéivad star-
alleelid ja nendega seotud SNP-id. Ma vaatasin iga SNP-i esinemissagedust eurooplaste seas
ning selle pohjal jatsin vélja SNP-id, mille esinemissagedus oli 0. Samuti jatsin valja mdned
star-alleelid, mille puhul SNP-idega seotus polnud I6plikult tdendatud. Diplotulpide

méaaramiseks kasutatud SNP-id ja nendele vastavad star-alleelid on vélja toodud tabelis 6.

Diplotitpide méaéaramisel on kdigil deletsiooniga indiviididel (n = 37) uks alleelidest *37, mis

t&histab osalist geeni deletsiooni. Teise alleeli m&&ramiseks vaatasin iga indiviidi puhul, mis
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nukleotiid asus neil kindlas star-alleeli SNP positsioonis ning jareldasin nende haplotttpe selle
pohjal. Osa kasutatud SNP-idest jaid deletsioonide alast valja, mistdttu kasutasin ma Tartu
Ulikooli Genoomika instituudist saadud WGS faasitud andmeid, et kindlaks méaérata, kas need

SNP-id asuvad (ksteisega samal alleelil. Faasimine oli tehtud kasutades Eagle v2.3 tarkvara.

Tabel 6. Diplotiilipide maaramiseks kasutatud SNP-id, nende positsioonid 10. kromosoomil (GRCh37),
referents ja alternatiivne nukleotiid, MAF Eesti populatsioonis (n = 4488), seostatud star-alleelid ning
antud star-alleelist tulenevalt ensitimi kliiniline funktsionaalsus (PharmVar: CYP2C19, 2021; LOVD:
CYP2C19, 2021).

SNP ID Positsioon | Referents | Alternatiivne | MAF | Star-alleel | Kliiniline
genoomis nukleotiid | nukleotiid funktsionaalsus
rs11188072 | 96519061 | C 0,261 | *17 Suurenenud
rs3814637 96521045 | C T 0,072 | *1;*15 Normaalne; normaalne
rs11568732 | 96521574 | T G 0,071 | *1;*3 Normaalne; puudub
rs12248560 96 521 657 | C T 0,260 *17 Suurenenud
rs4986894 96522365 | T C 0,137 | *2 Puudub
rs28399504 | 96 522 463 | A G 0,002 | *4 Puudub
rs17885098 | 96522561 | T C 0,072 | *1 Normaalne
rs17878459 | 96534922 | G C 0,027 | *2 Puudub
rs12769205 | 96535124 | A G 0,136 | *2;*35 Puudub; puudub
rs41291556 | 96535173 | T C 0,001 | *8 Puudub
rs58973490 | 96535264 | G A 0,002 | *11 Normaalne
rs181297724 | 96 535296 | G C 0,010 | *2 Puudub
rs4986893 96540410 | G A 0,001 | *3 Puudub
rs7088784 96541373 | A G 0,072 | *3 Puudub
rs4244285 96541616 | G A 0,137 | *2 Puudub
rs3758580 96602622 | C T 0,136 | *2 Puudub
rs3758581 96 602623 | G A 0,070 | *1;*3 Normaalne; puudub
rs17882744 | 96602691 | C T 0,003 | *1 Normaalne
rs17886522 | 96609775 | A C 0,001 |*1 Normaalne

2.2.6. Deletsioonidega aheldunud SNP-ide leidmine

Ma kasutasin WGS SNV andmeid, et leida deletsioonidega aheldunud SNP-e, mida oleks
vOimalik edaspidi kasutada indiviidide genotipiseerimiseks. Selleks tegin 10. kromosoomi
SNV andmetest otsingu alleeli esinemise arvu jargi, mis vordus deletsiooniga indiviidide
arvuga. Seejdrel sorteerisin vélja SNP-id, mis ei esinenud koigil deletsiooniga indiviididel
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heterosligootselt, kuna leitud deletsioone esines WGS andmekogu indiviididel ainult
heterosugootselt. Tulemuseks olid SNP-id, mis esinesid heterostigootselt ainult deletsiooniga
indiviididel eraldi pika ja lthikese deletsiooni kohta. Iga leitud SNP-i puhul vaatasin ka, kus
nad genoomis asuvad Ensembl Genome Browser-iga GRCh37 referents genoomi pohiselt, et
naha, kas nad paiknevad genoomi mittekodeerivas alas, vOi mdne geeni vdi regulatoorse

elemendi alas (Ensembl, 2021).

Leitud potentsiaalselt deletsiooniga aheldunud SNP-e kasutasin tuvastamaks deletsioonide
kandjate viimase Uhise esivanema (most recent common ancestor, MRCA) vanust
pdlvkondades. Selleks kasutasin Human Genome Dating veebilehekilje todriista GEVA

geenivariantide vanuse genealoogiliseks hindamiseks (Human Genome Dating, 2021).
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2.3. Tulemused

2.3.1. CYP2C19 deletsioonide katkekohad

WGS andmetest leitud CYP2C19 geeni deletsiooniga indiviidide andmete pdhjal visuaalselt
tuvastatud ja deletsioonide unikaalsete 25-mer-idega kinnitatud deletsioonide katkekohad on
valja toodud joonisel 6. Sellelt jooniselt (joonis 6. A ja B) on néha, et pika deletsiooni
katkekohtades esineb 6-nukleotiidne mikrohomoloogia jarjestusega GGTTTC. Lugesin pika
deletsiooni alguspunktiks C nukleotiidi, mis paikneb vahetult enne deletsiooni positsioonis
(GRCh37) 10: 96 497 330. LOpp-punktiks lugesin korduvale 6-nukleotiidsele jarjestusele
jargnevat T nukleotiidi positsioonis (GRCh37) 10: 96 559 116. See teeb pika deletsiooni
pikkuseks 61 787 bp ehk 61,7 kbp. GRCh38 referents genoomi jargselt asub pikk deletsioon
koordinaatidel 10: 94 737 573 — 94 799 3509.

Lugesin lihikese deletsiooni alguspunktiks G nukleotiidi (joonis 6. C ja D), mis paikneb
vahetult enne deletsiooni positsioonis (GRCh37) 10: 96 533 900. L&pp-punktiks lugesin
korduvale 2 nukleotiidse GG jarjestusele jargnevat G nukleotiidi positsioonis (GRCh37) 10: 96
542 738. See teeb luhikese deletsiooni pikkuseks 8837 bp ehk 8,8 kbp. GRCh38 referents
genoomi jargselt asub lihike deletsioon koordinaatidel 10: 94 774 143 — 94 782 981.
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96533871 96533881 96533891 96533981 96533911 96533921 96533931 96542691 96542701 96542711 96542721 96542731 96542741 96542751 96
.»'«GTCCCCACCCGACACAGAAGCCCAGAT@:TTG\CCTCTC»‘«GTTTAGTTGTGTACTTGTTTGTAGTTG GGAACATCACACACTGGEECCTGTCAAGGGGTGEAGGECT TGEGGACECATAACATTAAGAGAAATACCTAAT

Joonis 6. Pika (A ja B) ja luhikese (C ja D) deletsiooni katkekohtade leidmine visuaalselt lugemite ara
langemise jargi ja vBrrelduna referents genoomi jarjestusega (GRCh37). Joonisel tahistab punkt (.) Ghe
lugemi kindlas positsioonis olevat nukleotiidi, mis on sama, mis referents genoomis peaahelal selles
samas positsioonis olev nukleotiid. Koma (,) tahistab pd6rdahelal olevat nukleotiidi, mis on sama, mis
referents genoomi pdordahelal olev nukleotiid selles positsioonis. Suurte tadhtedega (A, T, G, C) on
téhistatud lugemil leitud referents genoomi peaahela nukleotiidist erinev nukleotiid ning vaikeste
tdhtedega (a, t, g, ¢) on tahistatud referents genoomi podrdahela nukleotiidist erinev nukleotiid.
Allajoonitud lugemi alad paigutuvad referents genoomi kohaselt ka mujale genoomi piirkonda.. A.
Visuaalselt leitud tGendoline deletsiooni alguse katkekoht on mérgitud punase vertikaalse joonega. B.
Visuaalselt leitud tGenéoline deletsiooni 16pu katkekoht on méargitud punase vertikaalse joonega. Pika
deletsiooni katkekohtades tuvastatud mikrohomoloogia, 6 bp pikkune jérjestus GGTTTC, on punase
kriipsuga alla joonitud (A ja B). C. Visuaalselt leitud t6endoline deletsiooni alguse katkekoht on
margitud punase vertikaalse joonega. D. Visuaalselt leitud tdendoline deletsiooni 18pu katkekoht on
margitud punase vertikaalse joonega. Lihikese deletsiooni katkekohtades tuvastatud korduv 2 bp
pikkune jérjestus GG, on punase kriipsuga alla joonitud (C ja D).
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Pikk deletsioon algab enne CYP2C19 geeni esimest eksonit ja 16ppeb intronis 5, mis tdhendab,
et selle deletsiooniga on kadunud eksonid 1 — 5. Luhike deletsioon algab CYP2C19 geeni
intronis 1 ja 1dppeb intronis 5, mis tdhendab, et selle deletsiooniga on kadunud eksonid 2 — 5.

Deletsioonide paiknemine CYP2C19 geenil on illustreeritud joonisel 7.

CYP2C19

—ston ll—kkson 2?-—iiekson 3'—'pkson 4}—+akson Hmﬁ}—gkm Hem 8——13kson 9I—

Pikk deletsioon

—| ________________________ oo — e — e —

4@ ————————————————— —pkson Gf—fekson Hkson 8%9kson 9 I—

Joonis 7. Illustratsioon CYP2C19 geenist, margitud eksonitega. Pikk deletsioon algab enne geeni
esimest eksonit ning 16ppeb viiendas intronis. Lihike deletsioon algab esimeses eksonis ja 16ppeb

viiendas intronis. Deletsioonide katkekohad on mérgitud punase vertikaalse joonega.

2.3.2. Leitud CYP2C19 deletsioonide katseline valideerimine

WGS (n= 2244), GSA (n = 30 100) ja Omni (n = 5929) andmete pdhjal oli mulle teada kdigi
leitud CYP2C19 deletsioonide ennustatud algus- ja I6ppkoordinaadid. Jaotasin indiviidid
gruppidesse vastavalt nendele koordinaatidele, eeldades, et samasse gruppi kuuluvatel
indiviididel esineb sama deletsioon. Hilisematest GSA (n = 104 920) andmetest leitud
deletsiooniga indiviidid grupeerisin eelmiste andmetega kokku ning votsin igast grupist

vahemalt kolm indiviidi katseliseks deletsiooni valideerimiseks.

Katseliselt kontrollisin kokku 147 indiviidi, sealhulgas kontrollisin kdiki indiviide, kelle
maéaratud geeni koopiaarv oli 0. Iga indiviidi kohta tegin mdlema deletsiooni kontrollimise
puhul kaks eraldi PCR reaktsiooni ning need on geelipiltidel vastavalt mérgitud wt —
metsiktulpi alleeli kinnitamiseks ja mut — deletsiooniga alleeli kinnitamiseks (joonis 8 ja 9).

Joonistel on indiviidid margitud vastavalt koodidega ID_nr.
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Pika deletsiooni kontrollimiseks tehtud PCR katsete tulemuste nditena on joonisel 8 valja
toodud 11 indiviidi PCR tulemused. Metsiktiitpi alleeli kinnitav PCR produkti suurus on 445
bp ja pika deletsiooni alleeli kinnitav PCR produkt on suurusega 1263 bp. Jooniselt 8 on néha,
et indiviidil ID_1 kinnitus ainult metsiktidipi alleel, indiviididel ID2, ID_3,1D_4,1D _6jalD _7
Kinnitus ainult pika deletsiooniga alleel ning indiviididel ID_5, ID_8, ID_9, ID_10 ja ID_11

kinnitusid mélemad alleelid.

ID1 ID2 ID3 | ID4 |IDS5S IDé6 ID7 |IDS8 |IDY9 |ID 10 |ID 11
M | wt mut |wt mut| wt mut| wt mut| wt mut| wt mut | wt mut |wt mut | wt mut | wt mut (wt mut |Neg| M
1. (2. 3. (4. 5.|6. 7.|8. 9.|10. 11./12. 13.|14. 15.{16. 17.{18. 19.| 20. 21.| 22. 23.| 24. |25.

1263 bp

445bp

Joonis 8. Geelipilt pika deletsiooni kinnitamiseks tehtud PCR tulemustest. Indiviidid on tahistatud
koodidega ID_1 — ID_11. lga indiviidi kohta tegin kaks PCR reaktsiooni metsiktulpi ja pika
deletsiooniga alleelide olemasolu kinnitamiseks, mérgitud joonisel geeliradade lleval vastavalt wt ja
mut. Metsiktudpi alleeli olemasolu kinnitab PCR produkt suurusega 445 bp ning pika deletsiooni alleeli

olemasolu kinnitab PCR produkt suurusega 1263 bp, mdlemad vélja toodud joonise servas punasega.

Lihikese deletsiooni kinnitamiseks tehtud PCR katsete tulemuste nditena on joonisel 9 vélja
toodud 12 indiviidi PCR tulemused. Metsiktldpi alleeli kinnitav PCR produkt on suurusega
1105 bp ning lihikest deletsiooni kinnitav PCR produkt on suurusega 1533 bp. Jooniselt 9 on
naha, et indiviididel ID_11, ID_12, ID 13, ID_14, ID_15, ID_16, ID_17 ja ID_18 kinnitus
ainult metsiktulpi alleel, indiviididel ID_19 ja ID_20 kinnitus ainult liihikese deletsiooniga

alleel ning indiviididel ID_21 ja ID_22 Kkinnitusid m6lemad alleelid.
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ID 11 (ID 12 |ID 13 [ID 14 (ID 15 |[ID 16| ID 17 |ID 18 |ID 19 |ID 20 [ID 21 | ID 22
M | wt mut| wt mut|wt mut |\wt mut (wt mut (wt mut (wt mut |wt mut | wt mut |wt mut | wt mut | wt mut | I
1. | 2icudilidiSe il i8S 1010 12::33. 34, 15.|16. 17.|18. 19.(20. 21.|22. 23.|24. 25.|2

- ‘ s [ pe— = 1533 bp
‘--i---ﬁhi- - . 81105 bp

= |
|
|

Joonis 9. Geelipilt lihikese deletsiooni kinnitamiseks tehtud PCR tulemustest. Indiviidid on tahistatud
koodidega ID_11 — ID_22. Iga indiviidi kohta tegin kaks PCR reaktsiooni metsiktiipi ja lihikese
deletsiooniga alleelide olemasolu kinnitamiseks, mérgitud joonisel geeliradade Uleval vastavalt wt ja
mut. Metsiktldpi alleeli olemasolu kinnitab PCR produkt suurusega 1105 bp ning lihikese deletsiooni
alleeli olemasolu kinnitab PCR produkt suurusega 1533 bp, mélemad vélja toodud joonise servas

punasega.

PCR praimerid on disainitud nii, et lihikese deletsiooni tuvastamiseks kasutatud praimerite
seondumiskohad jéid pika deletsiooni ala sisse. Seega kui indiviidil esines ainult pikk
deletsioon, ei olnud geelil nédha lihikese deletsiooni praimeritega testimisel metsiktipi ega
deletsiooni alleeli vooti. Kui indiviidil esines ainult luhike deletsioon, oli geelil nédha pika
deletsiooni praimeritega testimisel metsiktlupi alleeli vooti. Kui indiviidil esinesid mélemad
deletsioonid, oli pika deletsiooni praimeritega testimisel nédha nii metsikttdipi kui ka deletsiooni
alleeli vooti ning luhikese deletsiooni praimeritega testimisel oli ndha ainult deletsiooni alleeli

vOOti.

Katseliselt kontrollitud 147 indiviidi puhul leidsin kokku 45, kellel minu uuritavad deletsioonid
ei kinnitunud, neist 15 olid duplikatsioonidega (cn = 3) ning tlejaédnud 30 olid heterostigootsed
deletsiooni kandjad (cn = 1). Koigi mittekinnitunud indiviidide puhul oli geelilt ndha ainult
metsiktulpi alleeli olemasolu kinnitav PCR produkt. 102 indiviidist, kellel deletsioon kinnitus,
olid 88 koopiaarvuga cn = 1 ehk heterostigoodid ja 14 koopiaarvuga cn = 0 ehk homosiigoodid
vOi mdlema deletsiooni kandjad. 88 heterostigoodist olid 71 pika deletsiooni ja 17 luhikese
deletsiooni kandjad. Ulejaanud 14 indiviidist kinnitus Uheteistkiimnel pika deletsiooni
homostigootsus ning kolmel kinnitusid mélemad deletsioonid.

Nagu eelnevalt mainitud, siis grupeerisin indiviidid nende deletsioonide ennustatud algus- ja
I6ppkoordinaatide pdhjal erinevatesse gruppidesse. Samasse gruppi kuulunud indiviidide
deletsioonide genotiibid kinnitusid koigil samadena. Kindlast grupist voetud Kkatseliselt

valideeritud indiviididel Kinnitunud genotiiibid madrasin k&igi antud gruppi kuulunud
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indiviidide genotudibiks. Duplikatsiooniga indiviidid jatsin edasisest andmeanalidsist vélja.
Koigi gruppide peale kokku leidsin 35 deletsiooniga indiviidi, kellel minu uuritavad
deletsioonid ei kinnitunud ning 2254 indiviidi, kellel kinnitus. Neist 2254 indiviidist olid 2163
pika deletsiooni heterosiigoodid, 77 liihikese deletsiooni heterosiigoodid, 11 pika deletsiooni
homostigoodid ning kolmel indiviidil kinnitusid mdlemad deletsioonid ehk siis neil esineb pikk
deletsioon dhel alleelil ning luhike deletsioon teisel. Oluline on silmas pidada, et osasid
indiviide, keda analttsiti WGS ja Omni platvormidega, analtiGisiti uuesti hiljem ka GSA
Kiibiga, seega t6in Kkinnitunud deletsioonide genotiiibid valja tabelis 7 kdigi kasutatud
platvormide kohta eraldi. Erinevate platvormidega samade indiviidide analttsimisel saadud

tulemused langesid omavahel taielikult kokku.

Tabel 7. Katseliselt valideeritud deletsioonide genotiilibid tlekantuna kdigi indiviidide genotiibi
andmetele. Eraldi on vélja toodud erinevate andmekogude indiviidide arv, kellel esineb kindel genotdip.
GSA 1 on esimesena anallisitud GSA platvormi andmekogu (n = 30 100) ja GSA 2 on hiljem
analutsitud GSA platvormi andmekogu (n = 104 920).

Valideeritud deletsiooni genottitp WGS GSA 1 Omni GSA 2
(n=2244) | (n=30100) | (Nn=5929) | (n=104920)
Pika deletsiooni heterostigoot 35 443 108 1577
Lihikese deletsiooni heterostligoot 2 10 4 61
Pika deletsiooni homosligoot - 1 - 10
Mdlema deletsiooniga - 1 2 -
Ei kinnitunud - 4 2 29
Deletsiooniga indiviide kokku 37 (1,6%) 459 (1,5%) | 116 (1,9%) | 1677 (1,6%)

2.3.3. Leitud CYP2C19 deletsioonide esinemissagedused Eesti populatsioonis

Kuna andmehulkade vaheliselt esineb korduvaid indiviide, siis arvutan deletsiooniga
indiviidide esinemissagedused eri platvormide andmehulkade kohta eraldi. WGS andmetest (n
= 2244) leitud CYP2C19 geeni deletsiooniga indiviidide (n = 37) esinemissagedus Eesti
populatsioonis on 1,65%. Omni kiibi andmetest (n = 5929) leitud CYP2C19 geeni deletsiooniga
indiviidide (n = 116) esinemissagedus Eesti populatsioonis on 1,96%. GSA kiibi andmetest (n
= 30 100) leitud CYP2C19 geeni deletsiooniga indiviidide (n = 459) esinemissagedus Eesti
populatsioonis on 1,52%. Hilisematest lisa GSA kiibi andmetest (n = 104 920) leitud CYP2C19
geeni deletsiooniga indiviidide (n = 1677) esinemissagedus Eesti populatsioonis on 1,6%. Kdigi

andmekogude peale kokku on deletsiooniga indiviidide esinemissageduste keskmine 1,68%.
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Genotulupide ja alleelisageduste arvutamisel jatsin véalja WGS ja Omni platvormidega saadud
andmed, et mitte tle hinnata deletsiooni kandjate esinemist Eesti populatsioonis. Kokku
analudsiti GSA kiibiga 135 020 indiviidi, kelle seast 2020-l esines pikk deletsioon
heterostigootsel kujul. Lihikese deletsiooni heterosiigootsus esines 71 indiviidil, pika
deletsiooni homosuigootsus esines 11 indiviidil ning m&lema deletsiooni kandjaid oli ainult 1.
Deletsiooniga indiviidide esinemissagedused Eesti populatsioonis on vélja toodud tabelis 8.

Eelnevate andmete pohjal saan 6elda, et pika deletsiooni alleelisagedus on 0,756% ja liihikese

deletsiooni alleelisagedus on 0,026% Eesti populatsioonis.

Tabel 8. Deletsiooniga indiviidide esinemissagedused Eesti populatsioonis (n = 135 020).

CYP2C19 deletsiooni genotttp Kandjate esinemissagedus populatsioonis
Pika deletsiooni heterostigoot 1,49%
Llhikese deletsiooni heterosligoot 0,052%
Pika deletsiooni homosligoot 0,008%
Mdlema deletsiooni suhtes heterostigoot 0,0007%

2.3.4. CYP2C19 diplotulipide mé&ramine WGS andmetest leitud deletsiooniga indiviididel

WGS SNV andmeid kasutades méérasin CYP2C19 geeni deletsiooniga indiviidide diplottdpe,
kasutades selleks teadaolevaid star-alleelidega seostatud SNP-e. Minu tuvastatud ja katseliselt
kontrollitud deletsioonid langevad star-alleeli CYP2C19*37 alla, kuna mélema deletsiooni
puhul on tegemist osalise CYP2C19 geeni deletsiooniga, mis on star-alleeli *37 definitsioon.
Seega iga t60s uuritud deletsiooniga indiviidi ks haplotiiipidest on star-alleel *37. Teise
haplotiiibi maaramiseks vaatasin, mis star-alleelide SNP-id esinesid igal deletsiooniga
indiviidil, ning leidsin, et pika deletsiooniga indiviididel (n = 35) esines kokku kolm erinevat
diplotiupi (*1/*37, *2/*37 ja *17/*37) ning lihikese deletsiooniga indiviididel (n = 2) esines
kummalgi erinev diplotttp (*1/*37 ja *2/*37). Kui palju indiviide omas kindlat diplotttpi on

toodud valja tabelis 9.
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Tabel 9. CYP2C19 deletsiooniga indiviidide diplotiiiibid vastavalt star-alleelide nomenklatuurile.
Esimeses tulbas on vilja toodud kdik madratud diplotiibid. Teises ja kolmandas tulbas on vastavalt

arvud, mitmel indiviidil leiti kindlat diplotudipi.

Deletsiooni Pika deletsiooniga | Luhikese deletsiooniga
haplotttbid | indiviidide arv indiviidide arv

*1/*37 24 1

*2/*37 4 1

*17/*37 7 0

2.3.5. Deletsioonidega potentsiaalselt aheldunud SNP-id

Tuvastasin 10. kromosoomist CYP2C19 geeni pika ja llihikese deletsiooniga potentsiaalselt
aheldunud SNP-e WGS andmetest. Kuna WGS andmetest leitud deletsioonide kandjad on kdik
deletsioonide suhtes heterosligoodid, siis esineb leitud aheldunud SNP-e kogu WGS
andmekogu peale ainult heterostigootselt deletsiooniga indiviididel, misjuures deletsioonita
indiviididel neid SNP-i ei leidunud.

Pika deletsiooniga potentsiaalselt aheldunud SNP-e leidsin kokku kolm, mis esinesid ainult
kdigil pika deletsiooniga indiviididel (n = 35) heterostigootselt. Nendest kandidaat SNP-idest
ks asus eespool ning kaks tagapool pika deletsiooni ala. Esimesel leitud SNP-il puudub rs
number, see leiti positsioonist (GRCh37) 10: 96 151 859 ning see asub umbes 345,5 kbp
eespool pika deletsiooni alguspunktist. See SNP on A nukleotiidi asendus G nukleotiidiga ning
genoomis paikneb see geeni TBC1 domeeni perekonna 12 liikme transkriptsioonifaktori
seondumispiirkonnas. Teisena leitud SNP on rs190738878, see asub positsioonis (GRCh37)
10: 96 635 159, mis on umbes 76 kbp tagapool pika deletsiooni 16pp-punktist. Tegemist on T
nukleotiidi asendusega C nukleotiidi poolt ning genoomis paikneb see mittekodeerival alal.
Kolmandal leitud SNP-I puudub rs number ning see asub positsioonis (GRCh37) 10: 96 659
041, mis on umbes 99,9 kbp tagapool pika deletsiooni I6pp-punktist. Antud juhul on C

nukleotiid asendunud T nukleotiidiga ning genoomis paikneb see mittekodeerivas alas.

WGS andmetes esineb ainult kaks indiviidi, kellel on CYP2C19 geeni lihike deletsioon, seega
nende pohjal leitud 19 potentsiaalselt lihikese deletsiooniga aheldunud SNP-i ei pruugi koik
sobida genotliibi andmetest deletsiooniga indiviidide maaramiseks. Koaik lihikese
deletsiooniga aheldunud kandidaat SNP-id on toodud valja tabelis 10, misjuures ainult kahel

neist on olemas rs number, tlejdédnud nimetasin jarjest SNP1, SNP2 ja nii edasi.
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Tabel 10. Liuhikese deletsiooniga potentsiaalselt aheldunud SNP-id, nende positsioonid (Pos.) 10.
kromosoomil (GRCh37), referents (Ref nt) ja alternatiivne nukleotiid (Alt nt.), kaugus lihikese
deletsiooni alguspunktist ettepoole vdi deletsiooni I16pp-punktist tahapoole ning paiknemine genoomis.
CTCF on CCCTC-seondumise faktor (tsink sérme valk).

SNP-i nimi Pos. Ref | Alt | Kaugus lihikesest Paiknemine genoomis
(rsnumber) | (GRCh37) | nt. | nt. deletsioonist (bp)
SNP1 90 375 792 G | C 6,15 Mbp eespool Mittekodeerivas alas
SNP2 91 313677 G | A 5,22 Mbp eespool SLC16A12 geeni intronis
SNP3 94 656 711 C | A 1,87 Mbp eespool EXOCS6 geeni intronis
SNP4 95 952 352 G | C 581,5 kbp eespool PLCEZ1 geeni intronis
rs182908376 | 96 099 729 G | A 434,1 kbp eespool NOC3L geeni intronis
SNP5 96 125 854 G | A 408 kbp eespool Mittekodeerivas alas
SNP6 96480758 | A | G 53,1 kbp eespool CYP2C18 geeni intronis
SNP7 96 621 007 A | C 78,2 kbp tagapool Mittekodeerivas alas
SNP8 96708600 | A | G 165,8 kbp tagapool CYP2C9 intronis
SNP9 96 877 496 G C 334,7 kbp tagapool Mittekodeerivas alas
SNP10 96 880 972 C | T 338,2 kbp tagapool Mittekodeerivas alas
SNP11 96883248 | A | C 340,5 kbp tagapool Mittekodeerivas alas
SNP12 97 128 384 G| C 585,6 kbp tagapool SORBS1 geeni intronis
SNP13 97 192 446 C | T 649,7 kbp tagapool SORBS1 geeni intronis
SNP14 97 292 067 C| T 749,3 kbp tagapool SORBS1 geeni intronis
SNP15 97 360 141 G| C 817,4 kbp tagapool CTCF seondumispiirkonnas
rs144543830 | 97 442 435 C | T 899,6 kbp tagapool TCTN3 geeni eksonis 12
SNP16 97482730 | A | G 939,9 kbp tagapool ENTPD1 geeni intronis
SNP17 97 833 359 G T 1,29 Mbp tagapool ENTPD1 geeni intronis

Lihikese deletsiooni vBimalike aheldunud SNP-ide esimene leitud rs numbriga kandidaat SNP
oli nimetusega rs182908376, mis on NOC3L geeni intronis asuv variant ja see paikneb 434,1
kbp eespool luhikese deletsiooni alguspunktist. Teiseks rs numbriga kandidaat SNP-ks oli
rs144543830, mis on TCTN3 geeni stinonilimne variant ja see paikneb 899,6 kbp lihikese
deletsiooni 16pp-punktist tagapool. Nende kahe leitud SNP-i kohta tegin otsingu NCBI SNP-
(dbSNP, 2021) ning nende SNP-ide
esinemissagedused olid samade andmekogude kohta erinevad. Naiteks leidus TOPMed
geenivariatsiooni andmetes (n = 264 690) rs182908376 SNP-i 114 indiviidil, kuid samast
andmekogust leidus rs144543830 SNP-i 130 indiviidil. Leitud aheldunud kandidaat SNP-ide

pohiselt on pika deletsiooni haplotiibi ulatus vahemalt 0,5 Mbp ning lihikese deletsiooni

ide andmebaasist leidsin, et raporteeritud

haplotidbi ulatus vahemalt 7,4 Mbp.
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Ma kasutasin neid potentsiaalselt CYP2C19 geeni deletsioonidega aheldunud SNP-e
deletsioonide kandjate viimase Uhise esivanema vanuse leidmiseks, Human Genome Dating
veebilehekiilge kasutades. Pika deletsiooniga aheldunud SNP-i (rs190738878) kandjate
viimase Uhise esivanema vanus on vahemikus 105 — 185 pdlvkonda ning kui votta
generatsiooniajaks 29 aastat, teeb see vanuseks ligikaudu 3000 — 5300 aastat. Luhikese
deletsiooniga potentsiaalselt aheldunud SNP-i rs144543830 kohta vastet ei leidnud. SNP-i
rs182908376 kandjate viimase Uhise esivanema vanus on vahemikus 76 — 641 pdlvkonda ehk
umbes 2100 — 18 592 aastat.
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2.4. Arutelu

Kéesoleva t60 esimeseks eesmargiks oli mdadrata CYP2C19 geeni deletsioonide
esinemissagedused Eesti populatsioonis TU EGV andmete pdhjal. Selle jaoks pidin esmalt
madrama ja valideerima CYP2C19 geeni deletsioonide katkekohad ning seejarel leidma

valimist ja katseliselt kinnitama CYP2C19 geeni deletsioonide kandjad.

Toos kasutasin TU EGV geenidoonorite andmeid, mis olid saadud jargmise pdlvkonna
sekveneerimise tehnoloogiaga (WGS) ning kahte erinevat mikrokiipi (Omni ja GSA)
kasutades. WGS andmetest (n = 2244) leitud 37 deletsiooniga indiviidide sekveneeritud
genoomijérjestusi  kasutasin tuvastamaks deletsioonide katkekohti, et madrata nende
deletsioonide algus- ja I8pp-punkte ning deletsioonide ulatust. Visuaalse vaatluse tulemusena
leidsin pika deletsiooni katkekohtade vahetust l4dhedusest mikrohomoloogia (jérjestus
GGTTTC), mis vdib olla selle deletsiooni (heks tekkepdhjuseks. Tuvastatud
mikrohomoloogiat arvesse vottes koostasin deletsioonide Uleminekujérjestuste pdhised 25-
mer-id, et kindlaks méérata deletsioonide tapsed katkekohad. Loodud pika deletsiooni 25-mer
oli. CAGATTATAGGGTTTCTGCTGAGAG ja luhikese deletsiooni 25-mer oli
AAGCCCAGATGGGATAACATTAAGA. Too kaigus leidis Kinnitust, et loodud 25-mer-id
on Oiged deletsiooni tleminekujarjestused ning neid on vimalik edaspidi kasutada t66s leitud

deletsioonide kandjate otsimiseks teistest andmestikest.

Selgus, et WGS-i abil sekveneeritud indiviidide hulgas esines kaks erinevat CYP2C19 geeni
deletsiooni, mida t60s nimetasin pikaks ja luhikeseks deletsiooniks. Pika deletsiooni kandjatel
on deleteerunud referents genoomi GRCh37 piirkond 10: 96 497 330 — 96 559 116 ja luhikese
deletsiooni kandjatel 10: 96 533 900 — 96 542 738, mis teeb deletsioonide pikkuseks vastavalt
61,7 kbp ja 8,8 kbp. Oluline on vanema ja uuema referents genoomi versioonide (vastavalt
GRCh37 ja GRCh38) kasutamisel silmas pidada, et kui GRCh37 kohaselt asub CYP2C19 geen
kromosoomil 10 koordinaatidel 96 447 911 — 96 613 017, mis teeb geeni pikkuseks ligikaudu
165 Kkbp, siis GRCh38 kohaselt asub CYP2C19 geen koordinaatidel 10: 94 762 681 — 94 855
547, mis teeb geeni pikkuseks ligikaudu 92 kbp. Geeni pikkuse erinevus tuleneb sellest, et
vanemas versioonis on CYP2C19 geenil ligikaudu 48 kbp tlekattuvus CYP2C18 geeniga, mis
on uksteisest eraldatud uuemas referents genoomi versioonis; seega CYP2C19 uurimisel on
0igem kasutada referentsina GRCh38-t. Kahjuks enda t66s pidin kasutama mdélemat versiooni,
mis tulenes sellest, kumma referents genoomi pdhiselt andmeid, millele mulle ligipdés anti,

eelnevalt analtiiisitud oli. GRCh38 referents genoomi kohaselt asub pikk deletsioon
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koordinaatidel 10: 94 737 573 — 94 799 359 ning luhike deletsioon koordinaatidel 10: 94 774
143 — 94 782 981.

Tervasmaki jt. (2014) artiklis radgitakse CYP2C19 geeni deletsioonist positsioonis 10: 96 497
324 — 96 559 110 (GRCh37), mida leiti kokku 48 indiviidil heterosligootselt pdhja-soomlaste
populatsioonis (n = 1339). Nende koordinaatide pdhjal arvasin, et nende leitud deletsioon on
sama, mis minu poolt kinnitatud pikk deletsioon. Kirjeldatud deletsiooni Gleminekujérjestus
(joonis 10) langeb tdepoolest kokku minu poolt leitud pika deletsiooni Gleminekujérjestusega
(CAGATTATAGGGTTTCTGCTGAGAG), kuid deletsioonide algus- ja |8pp-punktid on

erinevad piirkonnas esineva mikrohomoloogia tdttu.

Chr10: 96,497,324 | Chr10: 96,559,110

reTaAaGT TTCAG AT TATA GIG G T re 71 6T GAG AG AG GCAC T GT T
EL 85 0 E 10 ] m
L L L L I L

Joonis 10. Tervasmaki jt. leitud CYP2C19 geeni deletsiooni tleminekujérjestus. Deletsiooni katkekoht
on margitud punase vertikaalse joonega. Pika deletsiooni katkekohtadest leitud mikrohomoloogia

jarjestus on esiletdstetud rohelisega. (Kohandatud, Tervasmaki jt., 2014)

Santos jt. (2018) kirjeldavad samuti soomlaste populatsioonis (n = 463) leitud uusi CYP2C19
geeni deletsioonide. Minu poolt leitud pika deletsiooni koordinaatidele kdige lahedasem on
nende leitud deletsioon positsioonis 10: 94 737 568 — 94 799 352 (GRCh38). Selle deletsiooni
uleminekujérjestus (joonis 11) langeb kokku minu leitud pika deletsiooni Glemineku-
jarjestusega, kuid deletsioonide algus- ja I6pp-punktid on meil jalle madratud erinevalt.
Tegemist on kindlasti sama CYP2C19 deletsiooniga ehk minu poolt Kinnitatud pika
deletsiooniga ning edaspidise segaduse valtimiseks on oluline kokku leppida ametlikud
deletsiooni koordinaadid. Santos jt. poolt leitud deletsiooni esines neljal indiviidil
heterosugootselt. Artiklis raporteeritud alleelisagedus soomlaste populatsioonis (n = 463) oli
MAF = 0,43%.

50



> 9
& o2
A &
A A
s o
g CYP2C19 N
2 |
o 1 23 45 e

| |
gattatagggtttcagga... 62.8kb ..tggcttgtatggtitctg

GATTATAGGGITTCTG

Joonis 11. Genoomse referents jarjestuse (GRCh38) ja CYP2C19 geeni deletsiooni lineaarne esitus.
Pika deletsiooni katkekohtadest leitud mikrohomoloogia jarjestus on alla joonitud punasega.
(Kohandatud, Santos jt., 2014).

Minu poolt leitud lihikese deletsiooni koordinaatidele kdige l&hedasem on Santos jt. artikli
autorite poolt leitud deletsioon positsioonis 10: 94 775 058 — 94 781 997 (GRCh38), kuid antud
andmete kohaselt ei saa kindlalt 6elda, et tegu on sama deletsiooniga (Santos jt., 2018).
Kummagi deletsiooni puhul pole CYP2C19 ekson 1 deleteerunud, seega PharmVar
andmebaasis vélja toodud lause, et iga CYP2C19 geeni deletsiooni puhul on puudu vahemalt

ekson 1 (PharmVar: Structural..., 2019), on tegelikult vale.

Omni (n =5929) ja GSA (n = 135 020) mikrokiipide genotupiseerimise andmetest leiti kokku
2252 CYP2C19 deletsiooniga indiviidi. Kuna mikrokiipide marker SNP-id ei kata kogu
genoomi Uhtlaselt ning kuna kiibil puuduvad SNP-id, mis oleksid leitud deletsioonide algus- ja
I16pp-punktide vahetust lahedusest, olid sel viisil leitud deletsioonide ulatused ebatdpsed ning
kohati mé&aras PennCNV tarkvara the pikema CNV hoopis kaheks lihemaks CNV-ks.
Mikrokiibilt deletsiooni tapse ulatuse tuvastamiseks on tiheks vdimaluseks luua ja lisada kiibile
deletsiooni spetsiifiline jarjestus (naiteks t66s loodud 25-mer-id), mis deletsiooni olemasolul
annaks signaali, deletsiooni puudumisel aga mitte. Teostasin ka deletsiooni spetsiifiliste 25
aluspaari jdrjestuste ning vastavate referents jarjestuste otsingu kogu genoomist referents
genoomi GRCh37 pohiselt Perli skriptiga. Neid jarjestusi ei leidnud mujal genoomis, mis

tahendab, et need jarjestused on unikaalsed ja sobivad kiibilt deletsiooni tuvastamiseks.
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Jaotasin  leitud deletsioonidega indiviidid nende CNV-de ennustatud algus- ja
I6ppkoordinaatide pohjal gruppidesse. Eeldasin, et samade ennustatud CNV koordinaatidega
indiviididel esineb sama deletsioon ning votsin igast grupist vahemalt kolm indiviidi katseliseks
deletsiooni valideerimiseks. Kui grupp koosnes kolmest voi vahemast indiviidist, siis votsin
kdik. Gruppidesse jaotamine ja ainult osade indiviidide katseline valideerimine igast grupist oli
vajalik, kuna deletsiooniga indiviide oli liiga palju, et kdiki katseliselt valideerida. Selleks, et
100% kindlusega 0elda, et igale indiviidile madaratud deletsiooni genotudp on korrektne, tuleks
kdiki indiviide katseliselt kontrollida, mis aga pole ressursside ja ajakulu tttu mdistlik. Minu
t06 suuremaks eesmargiks oli teha CYP2C19 geeni uuritud deletsioonide tuvastamine tulevikus

lihtsamaks.

Deletsioonide katkekohtade positsioonidest lahtuvalt disainisin alleelispetsiifilised PCR
praimerid, et katseliselt valideerida deletsioonide olemasolu. Praimerite disainimisel pidasin
silmas ka tekkivate PCR produktide pikkuseid, mis pidid olema tksteisest piisavalt erinevad,
et nende jargi hiljem geelipildilt metsiktiupi ja deletsiooniga alleelide kinnitamine oleks
visuaalselt teostatav. Luhikese deletsiooni valideerimiseks disainitud kéigi kolme praimeri
seondumiskohad jadvad pika deletsiooni ala sisse. Seega pika deletsiooni homosugootidel ei
ole geelipildil ndha llihikese deletsiooni praimeritega saadavaid PCR produkte. Kui indiviidil
esinesid molemad deletsioonid, oli pika deletsiooni praimeritega testimisel n&dha nii metsikttdpi
kui ka deletsiooni alleeli vooti ning luhikese deletsiooni praimeritega testimisel oli ndha ainult

deletsiooni alleeli vooti. Seda oli oluline meeles pidada indiviidide genotiitpide kinnitamisel.

Katseliselt kontrollisin kdigi kasutatud platvormide (WGS, Omni ja GSA) gruppide peale 147
indiviidi jarjestusi, sealhulgas kontrollisin kdiki indiviide, kelle puhul ma&&ratud geeni
koopiaarv oli 0. Indiviidide seas, kellel kumbki minu uuritud deletsioon ei kinnitunud, oli 15
indiviidi duplikatsioonidega (cn = 3) ning Ulejadnud 30 olid heterostigootsed deletsiooni
kandjad (cn = 1). Kdigi mittekinnitunud indiviidide puhul oli geelilt ndha ainult metsiktudpi
alleeli olemasolu kinnitav PCR produkt (joonis 8). Deletsiooniga indiviidide puhul, kellel
kumbki uuritav deletsioonidest ei kinnitunud, jaid nende ennustatud deletsioonide koordinaadid
taielikult voi osaliselt minu t60s uuritud deletsioonide piirkondadest vélja. Nende indiviidide
puhul v6ib tegu olla mingi teise CYP2C19 geeni deletsiooniga. 102-st indiviidist, kellel
deletsioon Kkinnitus, olid 71 pika deletsiooni heterosiigoodid, 17 luhikese deletsiooni
hetereostigoodid, 11 pika deletsiooni homostigoodid ja 3 olid m&lemad deletsiooni kandjad.
Samasse gruppi kuulunud indiviidide deletsioonide genotiitibid kinnitusid kdigil samadena,

seega maarasin ka samasse gruppi kuulunud Katseliselt mitte kontrollitud indiviidide
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genotiiibiks sama, mis sain PCR-iga valideerimise tulemustest. Uhegi indiviidi puhul ei jaanud

nende genotulip madramata.

Peale katseliselt valideeritud CYP2C19 geeni deletsioonide genotulpide lle kandmist kogu
valimile, jatsin edasisest andmeanaliiisist duplikatsioonidega indiviidid valja. Terve valimi (n
= 143 193) peale kokku leidus 35 indiviidi, kellel minu uuritavad deletsioonid ei kinnitunud
ning 2254 (1,57%), kellel kinnitus. Kokku leidus 2163 indiviidi pika deletsiooni
heterosiligootsete kandjatena, 77 indiviidi lthikese deletsiooni heterosuigootsete kandjatena, 11
indiviidi, kes olid pika deletsiooni suhtes homosugoodid ning 3 indiviidi, kellel esineb pikk
deletsioon uhel alleelil ning liihike deletsioon teisel. Osasid indiviide, keda anluisiti WGS ja
Omni platvormidega, analtiusiti hiljem uuesti ka GSA kiibiga. Kdikide kasutatud paltvormide
peale kokku esineb deletsiooniga indiviide tegelikkuses seega vahem kui 2254. Indiviidide
uuesti analuiisimine GSA kiibiga oli vajalik, et kogu TU EGV andmestik oleks analiiiisitud
sama kiibiplatvormiga ja markerite arvuga ning seega lihtsamini omavahel vorreldav. Erinevate
platvormidega samade indiviidide analttsimisel saadud tulemused langesid omavahel taielikult
kokku. CYP2C19 deletsioonide katselise valideerimise kokkuvotteks voib Oelda, et Kiibi
andmetest leitud deletsioonide algus- ja I6ppkoordinaatide jargi on vdimalik usaldusvaarselt

kinnitada uuritud deletsioonide olemasolu kontrollitud gruppide p&hjal.

Olles leidnud ja katseliselt kinnitanud CYP2C19 geeni deletsioonide kandjad TU EGV valimis,
sain arvutada esinemissagedusi. Kuna kohati analiitsiti samu indiviide erinevate platvormidega
mitmekordselt, arvutasin deletsiooniga indiviidide esinemissagedused eri platvormide
andmehulkade kohta eraldi (tabel 7). Siinkohal pean kdige 6igemaks l&dhtuda alleelisageduste
vordlemisel ainult GSA kiibi andmete pdhiselt saadud numbritest, kuna see oli kdige suurem
andmehulk, mida ma kasutasin. GSA kiibiga analtisiti kokku 135 020 indiviidi, kelle hulgast
leiti 2020 pika deletsiooni heterostigooti, 71 luhikese deletsiooni heterosiigooti, 11 pika
deletsiooni homosigooti ja 1 mdlema deletsiooni kandja. Nii Tervasmaki jt., kui ka Santos jt.
leidsid soomlaste populatsioonist ainult pika deletsiooni heterosligoote, seega saan eestlaste ja
soomlaste populatsioonide vaheliselt vdrrelda ainult pika deletsiooni esinemissagedusi. Pika
deletsiooni heterosuigootide esinemissagedus Eesti populatsioonis on 1,49% ning pika
deletsiooni alleelisagedus on MAF = 0,756%. Santos jt. raporteerisid pika deletsiooni
alleelisageduseks MAF = 0,43% (4/463), mis teeb deletsiooniga indiviidide esinemis-
sageduseks 0,86%. Tervasméki jt. artiklis toodud andmete p&hjal on nende leitud pika
deletsiooni kandjate esinemissageduseks 3,58%, mis teeb alleelisageduseks MAF = 1,79%

(48/2678). Santos jt. uurisid soomlaste populatsiooni Uldisemalt ja nad pole valja toonud
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uuritud indiviidide geograafilist parinemist. Tervasmaki jt. tdid vélja, et uuritud indiviidid on
Pdhja-Soomest ning et kbik uuritud indiviidid olid naised, kuna nad uurisid rinnavéhiga
patsiente. IImselgelt on nendes kahes artiklis leitud pika deletsiooni alleelisagedused vaga
erinevad, mis tdstatab kusimuse, kas Tervasmaki jt. valimi puhul on tegemist kallutatud
andmetega, kuna valimisse on kaasatud l&hisugulased v8i on muud moodi tegu mittejuhusliku
valimiga. V6imalik on ka, et antud deletsiooni esineb p&hja-soomlastes rohkem kui mujal
Soomes ja Eestis ning tegu on geograafilise isedrasusega. VOi et antud deletsiooni esineb
rohkem naiste seas, kuna Tervasmaki jt. uurisid ainult naisi ja teise kahe valimi puhul on mehi
ka kaasatud, mis deletsiooni esinemissagedust sel juhul lahjendaks. Igal juhul on vérreldud
soomlaste valimid oluliselt vaiksemad kui TU EGV valim ning selgema pildi saamiseks peaks

rohkemate soomlaste andmeid anallilisima.

T60 teiseks eesmargiks oli méarata WGS andmetest leitud CYP2C19 geeni deletsiooni kandjate
diplotliupe. Selleks kasutasin PharmVar ja LOVD andmebaasides olevaid CYP2C19 geeni star-
alleelide pohiseid SNP-e. Jargneva anallusi puhul jatsin vélja SNP-id, mille esinemissagedus
oli eurooplaste populatsioonis 0 ning SNP-id, mille seotus kindla star-alleeliga polnud 18plikult
tdendatud. Koigil WGS andmete pdhjal leitud CYP2C19 deletsiooniga indiviididel on Uks
alleelidest star-alleel *37, mis téhistab osalist 2C19 geeni deletsiooni. Pika deletsiooni
alguspunkt on umbes 30 kbp eespool CYP2C19 geeni algusest, mis tdéhendab, et deleteerunud
on ka geeni ees paiknevad regulatoorsed elemendid ning valguprodukti sellelt alleelilt ei
toodeta. Luhikese deletsiooni alguspunkt asub CYP2C19 geeni esimeses intronis, mis tdéhendab,
et valguprodukti sellelt alleelilt vdidakse toota, kuid funktsionaalne valk see ei ole. Mitte
deleteerunud alleeli haplotuibi maaramiseks vaatasin, mis nukleotiid asus igal deletsiooniga
indiviidil kindlas star-alleeli SNP positsioonis. WGS andmetest leitud deletsiooniga
indiviididel esines kokku kolm erinevat diplotttpi, milleks olid *1/*37, *2/*37 ja *17/*37
(tabel 9). Madratud diplotiipide pdhjal saan hinnata neid kandvate indiviidide eeldatavat
ensutmi funktsionaalsust. Diplotlibiga *1/*37 indiviididel esineb deleteernunud geenialleeli
kdrval Uks normaalse funktsionaalsusega geeni alleel (*1). Diplotlubiga *2/*37 indiviidide
puhul esineb deleteerunud alleeli kdrval ks alanenud enstimi aktiivsusega valguprodukti
kodeeriv alleel (*2). Diplotulibiga *17/*37 indiviididel esineb deletsiooniga alleeli kdrval tiks
suurenenud ensiitimi aktiivsusega valguprodukti kodeeriv alleel (*17). Kui indiviid on selle
geeni suhtes heterostigoot, omades tiht null alleeli ning Giht normaalse funktsionaalsusega alleeli
(CYP2C19*1/*37), siis selle indiviidi summaarne valgu aktiivsus on arvatavasti madalam kui
homostigootselt normaalse funktsionaalsusega alleeli kandjal (CYP2C19*1/*1). *2 null alleel

toodab valguprodukti, millel on madalam katalGttiline aktiivsus kui metsiktupi valkudel,
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seega diplotiiibiga CYP2C19*2/*37 indiviididel on 2C19 enstumi aktiivsus védga madal. Kui
aga indiviid omab null alleeli kdrval suurenenud funktsionaalsusega alleeli (CYP2C19*17/*37)
vOiks arvata, et summaarselt on indiviidil normaalne enstiimi aktiivsus. Rudberg jt. (2008)
leidsid, et kui indiviidil on ks CYP2C19 null alleel (nagu nditeks *37) ja teine suurenenud
funktsionaalsusega alleel (*17), siis summaarselt valgu aktiivsus on sarnane metsiktidpi
indiviidi valgu aktiivsusele vG@i isegi natukene madalam. Véhenenud enstimi aktiivsus
tdhendab, et indiviididel on védhenenud vime lagundada 2C19 enstiimi substraatideks olevaid
ravimeid (nagu nditeks mefendtoiin ja omeprasool). Kiibi andmete pohjal leitud pika
deletsiooni homosiigootidel ja m&élema deletsiooni kandjatel puudub 2C19 enstumi aktiivsus
taielikult.

Referents alleeli (*1) mééaratakse indiviidile genotipiseerimisel sGltuvalt sellest, millised SNV-
d mikrokiibil on ehk milliseid geenivariante analiiusitakse ja sellest tulenevalt ka vélistatakse,
sest geenivariante, mida ei testita, ei saa ka maarata. Naiteks *1 indiviidil v8ib siiski esineda
geenivariante, mis muudaks tema star-alleeli maaratlust (diplotutpi), kuid mida ei testitud
kindlat mikrokiip platvormi kasutades. Samuti on vdimalik, et mingi SNV ja star-alleeli vahelisi
seoseid ei ole veel leitud, seega keegi ei teagi testida neid SNV-sid suurema populatsiooni
genotlpiseerimisel. Teisisonu, kui indiviidile on kiibiga genotlpiseerimisel maaratud *1
haplotidp, ei véalista see vBimalust, et tal voib tegelikult esineda mdni teine, seni tuvastamata
vOi antud platvormiga testimata star-alleel, mis pdhjustab metsiktubist erinevat fenotulpi.
Tdendosus, et *1 ehk referents alleeli vaikimisi m&&ramine kiibi andmete pohjal on korrektne,

suureneb, mida rohkem erinevaid teadaolevaid geenivariatsioone tletldse testitakse.

Paljusid ravimeid, mida lagundab P450 2C19, vdivad ka teised P450 enstiimid lagundada, mis
tostatab kusimuse, kui organism 2C19 enstumi ei tooda vOi kui tegemist on keskmise voi
aeglase metaboliseerija fenotulbiga, kas siis tegelikult teised P450 enstiimid on vGimelised
asendama puudulikku 2C19 Katalutilist véimekust. Teoreetiliselt suudavad teised CYP2C
alamperekonna enstiimid lagundada samu ravimeid kui 2C19, kuid siinkohal on erinevate
CYP2C ensuimide efektiivsused erinevad (Niwa ja Yamazaki, 2012). Seega uks CYP2C
alamperekonna liige vdib teist asendada, kuid kindla ravimi lagundamise Kiirus on neil erinev,
kuna neil on Uldiselt erinevad peamised substraadid ning seetdttu on CYP2C19 defektse
alleeliga indiviididel ikkagi véiksem ravimi lagundamise vdimekus kui on metsiktidpi
indiviidil. See vdib aktiivravimite puhul pdhjustada ravimi kuhjumist kehas ja soovimatuid
korvaltoimeid ning eelravimite puhul vdib ravimi aktiivse metaboliidi hulk kehas olla

mittepiisav, et saavutada soovitud terapeutilist vastust.
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T66 kolmandaks eesmargiks oli leida CYP2C19 geeni deletsioonidega potentsiaalselt
aheldunud SNP-e WGS andmete pdhjal, mida saaks edaspidi kasutada deletsiooniga indiviidide
genotupiseerimiseks GSA mikrokiip platvormi kasutades ning ka deletsiooniga indiviidide
leidmiseks teiste populatsioonide genotulibi andmestikest. Pika deletsiooniga potentsiaalselt
aheldunud SNP-e leidsin kokku kolm ja ainult tihel neist oli rs number olemas (rs190738878),
mida sain kasutada jargnevate otsingute tegemiseks. Lihikese deletsiooniga potentsiaalselt
aheldunud kandidaat SNP-e leidsin kokku 19, kuid kuna valimis oli ainult 2 indiviidi, on suur
tdendosus, et osa nendest leitud SNP-idest on neil kahel indiviidil juhuslikult samad ning pole
tegelikkuses aheldunud CYP2C19 lihikese deletsiooniga. Leitud 19 kandidaat SNP-i seas oli
ainult kahel rs number olemas (rs182908376 ja rs144543830), mida sain kasutada jargnevate
otsingute tegemiseks. Leitud potentsiaalselt aheldunud SNP-ide pdhjal jareldasin pika
deletsiooni haplotiubi ulatuseks vahemalt 0,5 Mbp ja lihikese deletsiooni haplotlubi ulatuseks
vahemalt 7,4 Mbp.

Tegin leitud lihikese deletsiooni kandidaat méargend-SNP-ide (tag SNP) kohta, millel oli rs
number olemas, otsingu NCBI SNP andmebaasist ning leidsin, et nende SNP-ide raporteeritud
esinemissagedused sama andmekogu kohta olid erinevad. Kui mdlemad SNP-id oleksid
CYP2C19 geeni lihikese deletsiooniga aheldunud, tdhendaks see, et nad on ka omavahel
aheldunud. See omakorda vdiks tdhendada, et neid mdlemaid SNP-e esineb samadel
indiviididel Uhes wuuritud valimis, mistdttu vOiks eeldada, et aheldunud SNP-ide
esinemissagedus selles valimis on sama. Kuid kuna nende kahe SNP-i (rs182908376 ja
rs144543830) raporteeritud sagedused sama valimi hulgas olid erinevad, siis v0ib 0elda, et tiks
vOi mblemad neist SNP-idest ei ole tegelikult aheldunud liihikese deletsiooniga ja seega ei saa
neid reaalselt kasutada lihikese deletsiooni usaldusvédérseks genotlibi mé&aramiseks Kkiibi
andmete pdhjal. See seab ka kahtluse alla kindlasti need kandidaat SNP-id, mis asuvad veel
kaugemal deletsiooni alast, kuna eeldan lookuste aheldatuse tasakaalutuse (linkage
disequilibrium, LD) teooria kohaselt, et deletsioonile lahemal asuvad SNP-id on suurema
tdendosusega deletsiooniga aheldunud. Nagu eelpool mainitud, oli liihikese deletsiooniga
aheldunud margend-SNP-ide leidmiseks valimis ainult 2 indiviidi, kuid korrektsete lihikese
deletsiooni spetsiifiliste mérgend-SNP-ide leidmiseks on vaja rohkemate indiviidide andmeid
ja seega leitud 19 SNP-i seast pole kindlasti k6ik tegelikult lihikese deletsiooniga aheldunud.
Seega ka luhikese deletsiooni haplottiubi ulatus pole ilmselt 7,4 Mbp, vaid vahem.

Leitud aheldunud kandidaat SNP-e kasutasin tuvastamaks deletsioonide kandjate viimase thise

esivanema vanust poélvkondades. Pika deletsiooniga potentsiaalselt aheldunud SNP-i
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(rs190738878) kandjate viimase Uhise esivanema vanus on vahemikus 105 — 185 pdlvkonda
(3000 — 5300 aastat). Kuna see deletsioon on véheesinev ja leitud kindlalt seni ainult Soome ja
Eesti populatsioonidest, on tdendoline, et selle SNP-i suhteliselt noor vanus voib olla ka
deletsiooni vanuseks, mis vOiks tdhendada seda, et see SNP on deletsiooniga samal ajal
genoomis tekkinud ja on sobilik pika deletsiooni méargend-SNP-ina. Lihikese deletsiooniga
potentsiaalselt aheldunud SNP-i (rs182908376) kandjate viimase hise esivanema vanus oli
ennustatud vahemikku 76 — 641 pdlvkonda (2100 — 18 592 aastat). Selle pohjal voib 6elda, et
antud SNP pole sobilik lihikese deletsiooni méargend-SNP-iks.

Uhtegi CYP2C19 deletsioonidega aheldunud kandidaat SNP-i ei esinenud toos kasutatud GSA
kiibi SNP-ide hulgas, mistottu ei saa neid SNP-e kasutada eelnevalt analtiusitud GSA andmete
hulgast deletsiooniga indiviidide kinnitamiseks. VVdib arvata, et kuna t66s uuritud deletsioonide
esinemissagedused on véga madalad, on nendega aheldunud SNP-ide esinemissagedused sama
madalad ning kuna enamikul leitud SNP-idel puudus rs number, ei ole neid SNP-e tdenéoliselt
eelnevalt analtdsitud teistes genottiibi andmestikes. Enamus mikrokiibi tootjatest vdimaldavad
tellija soovide kohaselt lisada SNP-e enda toodetavatele mikrokiipidele, mille puhul oleks

voimalik leitud sobilikke méargend-SNP-e kasutada deletsioonide tuvastamiseks edaspidi.

Deletsioonidega aheldunud SNP-e, millel on rs number olemas, saab kasutada erinevate
populatsioonide genotiilibi andmestikest deletsiooniga indiviidide leidmiseks, juhul kui on
eelnevalt kindlaks tehtud, et kindel SNP on tdepoolest deletsiooniga aheldunud, ning et need
SNP-id on populatsioonide genotlibi andmetes olemas. Pika deletsiooniga potentsiaalselt
aheldunud SNP-i rs190738878 vdiks néiteks kasutada sellisteks otsinguteks, kuid tuleb silmas
pidada, et ei ole vdimalik vahet teha deletsiooniga haplotiiibi ja tema vahetu eellashaplotiubi
vahel. Seega vOib andmestikest leida eellashaplotiitibiga indiviide, kellel esineb uuritav SNP,
kuid deletsiooni neil ei esine. Antud t60s leitud ltihikese deletsiooniga potentsiaalselt aheldunud
SNP-ide suhtes vdib delda, et hetkel ei sobi Ukski neist teistest populatsioonidest deletsioonide
tuvastamiseks, kuna puudub piisavalt andmeid aheldatuse téendamiseks. Seetbttu oleks kdige
kindlam viis t66s leitud CYP2C19 geeni deletsioonide tuvastamiseks nende deletsioonide
unikaalsete 25-meride kasutamine, kas siis Kiibile lisatuna, et méarata deletsiooni olemasolu,

vOi olemasolevatest sekveneerimisandmetest otsingute tegemiseks.
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KOKKUVOTE

P450 2C19 valku leidub endoplasmaatilises retiikulumis ning see on kliiniliselt oluline enstiiim,
mis lagundab paljusid erinevaid ravimeid, sealhulgas krambivastast ravimit mefenttoiini,
haavandivastaseid ravimeid nagu omeprasool, teatud antidepressante (estsitalopraam) ja
malaariavastast ravimit proguaniil (Blaisdell jt., 2002). P450 2C19 valku kodeeriva geeni
CYP2C19 deletsioonide puhul antud enstiimi funktsionaalsus indiviidil puudub (PM), kui tal
on mdlemad geeni alleelid deletsiooniga, v8i esineb indiviidil vdhenenud enstimi aktiivsus
(IM) kui tal on ainult ks deletsiooniga alleel. Aeglase (PM) ja keskmise (IM) metaboliseerija
fenotulbiga indiviidide puhul on ravimi organismist elimineerimise Kkiirus vahenenud ning
ravimi kontsentratsioon veres on suurenenud, mis vib kaasa tuua soovimatuid korvaltoimeid.
Eelravimite puhul on PM ja IM fenotlibiga indiviididel organismis vdhem ravimi aktiivset
metaboliiti, mis vdib pdhjustada ravi ebadnnestumist. Oluline on lihtsalt ja kindlalt suuta

maéadrata selliseid valgu funktsionaalsust mdjutavaid geneetilisi polimorfisme.

Antud to06l oli kolm eesmarki:

1. Méarata CYP2C19 geeni deletsioonide esinemissagedused Eesti populatsioonis;

2. Madrata WGS andmete pohjal CYP2C19 deletsiooni kandjate diplottbid,;

3. Leida CYP2C19 geeni deletsioonidega aheldunud SNP-id.
Too esimese eesmargi pdhiselt uurisin CYP2C19 geeni deletsioone TU EGV geenidoonorite
andmete pdhjal, et leida Eesti populatsioonis leiduvaid CYP2C19 geeni deletsioone, ning et
médrata nende deletsioonide esinemissagedused. WGS sekveneerimisandmete ning Omni ja
GSA kiibi andmete (n = 143 193) analiitsimisel selgus, et CYP2C19 geeni deletsioonidega
indiviidide esinemissagedus Eesti populatsioonis on ligikaudu 1,68%. Seejuures GSA Kiibi
andmete (n = 135 020) pdhiselt on pika deletsiooni alleeli esinemise sagedus MAF = 0,756%
jalihikese deletsiooni alleeli esinemise sagedus on MAF = 0,026%. TG0 teise eesmargi pohiselt
madrasin WGS andmete pohjal CYP2C19 deletsiooniga indiviidide diplotuibid. WGS
andmetes (n = 2244) leidus 37 indiviidil (1,6%) 2C19 geeni deletsioon ning nende indiviidide
hulgas esineb ainult kolm erinevat star-alleelide pdhist diplotulpi, milleks on CYP2C19*1/*37,
CYP2C19*2/*37 ja CYP2C19*17/*37. T06 kolmanda eesmargi pohiselt otsisin WGS andmete
pdhjal CYP2C19 deletsioonidega potentsiaalselt aheldunud SNP-e. Leidsin pika deletsiooni
kohta 3 ja liihikese deletsiooni kohta 19 véimalikku deletsiooniga aheldunud SNP-i.

58



Tulevikus kiiremaks ja usaldusvéarsemaks CYP2C19 pika ja lihikese deletsiooni maaramiseks
GSA Kkiibilt pakuti vélja kaks peamist lahendust. Esiteks on vdimalik GSA kiibile lisada
deletsioonidega aheldunud SNP-e, mille esinemist indiviididel saab seejarel kontrollida. Sel
juhul peab t66s leitud potentsiaalseid aheldunud SNP-e eelnevalt tdiendavalt uurima, et taiesti
kindlalt saaks Oelda, et need SNP-id on téepoolest aheldunud t66s uuritud deletsioonidega.
Tuleb meeles pidada, et ei ole vdimalik vahet teha deletsiooniga haplotibi ja tema vahetu
eellashaplotiiiibi vahel. Néiteks madratakse eellashaplotiiiibiga indiviid Kiibi pealt tuvastatud
méargend-SNP-i pohjal deletsiooni kandjaks, kuid tegelikult sel indiviidil pole CYP2C19
deletsiooni. Seda probleemi ei esineks nditeks kui leitud deletsiooniga aheldunud SNP tekkis
deletsiooniga samaaegselt genoomi, mispuhul poleks eellashaplotiiibiga indiviidil seda SNP-i.
Deletsioonide ja leitud potentsiaalsete aheldunud SNP-ide vaheliste kindlate seoste

valjaselgitamine vajab edasist uurimist.

Teiseks voimaluseks on lisada GSA kiibile deletsioonide spetsiifilised jarjestused (naiteks t60s
loodud 25-meri-id) ning vastavad referents genoomi pohised jarjestused. Kui kiibil oleva
oligonukleotiidsondi kiilge seondub sellega komplementaarset jarjestust omav DNA fragment,
vOimaldab see poltimeraasil pikendada sondi kiiljes olevat jérjestust iihe margistatud nukleotiidi
vOrra. Seondunud margistatud nukleotiid véimaldab sondi oligonukleotiidjarjestuse pealt
tuvastada laseriga ergastamise jargselt signaali. Kui indiviidil esineb genoomis deletsiooni
spetsiifilist jarjestust ja/vdi vastavat referents jarjestust, on seda véimalik kindlaks teha kiibilt
saadud signaalide pdhjal. Néiteks tuvastatakse mdlema jarjestuse pealt signaali, kui tegemist

on deletsiooni suhtes heterostigootse indiviidiga.

T60s saadud tulemuste pdhjal voib jareldada, et kiibi andmetest leitud CYP2C19 deletsioonide
algus- ja ldppkoordinaatide jargi on voimalik usaldusvéérselt kinnitada uuritud deletsioonide
olemasolu vastavalt antud t66s kontrollitud gruppide pdhjal. Kuid edaspidiseks deletsioonide
madramiseks uutes indiviidides on soovitatav analliisiks kasutatavale kiibile lisada deletsiooni
pohiseid jarjestusi voi méargend-SNP-e kui nende seotus deletsiooniga on piisavalt tdendatud.
Kiibilt saadava signaali pdhiselt deletsiooni maaramine on palju kiirem ja efektiivsem kui
hilisem indiviidide gruppidesse jaotamine ennustatud CNV-de koordinaatide pd&hjal, mis

tahendaks vaiksemat todmahtu tulevikus nende deletsioonide méaaramisel.
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SUMMARY

Cytochrome P450 2C19 deletions in the Estonian population
Kadri Maal

Cytochrome P450s are one of the major enzymes in humans involved in drug degradation.
Individuals with genetic polymorphisms in the cytochrome P450 genes are at risk of adverse
drug reactions or therapeutic failure at standard drug doses (Meyer, 2004). The goal of
personalised medicine is to find an individualised prevention or treatment plan for each person
by analysing their genetic data in combination with the environment, health behaviour and

health data of the person (Personaalmeditsiin, 2019).

Cytochrome P450 2C is one of the most important subfamilies of P450s, because its enzymes
(CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19) degrade more than 20% of all therapeutic drugs
(Rendic, 2002). P450 2C19 protein is found in the endoplasmic reticulum and it is a clinically
important enzyme that degrades many different drugs, including the anticonvulsant drug
mephenytoin, antiulcer drugs such as omeprazole, certain antidepressants (escitalopram), and
the antimalarial drug proguanil (Blaisdell et al., 2002). If an individual has deletions on both of
their CYP2C19 alleles, they do not produce functional P450 2C19 protein at all and are thus
deemed as a poor metaboliser (PM) for the drugs that are metabolised by P450 2C19.
Individuals who have a deletion on only one of their CYP2C19 alleles have reduced P450 2C19
enzyme activity and are deemed as intermediate metabolisers (IM). Individuals with the PM
and IM phenotypes have a lower rate of elimination and higher plasma drug levels for drugs
metabolised by P450 2C19, which can lead to adverse drug reactions. In the case of prodrugs,
individuals with the PM and IM phenotypes produce fewer active drug metabolites, which can
lead to potential loss of drug efficacy and therapeutic failure. It is important to be able to easily
and reliably identify such genetic polymorphisms that affect drug metabolising enzyme

functionality.

The aim of this study was to find and experimentally confirm deletions of the CYP2C19 gene
based on the data from the University of Tartu’s Estonian Biobank to determine the frequencies
of these deletions in the Estonian population. Based on WGS data | found two CYP2C19
deletions in the Estonian population and based on the length of those deletions, | named them
“long CYP2C19 deletion” and “short CYP2C19 deletion”. The analysis of WGS data, Omni
and GSA microarray data (n = 143 193) revealed that the frequency of individuals with the
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CYP2C19 gene deletion in the Estonian population is approximately 1,68%. Based on the GSA
microarray data (n = 135 020) the allele frequency of the long deletion is MAF = 0,756% and
the allele frequency of the short deletion is MAF = 0,026%.

Based on WGS data (n = 2244) | determined diplotypes of individuals with these deletions.
There were 37 individuals (1,6%) with a partial CYP2C19 gene deletion (CYP2C19*37) in that
dataset with three different diplotype combinations based on PharmVar star allele database
nomenclature.  Those diplotypes were CYP2C19*1/*37, CYP2C19*2/*37 and
CYP2C19*17/*37. The CYP2C19*1 represents a wild-type allele with normal P450 2C19
enzymatic activity, individuals with the CYP2C19*2 and CYP2C19*37 variant have markedly
decreased enzyme activity, whereas individuals with the CYP2C19*17 variant have increased
enzymatic activity. From the WGS data | was also able to find SNPs that are potentially in
linkage disequilibrium (LD) with the deletions | found previously, which could be used as tag
SNPs for the deletions. For the long deletion | found 3 potential tag SNPs and for the short
deletion | found 19 potential tag SNPs. Further investigation is needed to determine whether

these SNPs can actually be used as tag SNPs for these deletions.

| propose two solutions for a faster and more reliable detection of CYP2C19 deletions using the
GSA microarray in the future. The first possible solution is adding deletion tag SNPs to the
GSA microarray for detecting deletion based alleles in individuals. In this case the potential tag
SNPs found in this work need to be further investigated in order to be able to say with absolute
certainty that these SNPs are indeed linked to the deletions investigated in this study. Another
problem with using tag SNPs is that based on just the SNP it is not possible to distinguish
between the deletion haplotype and its immediate ancestral haplotype. For example, an
individual with the precursor haplotype would be designated as a deletion carrier based on the
tag SNP detected from the array, but in fact that individual does not have a CYP2C19 deletion.
This problem of distinguishing between the deletion haplotype and the precursor haplotype
would not occur if the tag SNP originated in the genome at the same time as the deletion, which

would mean that the precursor haplotype would not have this specific SNP.

The second possible solution could be to add deletion allele-specific oligos and corresponding
reference sequence-based oligos to the GSA microarray. For the deletion-specific oligos it
would be possible to use the 25-mer sequences used in this work. In this case it would be
possible to determine if an individual has a specific deletion or not based on the signals you get

from the specific oligos on the array beads. For example, a signal is detected from both the
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deletion allele-specific oligo and the wild type allele-specific oligo if an individual is
heterozygous for the deletion. This method is very deletion-specific and would not need any
further analysis to determine the specific long and short deletion genotypes for any given

individual.

Considering all the findings, | believe that the CNV start and end positions called with
PennCNV software from the GSA microarray data are sufficient to determine if an individual
has the CYP2C19 long or short deletion when compared to the experimentally controlled groups
in this study. However, for future detection of the long and short deletions using the GSA array,

I would recommend adding the deletion allele-specific oligos to the microarray.
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TANUSONAD

Soovin tdnada enda juhendajaid Lili Milanit ja Tarmo Puuranda nende poolse abi, toetuse ja

tagasiside eest. Samuti soovin tdnada Liis Karo-Astoveri abi ja p6hjaliku tagasiside eest.
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