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INFOLEHT

Korge olulisusega ravimi korvaltoimeid pohjustavate farmakogeneetiliste
seoste replikatsioon Eesti Geenivaramu andmetel

Lithikokkuvate: Ravimid mdjuvad inimestele erinevalt. Uheks varieeruvuse p&hjustajaks on
geneetilised variatsioonid, mille tuvastamisega tegeleb farmakogeneetika.
Farmakogeneetika on alus personaalmeditsiinile, mille eesmargiks on tagada igale indiviidile
ohtu ja efektiivne ravi.

Kliiniliselt olulised farmakogeneetilised seosed, mis pdhjustavad ravimite kdrvaltoimeid, on
koondatud PharmGKB andmebaasi, mille pdhjal koostati kdesolevas t66s Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu geenidoonorite andmetel assotsiatsioonianallilisid tuvastamaks varasemalt
raporteeritud seoste replitseeritavus populatsiooniandmetel. Anallilisides tuvastati seitse
seost, millest Ukski polnud statistiliselt oluline, seega seoste replitseeritavust ei saa
kinnitada.

Marksonad: farmakogeneetika, ravimi kdérvaltoimed, assotsiatsioonianaliiis
CERCS: B110 bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika

Replication of highly significant pharmacogenetical interactions causing
adverse drug reactions based on Estonian Genome Center

Abstract: Individuals respond differently to drug therapy. One factor affecting drug response
is genetic variation, which is studied by pharmacogenetics. Pharmacogenetics is the
backbone of personalized medicine, that strives to achieve safe and effective treament to
every individual.

Clinically important pharmacogenetical interactions causing adverse drug reactions, are
gathered to PharmGKB database. Association analysis based on Tartu Univesity Estonian
Genome Center’s gene donor’s data was run based on the constructed dataset from studies
reported in PharmGKB database. The aim of this study was to replicate these interactions
with drugs and adverse drug reactions in Estonian gene donor’s cohort. Based on the results
of this study, replication of clinically important interactions from PharmGKB database in
Estonian gene donor’s cohort cannot be confirmed, because all identified associations were
statistically non-significant.

Keywords: pharmacogenetics, adverse drug reactions, association analysis
CERCS: B110 bioinformatics, medical informatics, biomathematics, biometrics
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SISSEJUHATUS

Ravimite m6ju on populatsioonis vaga varieeruv. Sama ravim, mis Uhele indiviidile sobib,
vOib teisele pdhjustada tosiseid korvaltoimeid. Varieeruvust mojutavad mitmed faktorid,
nende hulgas ka geneetilised variatsioonid. Ravimvastuse seoseid geneetikaga uurib
farmakogeneetika valdkond. Farmakogeneetika on personaalmeditsiini alustala, mille

peamiseks eesmargiks on vGimaldada igale indiviidile ohutu ja efektiivne ravi.

Ravimvastust mojutavad geneetilised variatsioonid paiknevad peamiselt ravimeid
metaboliseerivaid ensliime, ravimi transportereid vo6i ravimi sihtmarke kodeerivates
geenides, aga ka teistes genoomi piirkondades. Tuvastamaks ravimvastust modjutavaid

geneetilisi markereid, kasutatakse farmakogeneetilisi assotsiatsioonianaliitse.

Analllside tulemusel tuvastatud Kkliiniliselt oluliste ravimite ja genotilpide seosed
koondatakse PharmGKB andmebaasi, mis sisaldab praeguseks sadu seoseid geneetiliste
markerite ning ravimite efektiivsuse, metabolismi, doseerimise, toksilisuse ja kdrvaltoimete

kohta.

Kdesolevas t606s koostatati PharmGKB andmebaasi pdhjal kliiniliselt oluliste geneetiliste
markerite ning ravimite korvaltoimete seostest andmestik. Referentsandmestiku seoste
pdhjal teostatati assotsiatsioonianaliilisid Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonorite

andmetel, tuvastamaks seoste olemasolu vGi puudumise tuginedes populatsiooniandmetele.

Kaesoleva magistritodé eesmargiks oli PharmGKB andmebaasi 1A ja 1B kindluse maaraga
ravimi  toksilisuse vOi koOrvaltoimetega seotud ravim-genotiilip assotsiatsioonide
replitseerimine geenidoonorite kohordis kasutades elektroonistes terviseandmetes

olemasolevaid andmeid.



1. KIRIANDUSE ULEVAADE

1.1 Farmakogeneetika

Personaalmeditsiini idee sai alguse juba 19.sajandi I6pus kui Kanada arst Sir William Osler
tdheldas suurt varieeruvust indiviidide vahel. Ta andis moista, et meditsiin on darmiselt
loominguline teadusharu, milles Ghele probleemile voi kiisimusele ei ole alati Ghte kindlat

lahendust (Issa, 2007).

Sellest ajast on idee edasi arenenud ning moiste on saanud tdpsema vormi ja sisu.
Personaalmeditsiin on geenitehnoloogial pdhinev ldhenemine, mis véimaldab perekondliku
ja kliinilise informatsiooni ning geneetika vaheliste seoste abil individualiseerida patsiendi

ennetuslikku voi terapeutilist raviplaani (Issa, 2007).

Personaalmeditsiini vajalikkus tuleneb ravimite erinevast mdojust — modnel indiviidil t66tab
ravim hasti, saavutades vajaliku ravimvastuse, kuid teisel ei ole anna ravim oodatavat
tulemit ning vGib pdhjustada hoopis soovimatuid kdrvaltoimeid. Seetdttu tulebki indiviidide
geneetilist varieeruvust arvesse votta juba esmase raviplaani koostamisel (Schork, 2015).
Arstid ja teadlased kill teadvustavad probleemi, kuid ravimvastuse varieeruvust
pbdhjustavate faktorite valjaselgitamine ei ole lihtne, kuna varieeruvust pdhjustavad sageli

vaga komplekssed tunnused (Ma ja Lu, 2011).

Kui ajalooliselt on ravimite valjatéotamisel lahtutud peamiselt kdikidele sobiva ravimi (one-
size-fits-all)  printsiibist, eeldab personaalmeditsiin vastupidist. Personaalmeditsiini
eesmargiks on leida igale indiviidile sobiv ravim ja mdarata dige ravimi annus, mille kasu on
maksimaalne ning potentsiaalne kahju on minimaalne. Ravimi kasulikkust ja kahjulikkust
saab hinnata ravimvastuse abil. Ravimvastus kujuneb kahest komponendist, ravimi
efektiivsusest ning ravimi ohutusest. Efektiivne ravi véljendub haiguse taandumise voi
kontrolli alla saamisena ning ebaefektiivsel ravil on vdhene véi olematu mdju paranemisele.
Ohutu ravimvastus ei tekita ravimi manustamisel patsiendile lisanduvaid komplikatsioone
kérvaltoimete nidol. Adrmuslikel juhtudel v&ib ravimi kasutamine I8ppeda letaalselt (Nelson

jt., 2016).

Individuaalse ravimvastuse varieeruvust ei mdisteta taielikult (Senn, 2004) ja varieeruvuse
pohjustajaks voib olla erinevad faktorid, mis jagunevad geneetilisteks, keskkondlikeks ning

fusioloogilisteks mojuriteks (Tabel 1) (Ma ja Lu, 2011).



Tabel 1. Ravimvastuse varieeruvust pdhjustavad faktorid (aluseks Ma ja Lu, 2011).

Majurid

Ravimefekt

Geneetilised

Terapeutilised sihtmargid

Ravimi efektiivsus (farmakodiinaamika)

Ravimeid metaboliseerivad enstiimid

Ravimi metabolism (farmakokineetika)

Ravimi transporterid

Ravimi transport organismis

(farmakokineetika)

Korvanahtudega seotud sihtmargid Ravimi toksilisus (farmakodiinaamika ja

farmakokineetika)

Kaudsete efektidega seotud Ravimi efektiivsus, farmakokineetika,

ravimi toksilisus

Keskkondlikud

Kemikaalid, koos manustatavad ravimid, | Ravimi efektiivsus, farmakokineetika,

suitsetamine, alkoholi tarbimine, ravimi toksilisus

dieedi eriparad

Fiisioloogilised

Vanus, sugu, tervislik seisund, Ravimi efektiivsus, farmakokineetika,

rasedus, sportlikkus ravimi toksilisus

Farmakogeneetika keskendub geneetiliste analiiliside pdhjal erinevate geneetiliste mdjurite
vdljaselgitamisele ning nende rakendamisele kliinilises praktikas. Hinnanguliselt mdjutavad
geneetilised faktorid 20 — 95% individuaalsest ravimvastuse varieeruvusest, séltuvalt ravimi

klassist (Kalow jt., 1998).

Farmakogeneetika on arenenud kasikdes geneetilise anallilisi joulise arenguga. Kuigi mdiste
vOeti kasutusele juba 1960ndate I16pus (Vogel, 1959), on vaga kiire areng toimunud viimaste

kiimnendite jooksul genotipiseerimise ja sekveneerimise abil. Andemete hulga

suurenemisega on valja kujunenud uus valdkondlik mdiste — farmakogenoomika. Kui

farmakogeneetika keskendub eelkdige (he geeni pohisele variatsioonile, siis

farmakogenoomika tuvastab ravimvastuse mdju kasutades terve genoomi andmeid (Ma ja

Lu, 2011).



1.1.1 Geneetilised variatsioonid

Farmakogeneetilised variatsioonid (Joonis 1) vdivad modjutada ravimvastust labi
farmakokineetika voi farmakodiinaamika. Farmakokineetika kirjeldab ravimi teekonda labi
organismi alates imendumisest kuni organismist valjutamiseni. Farmakodiinaamika kasitleb

ravimi moju organismile (Ross jt., 2012).

Geneetilised variatsioonid

Farmakokineetika Farmakodiinaamika
Imendumine Retseptorid
A
\ \4
Jaotus loonkanalid
A
\ \4
Metabolism Enstimid
A
\ \4
Eritus Immuunsiisteem
Ravimvastus P o Suurenenud
puudub/puudulik | v g ravimvastus
Normaalne ¢
ravimvastus eLiiga aeglane metabolism
eLiiga kiire metabolism eRavimi metaboliidi kuhjumine
eStandarddoos ei oma efekti standarddoosi korral
eSuurem risk korvaltoimetele

Joonis 1. Farmakogeneetilised variatsioonid (aluseks Ahmed jt., 2016)

Ravimvastuse varieeruvuse spektri moodustavad tdielikult puuduv, osaliselt puudulik,
normaalne voi suurenenud ravimvastus. Puuduva véi puuduliku ravimvastuse korral ei oma
standardannus soovitud efekti. Selle pdhjuseks véib olla ravimit metaboliseerivate

ensdldmide liigne aktiivsus ja kiirenenud metabolism. Suurenenud ravimvastuse pdhjustab



seevastu standardannuse korral metaboliidi kuhjumine normaalsest aeglasema metabolismi

tottu. See omakorda loob suurema riski kdrvaltoimete tekkele (Wilkinson, 2005).

Lisaks on ravimvastuse kujunemisel ravimi sihtmarkvalke kodeerivate geenide
polimorfismidel otsene modju sihtmarkvalgu aktiivsusele ja/vGi ravimi ning sihtmargi
omavahelisele interaktsioonile. Poliimorfismi(de) paiknemine geeni kodeerivas alas voib
otseselt muuta sihtmarkvalgu aktiivsust voi struktuuri, variatsioon(id) geeni regulatoorses

osas mojutavad siinteesitava valgu kogust (Ma ja Lu, 2011).

Peale sihtmarkide ja toimeaineid metaboliseerivate enslilimide mdjutavad organismi vastust
ravimile ka vastavate toimeainete transportvalgud. Membraani transportvalkude funktsioon
on mikro- ja makromolekulide transport nii rakku sisse kui ka valja, mis mdjutab raviainete
imendumist, nende levikut organismis ja valjutamist nii raku, koe kui ka organismi tasandil.
Ravimite toimeainete transporterid paiknevad organismis erinevate rakutilpide
membraanidel ning jagunevad kahte lGlemperekonda — ATP-d siduva domeeni (ATP-binding

cassette, ABC) ja SLC (solute carrier) perekonda (Ahmed jt., 2016).

ABC transportvalgud liigutavad ATP energia abil substraati kontsentratsioonigradiendi vastu.
Inimese ABC transportvalkude Glemperekonda kuulub 49 valke kodeerivat geeni (Vasiliou jt.,
2009). SLC transportvalkude tGlemperekond kodeeritakse rohkem kui 360 geeni poolt ning
nende hulgas on nii passiivsed kui ka aktiivsed ehk ioon-vahetusel péhinevaid transportereid
(He jt., 2009). Uheks farmakogeneetiliselt oluliseks SLC alamperekonnaks on erinevates
epiteeli rakkudes paiknevad orgaanilised aniooni transportivad pollpeptiidid (OATP, organic
anion-transporting polypeptide), mille hulka kuulub ka SLCO1B1 (Franke jt., 2010). SLCO1B1
geenis on tuvastatud mitmeid variatsioone, mis mdjutavad transporteri efektiivsust. Uheks
tuvastatud geeni polimorfismiks on rs4149056, mis on seotud vereplasma suurenenud
statiinide kontsentratsiooniga ning seeldbi kérgenenud kdrvaltoimete riskiga (Brunham jt.,

2012).

1.1.1.1 Ravimeid metaboliseerivad enstilimid

Ravimite manustamine pdhjustab organismis erinevaid reaktsioone, suunates rakud
diferentseeruma, jagunema ja/vGi surema. Ravimi metabolisimi, biotransformatsiooni ja/voi
detoksifikatsiooni eest vastutavad pohiliselt ravimeid metaboliseerivad ensiiimid (Rushmore
ja Kong, 2002).

10



Indiviidid jaotatakse vastavalt ravimit metaboliseeriva ensiimi aktiivsusele mitmesse
rihma. Aktiivse ravimi manustamisel on kdrvaltoimete tekkimiseks suurim risk aeglastel
metaboliseerijatel (poor metabolizer, PM), kellel on enstiiimi aktiivsus vahenenud v&i hoopis
puudub. Enamasti kannavad PM indiviidid kahte variantset alleeli. Nendel indiviididel tuleks
vahendada ravimi annust, et valtida toksifikatsiooni. Heterosligootse genotiilibiga indiviidid,
kellel Gks alleel on normaalne ning teine on variantne, on vahepealsed metaboliseerijad
(intermediate metabolizer, IM). Normaalse fenotiiibi kandjad on kiired metaboliseerijad
(extensive metabolizer, EM), kellel on metaboliseerivat ensliimi kodeeriva geeni mélemad
alleelid metsikut tuupi (wild-type). Kiiretele metaboliseerijatele peaks sobima ravimi
standardannus, kuna ensltimi aktiivsus on normaalne. Lisaks klassifitseeritakse eraldi vaga
kiirelt ravimit metaboliseerivad indiviidid (ultra-rapid metabolizer, UM), kellel seetdttu
vastus ravimile on ebaefektiivne. UM indiviivide puhul tuleb arvestada, et ravimi
inaktiveerimine toimub normaalsest kiiremini ning efektiivse ravi saavutamiseks on vajalik

ravimi annuse tostmine (Kirchheiner ja Seeringer 2007; Zhou jt., 2008).

Vastupidise efekti vdib pdhjustada inaktiivse eelravimi manustamine — UM fenotuibiga
indiviididel tekib rohkem ravimi aktiivseid metaboliite ning kdrvalndhtude kaasnemine on
suurenenud riskiga. Aeglastel metaboliseerijatel (PM ja IM kandjatel) v6ib toimuda eelravimi
aktiveerimine sedavord aeglaselt, et raviefekt on puudulik (American Medical Association,

2011).

Metaboliseerivaid enslilime jagatakse kahte riihma: faas | ja faas Il enstiimid. Faas | ravimeid
metaboliseerivate ensliimide hulka kuuluvad pohiliselt tsiitokroom P450 (cytochrome P450,
CYP) perekonna enstitimid, millest olulisimad perekonnad on CYP1, CYP2 ja CYP3 (Gardiner ja
Begg, 2006). Lisaks kuuluvad faas | metaboliseerijate hulka vadiksemad ensiimiriihmad,
nditeks alkoholdehiidrogenaasid, aldehiliiddehiidrogenaasid, esteraasid. Need ensilimid
muudavad ravimid organismi joudmisel aktiivseteks metaboliitideks, modifitseerides
kemikaalide funktsionaalseid riihmi, pdhiliselt okslidatsiooni teel. Samas vdivad faas |

ensiimidel olla ka inaktiveerivad omadused (Evans ja Relling, 1999).

CYP perekonda kuuluvad heemi sisaldavad ensiiimid, mis osalevad erineva struktuuriga
molekulide okstidatiivses metabolismis. Mitmed CYP enstiime kodeerivad geenid on vaga
polimorfsed, ainuliksi 22.kromosoomil paiknevas CYP2D6 geenis on tuvastatud lle 100
variantse alleeli (Ahmed jt., 2016). CYP2D6 osaleb aktiivselt 20-25% kd&igist kliiniliselt
kasutatavate ravimite metaboliseerimisel (Ingelman-Sundberg, 2005). Sama ravimi
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kontsentratsiooni saavutamiseks vereplasmas, tuleb erinevaid alleele kandvatel indiviididele

manustada ravimit kuni kimnekordselt erineva annusega (Kirchheiner jt., 2004).

Teiste seas on CYP2D6 geenis polimorfism rs3892097 (alleel CYP2D6*4). Alleeli kandjad on
PM fenotlilbiga (Sistonen jt., 2007), kellel ensiiim on inaktiivne, mis pdhjustab
standardannuse manustamisel korget ravimi kontsentratsiooni vereplasmas ning samuti

korgenenud riski kdrvaltoimete tekkimisele (Weinshilboum, 2003).

Teine vaga poliimorfne CYP perekonna enstiiim on CYP2C9, seni on tuvastatud rohkem kui
60 erinevat alleeli, millest mitmed vdhendavad v&i suurendavad ensuimi aktiivsust?.
Sarnaselt CYP2D6-ga metaboliseerib CYP2C9 umbes 25% kdigist kliiniliselt kasutavatest
ravimitest, nende seas ka laialdaselt antikoagulandina kasutusel olevat varfariini (Yasmeen
jt., 2015). Varfariini individuaalselt mittesobiva annuse korral on patsiendil kdrgenenud risk

verejooksude tekkimiseks, mis voivad olla fataalse I6puga (Fitzmaurice jt., 2002).

CYP2C19 ensuimi kodeeriva geeni variatsioone on tuvastatud mitmeid, kokku tle 35
registreeritud alleelse variatsiooni ning lle 2000 Uhenukleotiidse pollimorfismi (single
nucleotide polymorphism, SNP). Uutest uuringutest lisandub SNP-e pidevalt juurde, seega
taieneb andmestik jooksvalt?. K&ige leivnumad variantsed alleelid on CYP2C19*2 ja
CYP2C19%*3, mis mdjuvad ensliimi aktiivsusele negatiivselt ning nende kandjad liigitatakse
PM riihma. Kdige levinum variant CYP2C19%*2 alleelis on rs4244285, mis on ihenukleotiidne
vahetus (G > A) viiendas eksonis, p&hjustades ebanormaalse splaissingu saidi (de Morais jt.,
1994). Kaesolevas t60s on valja toodud nii rs4244285 seos klopidogreeli nimelise ravimiga
kui ka teise CYP2C19 alleeli *17 (ihe variatsiooniga (rs12248560). Variatsioonid on seotud
PM ja IM fenotlilipidega ning variantide kandjatel on ravimi manustamisel suurenenud risk
muokardi infarkti, insuldi ja tromboosi tekkeks. Lisaks on CYP2C19*17 kandjatel suurenenud

risk veritsusele (Tiroch jt., 2010; Sibbing jt., 2010; Kubica jt., 2011).

Faas Il ensllimid osalevad ravimite detoksifikatsioonis, et neid lihtsamini organismist
valjutada, lisades ravimi aktiivsetele vormidele erinevaid keemilisi riihmi. Faas Il enstitiimide
suurimad riihmad on UDP-gliikuronosultransferaasid, sulfotransferaasid,
N- atsetlililtransferaasid, glutatiooni S-transferaasid ja mitmed metidltransferaasid (Jancova

jt., 2010).

L http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm
2 http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c19.htm
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1.1.2 Andmebaasid

Farmakogeneetika, -genoomika ja personaalmeditsiini valdkondade edendamise eesmargil
on loodud mitmeid andmebaase, mis sisaldavad olulist informatsiooni ravimvastust
mdojutavate geenide varieeruvuse kohta ning nende seoseid t6hususe ja korvaltoimetega.
Andmete juurdevool on tdnu genotlipiseerimiskiipide ning jargmise pdlvkonna
sekveneerimismeetodite arengutele olnud jarjest kiirenev. Andmebaaside eesmargiks on
ajakohase informatsiooni talletamine ning erinevatele huvipooltele kattesaadavaks
tegemine. Neis sisalduvad andmed vodivad olla personaalmeditsiini valjakutsete
lahendamiseks kasulikud nii teadlastele, arstidele, ametnikele kui ka ravimitoostusele (Sim

jt., 2011).

Mitmed andmebaasid on keskendunud spetsiifilisele ja kitsale valdkonnale, naiteks Inimese
CYP alleelide nomenklatuur (Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature) sisaldab pidevalt
uuendatavaid teadaolevate CYP perekonna ensiiime kodeerivate geenide variatsioone (Sim
ja Ingelman-Sundberg, 2010). Neil on ka vaba ligipdasuga veebilehekiilg?, kus on vilja toodud

geneetilised variatsioonid koos teadaoleva kliinilise ja molekulaarse méjuga.

Drugbank* (Ravimipank) koondab ravimite ja toidu vaheliste interaktsioonide mdju ning
metabolismiradade ja metaboolsete ensiilimidega seotud reaktsioonide andmed. Andmestik
sisaldab rohkem kui 8000 ravimit, millest igaiihe kohta on kattesaadav mitmesugune
detailne informatsioon ravimi interaktsioonide, farmakoloogia ning omaduste kohta (Law jt.,

2014).

Farmakogenoomika Mutatsioonide andmebaas (Pharmacogenomics Mutation Database,
PGMD) on llevaatlik farmakogeneetika andmebaas, mille andmed parinevad ekspertide
poolt kontrollitud kirjandusest ning FDA (Ameerika Toidu- ja Ravimiamet) ja EMA (Euroopa
Ravimiamet) poolt avaldatud ravimiinfost. 2016.aasta suve seisuga sisaldab PGMD iile
139 000 farmakogeneetilise sissekande®. Ligipdas andmestikule on piiratud, akadeemilistele
institutsionaalsetele kasutajatele voimaldatakse seda tasuta, llejdanutele tasuline (Kaplun

jt., 2016).

3 http://www.cypalleles.ki.se
4 https://www.drugbank.ca
> https://portal.biobase-international.com/archive/documents/pgmdstats.pdf
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1.1.2.1 PharmGKB

PharmGKB (Farmakogenoomika Teadmiste andmebaas, Pharmacogenomics Knowledgebase)
sai alguse 2000.aastal, kui nahti vajadust luua kvaliteetne ja laia ligipadasuga baas kasvavale
farmakogeneetilistele teadmistele. Farmakogeneetika andmebaasist kasvas l3dhiaastate
jooksul laiahaardeline fenotllbipdhine farmakogenoomika andmebaas. PharmGKB aluseks

on asjakohane erialane kirjandus, mis kureeritakse kasitsi (Thorn jt., 2010).

CPIC, rakendamise projektid,
doseerimise juhised

Kliiniline
rakendus

Genotiubipohised farmakogenoomilised
kokkuvoted

Kliiniline tolgendus

Teadmised
annoteerimine, GUhendamine,
integreerimine

Geneetiliste variatsioonide ja
ravimite vahelised assotsiatsoonid

Teadmiste viljaotsimine kirjandusest

Manuaalne kureerimine

Esmane farmakogenoomiline kirjandus

Joonis 2. PharmGKB teadmiste pliramiid visualiseerimaks andmete hierarhiat ning
omavabhelist integratsiooni (aluseks Whirl-Carrillo jt., 2012).

CPIC - Kliinilise Farmakogeneetika Rakendamise Konsortsium

PharmGKB tegevus jaguneb lisaks kirjandusest vajaliku informatsiooni ammutamisele kolme

pohilise suuna vahel (Joonis 2):

e geenide-ravimite-haiguste vaheliste seoste valja toomine, ravimvastuse jaoks eriti
tahtsate farmakogeenide (very important pharmacogene, VIP) kohta kokkuvdtete

koostamine, ravimipOhiste farmakokineetika ja farmakodiinaamika radade
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kirjeldamine ning olemasolevate andmete tdiendamine ja nendega
integreerimine;

kogutud andmete Kkliiniline tdlgendamine, mis hdlmab endas ravimi ja iga
geneetilise variatsiooni seose (levaadet. Koostatakse kliiniline annotatsioon
standardiseeritud formaadis, mis tehakse arusaadavaks nii teadlaste kui ka
praktiseerivate arstide jaoks;

andmete rakendamine Kkliinilises praktikas — CPIC poolt valjatootatavad
farmakogeneetilised juhised, naiteks vastavad FDA ravimi etiketid, mis omavad

genotllbipdhiseid hoiatusi voi doseerimisjuhiseid (Whirl-Carrillo jt., 2012).

Igale kliinilisele annotatsioonile lisatakse “kindluse maara” (“level of evidence”) hinnang, mis

viljendab PharmGKB kuraatorite hinnangul assotsiatsiooni usaldusvaarsust. Hinnang

kujuneb erinevate parameetrite pohjal, vOttes arvesse assotsiatsiooni replitseeritavust,

p-vaartust ja efekti suurust. Kokku on hinnangul neli taset, millest esimesel kahel on

omakorda kaks alatiilipi — A ja B (tabel 2).

Tabel 2. Kliiniliste annotatsioonide “level of evidence” madramise kriteeriumid (aluseks
Whirl-Carrillo jt., 2012).

Hinnang | Kriteeriumid

1A Hasti tdendatud ravim-genotiilp seosed, mis on replitseeritud vahemalt tihes
kohordis, olulise p-vaartusega ning soovituslikult suure efektiga. Kliiniline
rakendus — farmakogeneetiline juhis on olemas voi valjatootamisel.

1B Samad tingimused kui 1A, kuid ilma kliinilise rakenduseta.

2A Mooddukalt tdendatud ravim-genotlilip seosed, mis on replitseeritud vahemalt
Uhes kohordis, kuid voivad sisaldada ka negatiivseid tulemusi. HGlmavad
PharmGKB poolt eriti hasti dokumenteeritud VIP-ide variatsioone.

2B Samad tingimused kui 2A, kuid ei kuulu VIP variatsioonide alla.

3 Pohineb Uhel olulisel seosel, kuid seni replitseerimata, pole Uhist kindlat
toendust.

4 Annotatsioon on Uksiku juhtumi pohine vdi on tegu ebaolulise uuringuga, mis

pohineb naiteks in vitro voi molekulaarsel analtiusil.
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Annotatsioonidele hinnangu maaramine loob loogilise slisteemi, mille pdhjal on lihtne

eristada olulisi ja usaldusvaarseid seoseid teistest.

1.1.3. Kliiniline rakendus

Farmakogeneetilisi teadmisi oldi eelmise kiimnendi 16puks kogutud omajagu, kuid nende
kasutamine kliinilises praktikas oli vaga vahe levinud. Olukorra muutmiseks pandi
2009.aastal alus Kliinilise Farmakogeneetika Rakendamise Konsortsiumile (Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium, CPIC), mille eesmargiks sai vdga spetsiifiliste
juhiste loomine arstidele ja laboritele, et farmakogeneetilisi teste oleks vdimalik tGhusalt ja

targalt kliinilises praktikas kasutada (Relling ja Klein, 2011).

Praeguseks leiab FDA geneetilise testimise soovituse, paljuski tanu CPIC-le, rohkem kui 200
ravimi infolehelt®. FDA on lisanud juhiseid nii uutele ravimitele, kui ka vanadele ja pikalt
kasutusel olnud ravimitele (Johnson, 2013). Juhised ldhtuvad genotiilibi-ravimi vahelisest
seosest ning annavad soovitusi alternatiivse ravimi kasutamiseks vdi annuse korrigeerimiseks
(Swen jt., 2011). Uheks heaks niiteks on abakaviiri ravi alustamise eel HLA-B*5701 alleeli
maadramine, et dra hoida Ulitundlikkuse reaktsioon. Tanu tugevale soovitusele nii CPIC-i,
Ameerika Uhendriikide Tervishoiuministeeriumi kui ka HIV konsensuse paneelide poolt, on
genotipiseerimisest saanud ravieelne tiitipanalius’ (Thompson jt.,, 2012; Gazzard, 2008).
Hoolimata sellest, et juhised on olemas ka paljudel teistel ravimitel, pole nende
implementeerimine toimunud sedavord edukalt kui HLA-B*5701-ga. Loomulikult pole
tegemist ainsa rakendusega, kuid enamasti pole geneetika integreerimine kliinilisse

praktikasse sedavord edukalt toimunud (Shuldiner jt., 2013; Luzum jt., 2017).

Takistusi, mis pidurdavad farmakogeneetiliste testide rakendamise arengut tdnapdevases

meditsiinis, on mitmeid, millele tahelepanu poorata:

o testimisega seotud barjaarid — Kkliinilistele tingimustele vastavate padevate

laborite ja farmakogeneetiliste testide olemasolu; sobivale patsiendile testi

6 https://www.fda.gov/Drugs/ScienceResearch/ResearchAreas/Pharmacogenetics/ucm083378.htm
7 https://aidsinfo.nih.gov/contentfiles/Ivguidelines/adultandadolescentgl.pdf
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tellimise meeles pidamine; testi vastuste kattesaamiseks kuluv aeg; testi
maksumus ja selle hiivitamine patsiendile;

e teadmistega seotud barjaarid — eelkdige peetakse silmas praktiseerivate arstide
vaheseid teadmisi farmakogeneetika valdkonnast; ebakindel hoiak, kuidas testi
tulemusi interpreteerida; ebakindlus testi péhjal raviplaan koostada; tihiskonna ja
patsiendi enda teadmatus ning skeptiline suhtumine;

o testi tulemustega seotud barjaarid — tulemuste integreerimine elektrooniliste
terviseandmetega (Johnson, 2013; Luzum jt., 2017).

Mitmetele probleemidele on potentsiaalsed lahendused olemas. Testimisega seotud
barjaarid likvideeriks suuremas osas ennetav genotlipiseerimine. See tahendab, et patsiendi
geneetiline profiil on kas SNP-ide genotipiseerimisel kiibianallilisi meetodil v6i genoomi
sekveneerimise teel vilja selgitatud. Kogu geneetiline informatsioon integreeritaks ravi
kdigus kasutamiseks patsiendi terviseandmetega. Kui profiil on loodud, saab andmeid
kasutada kogu elu ning puudub vajadus erinevate testide tegemiseks erinevate ravimite

puhul (Johnson, 2013).

Farmakogeneetiline testimine ja laiem kasutus personaalmeditsiinis juurdub kill aeglaselt,
kuid suund on paigas. Mitmes USA juhtivas haiglas katsetatakse ennetava
farmakogeneetilise testimise rakendamist ning edusammude korral vGib sellest saada
tavaparane osa meditsiinist (Drew, 2016). Lisaks ravi ohutuse ja efektiivsuse tostmisele, on
leitud, et farmakogenoomika rakendamine vdimaldab suures plaanis karpida ravikulusid

(Berm jt., 2016).

1.2. Assotsiatsioonianaliiiisid

Inimese genoomi uurimisega on tegeletud juba kiimneid aastaid. 1990. aastatel sai alguse
Inimese Genoomi Projekt (Human Genome Project, HGP), mis 2003.aastaks joudis 10pule
kogu inimese genoomi sekveneerimisega. Tulemustest selgus, et inimeste DNA jarjestused
on 99,5% ulatuses identsed (Pettersson jt., 2009). Seega inimestevaheline erinevus
defineeritakse vaid vaikese osa indiviiditi varieeruva DNA pohjal, alates valimusest kuni
geneetilist eelsoodumust omavate haiguste arengu ja nende avaldumiseni. Haiguste
geneetilise tausta valjaselgitamiseks kasutatakse sageli juht-kontroll uuringut, kus

vorreldakse kindlat fenotlilipi omavate ehk Uldjuhul haigete ja kontrollgrupi ehk tervete
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indiviidide DNA jarjestusi (Zondervan ja Cardon, 2007). Sellist tlilipi analllse teostatakse ka

ravimi, geenide ja ravimi kdrvaltoimete vaheliste seoste tuvastamiseks (Daly, 2010).

1.2.1 Ulegenoomne assotsiatsiooniuuring

Uheks analtiiisimeetodiks, mis kasutab juht-kontroll tuiipi uuringu lesehitust, on
Ulegenoomne assotsiatsiooniuuring (Genome-Wide Association Study, GWAS). GWAS-i
metoodika pdhineb eeldusel, et teatud geneetiliste markerite alternatiivsete alleelide
sagedus on juhtude hulgas suurem kui kontrollidel, mis viitab vastavate markerite seosele
uuritava fenotlitibiga (Kruglyak, 1999). GWAS kasutab geneetiliste markeritena tavaliselt
SNP-e, mis moodustavad lile 90% indiviididevahelisest geneetilisest varieeruvusest (Brookes,
1999). GWAS-id sobivad kasutamiseks ka farmakogenoomika valdkonnas, sest erinevalt
mendeliaalsetest tunnustest, mida mdjutavad mutatsioonid (ihes geenis, on ravimvastuse
varieeruvuse pohjused komplekssed, mis kujunevad erinevate geenide ja nende

polimorfismide koosmadjul (Manolio, 2010).

Markerite tuvastamine toimub DNA mikrokiipide abil, millega on vdimalik korraga testida
rohkem kui miljonit SNP-i (Pearson ja Manolio, 2008). Mikrokiibid ei suuda katta k&iki SNP-e
ning  selle korvamiseks ennustatakse  genotipiseeritavate SNP-ide pohijal
aheldustasakaalutuse (linkage disequilibrium, LD) abil Ulejddnud. LD kaudu genotlilipide
ennustamine on imputeerimine, mis véimaldab kindla genoomi piirkonna vdi kogu genoomi
kohta saada lisainformatsiooni. Imputatsioon suurendab uuringu statistilist vGimsust, mis

voimaldab leida rohkem assotsiatsioone (Spencer jt., 2009).

Imputatsioonil kasutatakse SNP-ide ennustamiseks referentshaplotiilipe, mis parinevad
enamasti HapMap2 v&i 1000 Genoomi projekti referentspaneelidest. Kasutatakse ka
populatsioonipShiseid referentspaneele, mis vGimaldavad usaldusvdiarsemalt markereid
imputeerida ning tdpsemini ennustada harvasid variante (Mitt jt., 2017). Usaldusvaarsuse
hindamiseks arvutatakse imputeeritavatele markeritele korrelatsioonikordaja (r?), mis
viljendab toendosust, et SNP on korrektselt ennustatud. Korrelatsioonikordaja vaartuse
piirmadra vBib uuringu teostaja ise valida, kuid tavaliselt ei vbeta sisse r? < 0.80 hinnanguga

markereid (Pe’er jt., 2006).
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GWAS koosneb tavapéraselt jargnevatest etappidest:

1)

2)

3)

4)

uuringusse kaasatavate indiviidide valimine — ravimi korvaltoimetega seotud
markerite tuvastamise naide: juhtude hulka maaratakse indiviidid, kellele ravimi
manustamine pdhjustab korvalndahte, ning kontrollide hulka ravimeid
komplikatsioonideta tarbivad indiviidid;

genotlipiseerimine — kiibianallilis geneetiliste markerite tuvastamiseks, tlejaanud
markerite imputeerimine;

statistiline anallils — arvutuspshine meetod seoste tuvastamiseks uuritava
fenotiibi ja geneetiliste markerite vahel;

replikatsioon — tulemuste kontroll teises uuringuriihmas (McCarthy jt., 2008).

Farmakogenoomiliste GWAS-ide teostamisel on mdningad kitsaskohad vorreldes tavaparase

uuringuga:

uuringusse kaasatavate indiviidide arv — mida rohkem indiviide uuringusse
kaasatakse, seda suurem on GWAS-i statistiline voimsus. Farmakogeneetilistesse
uuringutesse on keerulisem saada just vajalikku juhtude arvu, mis vdimaldaks
tuvastada vaikese voi keskmise efektisuurusega assotsiatsioone. Heaks naiteks on
tosiste korvalndhtude uurimine, mis voib esineda killaltki vahestel ravimi
manustajatel, mdjutades kuni Ghte patsienti sajast tuhandest.

fenotlilibi maaramine — komplekssed interaktsioonid seoses ravimvastuse ja
haigusega. Ravimi korvaltoimete puhul oluline aspekt — osadel patsientidel on
ebatdielik terviseandmestik, kdik ravimi manustamisel tekkinud korvaltoimed
pole dokumenteeritud (Hui jt., 2016).

replitseerimise keerukus — tulemuste korratavus on oluline osa GWAS-ist, mis
kinnitab tulemusi ning tOstab uuringu usaldusvaarsust. Kuna
farmakogenoomilistes uuringutes on niigi probleeme valimi suurusega, on

replitseerimine veelgi keerulisem (Daly, 2010).

GWAS-i analtisides tuvastatud assotsiatsioonide efekti suurust fenotllbile hinnatakse

Sansside suhte (odds ratio, OR) abil. OR vaartus 1 véljendab efekti neutraalsust ehk OR =1

puhul vastaval seosel puudub mdéju fenotilbile. OR < 1 védljendab negatiivset efekti vastava
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assotsiatsiooni ning uuritava fenotilibi vahel. OR > 1 tdhendab, et konkreetne geneetiline
variatsioon avaldab suuremat mdju fenotiilbile (Szumilas, 2010).

Tihti avaldatakse ka OR usaldusvahemik (confidence intervall, Cl), tavaliselt 95%
usaldusvahemik, mis hindab raporteeritud OR-i tdpsust. Mida vdiksem on usaldusvahemik,
seda tdpsem on antud hinnang. 95% usaldusvahemik katab 95% tdendosusega tulemuse

vadrtuse populatsioonis (Szumilas, 2010).

GWAS-i disainimisel tuleb arvestada, et andmestikus vGib esineda sisemine struktuur ning
valepositiivsete tulemuste valtimiseks tuleb statistilist testi vastavalt kohandada.
Populatsiooni  stratifikatsioon on pdlvnemise erinevusest pohjustatud erinevad
alleelisageduste jaotused juhtude ja kontrollide vahel. Stratifikatsiooni vastu kohandamiseks
kasutatakse peakomponentanaliilisi (principal component analysis, PCA). PCA tekitab
omavahel mittekorreleeruvad uued tunnused ehk peakomponendid. Esimene
peakomponent kirjeldab varieeruvusest suurima osa ning iga jargmine jarjest vaiksema osa.
Peakomponendid on iUksteise suhtes ortogonaalsed, mis tagab nende tunnuste omavahelise

korreleerumise puudumise (Price jt., 2006).

Lisaks PCA-le kasutatakse GWAS-i anallitisis valimi struktuursete komponentide madju
viahendamiseks kovariaatidena erinevaid tunnuseid, et valtida valepositiivseid seoseid ning
suurendada anallilsi statistilist voimsust. Kovariaatidena on sageli kasutusel vanus ja sugu

(Aschard jt., 2015).

1.2.2 Metaanaliiiis

Uksikud GWAS-id on sageli madala v&imsusega, mis vdimaldab tuvastada ainult
sagedasemaid variante ning suurema efektiga geneetilisi markereid (Altshuler ja Daly, 2007).
Metaanallitsi koondatakse mitmete uuringute andmed, mille pShjal on vdimalik tuvastada
uusi fenotlilibiga seotud geneetilisi markereid, mis Uksikutes anallilsides jaaksid
tuvastamata (Evangelou ja loannidis, 2013). Samuti saab metaanaliilisi kasutada uuringutele
sliistemaatilise koondhinnangu andmiseks, koondades ihesugused fenotiilip-variant seoseid
raporteerivad uuringud. Metaanallilisi peamiseks eesmargiks on suurema valimi abil t3sta

anallisi statistilist voimsust ning suurendada tulemuste tapsust (Akobeng, 2005).

Kui metaanaliilsi eesmargiks on uuringutele koondhinnangu andmine, tuleb iga eraldiseisva
uuringu kohta teada vastava seose efekti suurust (naiteks Sansside suhtena) ning antud
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vaartuse usaldusvahemikke. Parameetrite vaartuste pohjal arvutatakse uuringute kaalutud
koondhinnang, mis arvestab iga Uksiku uuringu suurust (Akobeng, 2005). Erinevate
uuringute vahelise heterogeensusega arvestamiseks kasutatakse koondhinnangu leidmisel
juhuslike mojude mudelit (random effects model) (loannidis jt., 2007). Vastava metaanaliisi
tulemusi visualiseeritakse tavaliselt forest plot-i joonisel, mis kujutab Uksikute uuringute
efekti suurusi koos usaldusvahemikega ning ennustatavat analllsi koondhinnangut (Lewis ja

Clarke, 2001).

1.2.3 Fenotiiiibiandmed

1.2.3.1 Rahvusvaheline haiguste klassifikatsioon (ICD)

Meditsiinis on kasutusel arstidele suunatud universaalne slisteem, mis vGimaldab liigitada
erinevaid haigustega ja vigastustega seotud tundemarke, simptomeid, erakordseid leide ja
kaebuseid (Meyer, 2011). Haiguste klassifitseerimine sai alguse prantsuse arsti Francois
Bossier de Lacroix’d ettevGtmisest juba 1763.aastal, kui ta liigitas 2400 haigust kiimnest
erinevasse suurest rithmast koosnevasse ststeemi (Knibbs, 1929; Jetté jt., 2010). Tanapaeval
on kasutusel siiski sajandi vorra hiljem alustatud projektist valja arenenud rahvusvaheline
haiguste ja tervisega seotud probleemide statistiline klassifikatsioon (International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems, ICD). 1893.aastal ilmus surmade
pbhjuseid kokkuvGttev esimene verisoon. Alles 1949.aastal, kui WHO (Maailma
Terviseorganisatsioon) vottis siisteemi haldamise enda peale, lisati nimekirja ka haigused?®.
Praeguseks on umbes 110 riigis kasutuses ICD-10 (ICD Tenth Revision, kiimnes valjaanne)
klassifikatsioon, mis valmis 1992.aastaks. Sisteemis on voéimalik kasutada rohkem kui
155 000 koodi erinevate diagnooside ja terviseprobleemide registreerimiseks.
Klassifikatsioon vdimaldab WHO-I koondada rahvusvahelist statistikat haigestumiste ja

surma poOhjuste kohta (Dougthy jt., 2011).

ICD-10 koodil on kindel struktuur. Esimesed kolm tahemarki kirjeldavad tunnust laiemalt
ning iga jargmine jarjest spetsiifilisemalt, kokku vGib kood sisaldada kuni seitse tahemarki
(Grider ja American Medical Association, 2010). Kokkuvéttes jaguneb sisteem 21 peatikiks,

mille nimetused on valja toodud lisas (Lisa 2).

8 http://www.who.int/classifications/icd/en/HistoryOfICD.pdf
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ICD-10 koode kasutatakse ka Eesti meditsiinististeemis®. Arstid margivad patsiendi andmed
Haigekassa elektroonilisse andmebaasi, mille kaudu on kattesaadav kogu patsiendi kliiniline
ajalugu. Antud andmebaasi saab edukalt kasutada assotsiatsioonianallilisi jaoks andmete

kogumisel. Spetsiifilised ICD-10 koodid sobivad assotsiatsioonianallilsi fenotiilipideks.

1.2.3.2 Ravimite klassifikatsioon (ATC)

Sarnaselt haiguste klassifikatsioonile haldab WHO ka ravimite toimeainepdhist siisteemi,
mille nimetus on anatoomilis-terapeutiline keemiline (Anatomical Therapeutic Chemical,
ATC) klassifikatsioon. ATC koodide silisteemi kasutati esmakordselt 1976.aastal ning

praeguseks on see rahvusvaheliselt kasutusel tile maailma?°.

Ravimi toimeained jaotatakse erinevatesse riihmadesse vastavalt organile voi slisteemile,
millele nad mdju avaldavad, ning terapeutiliste, farmakoloogiliste ja keemiliste omaduste
jargi. ATC kood on seitsme tahemargi pikkune numbrite ja tdhtede kombinatsioon, mis
moodustub viiest erinevast tasemest. Esimene tase viitab U{hele neljateistkiimnest
anatoomilisest peagrupist. Teine tase on terapeutilise, kolmas farmakoloogilise ning neljas
tase keemilise alagrupi defineerimiseks. Viimasena asub koodi 16pus keemilise toimeaine
tahistus numbrilise koodina. Igale erineva terapeutilise mdjuga ravimile ning manustamise
viisile vastab unikaalne ATC kood (WHO Collaborating Centre for Drug Statistics
Methodology, 2012).

ATC klassifikatsioon loodi abivahendiks ravimite kasutamise pdhiste uuringute tegemiseks
ning rahvusvahelise ravimi kasutamise statistika koostamiseks. Selle eesmargiks on ravi
kvaliteedi parandamine ning ohutuse tdstmine (WHO Collaborating Centre for Drug Statistics
Methodology, 2012). Ravimitele vastavad ATC koodid sobivad assotsiatsioonianaliilsides

fenotlibi defineerimiseks.

9 https://www.riigiteataja.ee/akt/163343
10 https://www.whocc.no/atc_ddd_methodology/history/
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2. UURIMUS

2.1 Too eesmark

Kadesoleva magistritod eesmargiks oli PharmGKB andmebaasi 1A ja 1B kindluse maaraga
ravimi  toksilisuse vOi koOrvaltoimetega seotud ravim-genotlilip assotsiatsioonide
replitseerimine Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu kohordis kasutades elektroonilistes

terviseandmetes olemasolevaid andmeid.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Referentsandmestiku koostamine

PharmGKB!! andmebaasist vdeti vilja kdikide 1A ja 1B kindluse ma3iraga ravim-genotuip
assotsiatsioonid, mis olid seotud ravimi toksilisuse vo&i korvaltoimetega. Kokku lisati
koostatud referentsandmestikku 500 individuaalset ravim-genotilp seost, mis jagunesid 27

erineva geneetilise variatsiooni vahel. Andmestik on td6 lisana ndhtaval veebis2.

Andmestikku margiti geeni nimi voi SNP-i viite (Reference SNP, rs) number, p-vaartus,
Sansside suhe (OR), OR 95% usaldusvahemik, ravimi nimi, uuringusse kaasatud juhtude arv,
kontrollide arv, efektialleel voi genotliibi tunnus, referentsalleel ning uuringu tunnus

PubMed-i*? identifikatsiooninumbri ndol (PubMed IDentification number, PMID).

Andmestiku p6hjal koostati assotsiatsioonianaltiisiks vajalik fenotlilibifail. Igale andmestikus
valja toodud ravimi toimeainele otsiti uuringu kohordist seda tarvitanud indiviidid kasutades
Eesti Haigekassa andmebaasist valjastatud retseptide andmeid. Ravimi toimeained on
Haigekassa andmebaasis tahistatud anatoomilis-terapeutilise keemilise (ATC) koodiga. Kokku
kasutati 46 erinevat ATC koodi, mis koos ravimite nimetustega on viélja toodud tabelina lisas

(Lisa 1).

1 https://www.pharmgkb.org/search/clinicalAnnotationList.action?level OfEvidence=top
12 https://www.dropbox.com/s/4u8yfm9s700tqf0/MJaama_mag_lisa_tabel_veeb.pdf?d|=0
13 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Ravimit tarvitanud indiviidide seast maarati uuringu juhtudeks need, kellel olid esinenud
ravimi kdrvaltoimed. Patsientide andmed parinevad Haigekassa haiguslugude andmebaasist.
Korvaltoime esinemine maarati 79 unikaalse ICD-10 koodi pdhjal, mida seostatakse ravimi
tarvitamisel tekkivate kdrvaltoimetega (Lisa 3). Lisaks madrati kdrvaltoime esinemine neile
ravimit tarvitanud indiviididele, kes olid sellest teatanud geenidoonorite kisimustikus.
Indiviidid, kelle haiguslugudes polnud margitud lhtegi 79-st ICD-10 koodist ega polnud
ravimi korvaltoimetest geenidoonorite kisimustikus teatanud, maéarati kontrollideks.
Kdrvaltoimete spetsiifilise ICD-10 koodide nimekirja koostas Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu (TU EGV) doktorant Kristi Krebs tuginedes Uppsala Ulikooli Haigla kliinilise

farmakoloogia juhistele (isiklik kommunikatsioon).

2.2.2 Valim ja genotiipiseerimine

Kiesoleva t60 raames teostatud assotsiatsioonianaliiisi |&biviimiseks kasutati TU EGV
geenidoonorite andmeid. Uuringutes kasutatud indiviidid on allkirjastanud ndusolekuvormi,
millega lubavad enda andmete t66tlemise ja proovide kasutamise. Uuringu labiviimiseks on

olemas Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee luba.

Geenidoonorite genotlilibiandmed péarinevad llegenoomselt sekveneeritud DNA andmetest,
lisaks genotlipiseerimiskiipidelt Illumina CNV370-Duo, HumanOmniExpress ja Infinium
CoreExome-24 (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). Tapsem uuringu valimi kirjeldus on tabelis
3. Kokku oli assotsiatsioonianaliiiisiks kasutada 16226 indiviidi (vanus 18 — 103 eluaastat)

genotllibiandmed.

Tabel 3. Genotlpiseerimisandmete parinevus erinevatelt platvormidelt.

Mehed Naised Kokku

Ulegenoomselt sekveneeritud DNA andmed 1169 1121 2290
lllumina CNV370-Duo 998 1073 2071

lllumina HumanOmniExpress 2961 3917 6878
Infinium CoreExome-24 1596 3391 4987

Kokku 6724 9502 16226
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Ulegenoomselt sekveneeritud DNA andmetest eraldati otseselt vajalike geneetiliste
markerite genotiibid. Valimi suurendamiseks tdiendati tdisgenoomide genotiipe
genotiipiseerimiskiipide indiviidide imputeeritud markeritega. Selleks kasutati TU EGV
teadlaste koostatud Eesti populatsioonipshist imputatsiooni referentspaneeli, mille aluseks
on 2244 geenidoonori llegenoomselt sekveneeritud DNA jarjestused (Mitt jt., 2017).

Imputeerimine teostati programmiga IMPUTE2 (Howie jt., 2009).

2.2.3 Assotsiatsioonianaliiiis

PharmGKB andmebaasis raporteeritud ravimi kdrvalmdjude ja markerite omavaheliste
seoste replitseerumise testimiseks TU EGV ravimitarvitajate kohordis teostati programmiga
PLINK 1.9 (Purcell jt., 2007) assotsiatsioonianalliise. Analllsid teostati iga
referentsandmestikku margitud ravimi (vastavalt ATC koodile) retsepti realiseerinud
indiviidide alamvalimis uurimaks logistilise regressioonmudeli abil ravimi korvaltoime
esinemise vOi mitte esinemise sOltuvust PharmGKB andmebaasis varem seostatud

geneetiliste markeritega.

Assotsiatsioonianallitisis kasutati vaid seni tuvastatud olulisi farmakogeneetilisi markereid,

mis olid PharmGKB andmebaasi p&hjal koostatud referentsandmestikku valitud.

Sisteemsete veakomponentide valtimiseks kaasati anallilisidesse kovariaatidena sugu,
vanus, kehamassiindeks, lisaks neli esimest peakomponenti populatsiooni stratifikatsiooni
vahendamiseks. Peakomponentanallitsi vaartused arvutati R tarkvara (R Core Team, 2013)

paketiga SNPRelate (Zheng jt., 2012).

2.2.3 Metaanaliiiis

Referentsandmestiku ja assotsiatsioonianaliiliside tulemuste pdhjal koostati metaanaltitisid
referentsandmete vdrdlemiseks TU EGV geenidoonorite ravim-genotiilip seostega. Analiiiisi
teostamiseks kasutati R tarkvara (R Core Team, 2013) paketti metafor (Viechtbauer, 2010).
Metafor paketi funktsioon forest kasutas sisendina referentsandmestikku valitud uuringute
ravim-genotlilip seoste tulemusi. Metaanallilisi ei kaasatud uuringuid, mille tulemustes
polnud raporteeritud ravim-genotiipi kirjeldavat Sansside suhet (OR) ja usaldusvahemikku.

Visuaalseks véljundiks on paketi abil koostatud forest plot-i joonis, mis esitab uuringute
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individuaalsed tulemused OR ja usaldusvahemiku ndol ning uuringute koondtulemuse.

Metaanaliusi koondhinnangu arvutamiseks rakendati juhuslike mdjude mudelit.

2.3 Tulemused

2.3.1 Assotsiatsioonianaliilis

Kdesoleva t00 raames teostati assotsiatsioonianallilisid ravimi toimeainete ja ravimi

k&rvaltoimete vaheliste seoste tuvastamiseks TU EGV geenidoonorite seas. Vastavad ravim-

genotlilip seosed olid varasemates uuringutes teistes populatsioonides juba tuvastatud ning

antud t66 eesmark oli seoste replitseeritavuse leidmine. Kuigi referentsandmestik sisaldas

46 erinevat ATC koodi, polnud uuringu kohordis koéikide ravimite tarbijaid. Ravimite

tarvitajate arv geenidoonorite seas, kdrvaltoimete esinemise pdhjal grupeeritud, on toodud

tabelis 4. Igast ravimipdhisest assotsiatsioonianallitisist jaeti valja indiviidid, kellel ei leidunud

Haigekassa andmebaasi pohjal kokkupuudet vastava ravimi toimeainega. Anallilisides testiti

imputeeritud genotliibiandmetes leidunud variandid.

Tabel 4. Ravimite (ATC koodi pdhiselt) kasutamisel tekkinud korvaltoimete esinemine
geenidoonoritel. ATC koodidele vastavad ravimi toimeainete nimetused on leitavad tabelina

lisast (Lisa 1).

ATC kood Korvaltoime esines Korvaltoimet polnud

MO04AA01 79 461
JO1GB 6 22
NO6AA09 82 538
C10AA05 99 613
LO4AX01 9 23
NO3AF01 36 259
NO6AB04 33 219
NO6AA04 5 20
BO1ACO4 42 278
NO6ABO3 59 362
LO4AXO03 20 128
LO1BAO1 8 55
NO6AA10 4 57
C10AA03 6 30
C10AA01 64 504
NO02AX02 191 1197
BO1AA03 81 448

ATC kood — anatoomilis-terapeutiline keemiline kood.

Indiviide kokku

540
28
620
712
32
295
252
25
320
421
148
63
61
36
568
1388
529
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Anallsides uuritud ravimi toimeainete ja geneetiliste markerite vahelised seosed on vilja
toodud tulemustabelis (tabel 5). Kokku oli vGimalik uurida seitset erinevat seost, nende
hulgas Uhe ravimi toimeainega (klopidogreel) assotsieerunud kaks erinevat markerit ning
Uhe geneetilise markeriga (CYP2D6 geenis paiknev poliimorfism rs3892097) assotsieerunud
kolm erinevat ravimit. Antud markeriga assotsieeruvad ravimi toimeained amitiptiiliin,
nortriptiliin  ja fluoksetiin on néarvisisteemi ravimid, mis kuuluvad samasse
antidepressantide farmakoloogilisse alamgruppi. Teostatud analiilisides on k&ik tuvastatud

seosed statistilise olulisuse maara p<0.05 suhtes ebaolulised.

Tabel 5. Assotsiatsioonianalllsides uuritud seosed.

ATC kood Toimeaine rs number Geen OR Cl 95% p-vaartus
BO1AAO03  varfariin rs1057910  CYP2C9 1.719 0.738-4.006  0.1154
BO1AC04  klopidogreel  rs12248560 CYP2C19 1.165 0.777-1.746  0.5838
BO1AC04  klopidogreel | rs4244285 CYP2C19 0.724 0.368-1.425 0.3817
C10AA01  simvastatiin rs4149056 | SLCO1B1 | 1.32 0.813-2.142 | 0.2065
NO6AAO09  amitriptlliin | rs3892097 CYP2D6 0.8829 0.631-1.234  0.5959
NO6AA10 nortriptdliin rs3892097 CYP2D6 0.2247  0.009-5.69 0.4123
NO6AB03  fluoksetiin rs3892097 CYP2D6 0.5716 0.258-1.268  0.0582

ATC kood — anatoomilis-terapeutiline keemiline kood; rs kood — reference SNP (SNP-i viite)
number; Geen — geeni siimbol, millesse kuulub vastav geneetiline marker; OR — odds ratio
(Sansside suhe); Cl 95% - confidence interval (95% usaldusvahemik)

2.3.2 Vordlus referentsandmestikuga

Tabelis 5 toodud seosed on statistilise olulisuse madra p<0.05 suhtes ebaolulised ning selle
vOoimalikud pohjused on tdpsemalt vialja toodud kdesoleva t06 arutelu peatikis.
Sellegipoolest vorreldi tulemusi varasemalt teostatud uuringutega, et hinnata geneetiliste
markeritega seotud efekti suuruse ja suuna kattuvust varem raporteeritud ravimi

kdrvaltoimetega.

e Varfariini ning geneetilise markeri rs1057910 vaheline seos ravimi korvaltoimetega.
rs1057910 on Uhenukleotiidne asendus CYP2C9 geeni valku kodeerivas alas, mis

pohjustab aminohappe leutsiini kodeerimise isoleutsiooni asemel. Tekkinud alleeli
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nimetatakse CYP2C9*3-ks!4 (Stubbins jt., 1996). PharmGKB andmebaasis on 1A véi 1B
olulisusega uuringuid kokku 36, millest enamik on seotud ravimi metabolismi ja
doseerimisega. Uuringuid ravimi toksilisuse ja kdrvaltoimetega on kolm, millest lihel
(Margaglione jt., 2000) on raporteeritud OR ja 95% usaldusvahemik (OR = 2.57,
Cl95% = 1.16 — 5.73). TU EGV geenidoonoritel tuvastatud seose efekt (OR = 1.719) on
samasuunaline ning kattub usaldusvahemikuga.

o Klopidogreeli ning geneetilise markeri rs12248560 vaheline seos ravimi
korvaltoimetega. rs12248560 on Uhenukleotiidne asendus CYP2C19 geeni valku
kodeerivas alas, mis pohjustab aminohappe proliini kodeerimise seriini asemel.
Tekkinud alleeli nimetatakse CYP2C19%*17-ks (Sim jt., 2006). PharmGKB andmebaasis
on 1A voi 1B olulisusega uuringuid kokku 26, millest enamik on seotud ravimi
efektiivsuse ja doseerimisega. Nendest Gheksa uuringut on seotud ravimi toksilisuse
ja korvaltoimetega. Kolme uuringu tulemustes on raporteeritud OR ja Cl 95%, mille
pohjal teostati metaanalils (peatiikk 2.3.3 Metaanallils, joonis 4A).

e Klopidogreeli ning geneetilise markeri rs4244285 vaheline seos ravimi
korvaltoimetega. rs4244285 on henukleotiidne asendus (G>A) CYP2C19 geeni valku
kodeerivas alas, mis tekitab ebanormaalse splaissingu saidi. Polimorfism kuulub
CYP2C19%*2 alleeli koosseisu (de Morais jt., 1994). Kokku on seose kohta PharmGKB
andmebaasis 94 kvalifitseeruvat uuringut, millest 34 on seotud ravimi toksilisuse voi
kdrvaltoimetega. Kaheteistkimnel uuringul on raporteeritud OR ja Cl 95% vaartused,
mille pohjal teostati metaanaliils (peatiikk 2.3.3 Metaanallilis, joonis 3A).

e Simvastatiini ja geneetilise markeri rs4149056 vaheline seos ravimi kdrvaltoimetega.
rs4149056 on Uhenukleotiidne asendus SLCO1B1 geeni valku kodeerivas alas, mis
pohjustab aminohappe alaniini kodeerimise valiini asemel. Tekkinud alleeli
nimetatakse SLCO1B1*5-ks (Tirona jt., 2001). PharmGKB andmebaas sisaldas
assotsiatsiooni kohta 8 kvalifitseeruvat uuringut, millest neli on seotud ravimi
toksilisuse ja korvaltoimetega. Kolme uuringu tulemustes on raporteeritud OR ja
Cl 95% vaartused, mille pohjal teostati metaanallilis (peatikk 2.3.3 Metaanaliils,
joonis 5A).

e Amitriptuliini, nortriptdliini ja fluoksetiini ning geneetilise markeri rs3892097

vahelised seosed ravimi korvaltoimetega. rs3892097 on Uhenukleotiidne asendus

14 https://www.snpedia.com/index.php/Rs1057910
28



(G>A) CYP2D6 geeni valku kodeerivas alas, mis tekitab ebanormaalse splaissingu
saidi. Polimorfism kuulub CYP2D6*4 alleeli koosseisu (Kagimoto jt., 1990). K&ik kolm
ravimi toimeainet kuuluvad Uhte farmakoloogilisse alamgruppi antidepressantide
hulka, mis PharmGKB andmebaasi uuringutes on koondatud kokku.
Antidepressantide toimeainete seoste kohta on andmebaasis kokku 45 uuringut,
millest neli on seotud ravimi k&rvaltoimetega. Uhel uuringul on raporteeritud OR ja
Cl 95% vairtused (OR = 5.77, Cl 95% = 1.59 — 21.03). TU EGV geenidoonoritel
tuvastatud seose efektid on koikide ravimi toimeainete puhul varieeruvad, kuid
samasuunalised (amitriptlliini analiis — OR = 0.8829, nortriptiliini analtids —
OR = 0.2247, fluoksetiini analliis — OR = 0.5716), sellegipoolest ainsa

referentsuuringu suhtes vastupidised.

2.3.3 Metaanaliiiis

TU EGV geenidoonorite andmete p&hjal labiviidud assotsiatsioonianaliiiiside tulemused olid
statistilise olulisuse madra p<0.05 suhtes ebaolulised. Vordlemaks uuringute tulemusi
varasemalt teostatud PharmGKB-s raporteeritud uuringute tulemustega, koostati
teadaolevate tulemuste OR ja Cl 95% vaartuste pohjal metaanaliitsid (joonised 3A, 4A, 5A).
Metaanallisi oli véimalik teostada kolme ravimi toimeaine ja geneetilise variandi vahelise
seose kohta, millel olid rohkem kui iihe uuringu OR ja Cl 95% vaartused teada. Ulejadnud

seoste kohta polnud PharmGKB andmebaasis piisavalt informatsiooni.

Lisaks referentsandmestikul pohinevatele metaanaliilisidele koostati vordlemise eesmargil
teised metaanaliilisid (joonised 3B, 4B ja 5B), mis sisaldasid ka TU EGV geenidoonorite
andmete pdhjal teostatud anallilsides tuvastatud seoste efekti suurusi koos 95%

usaldusvahemikuga.

Klopidogreeli ja geneetilise markeri rs4244285 vahelise seose kaheteistkiimne uuringu
raporteeritud efekti suuruste pohjal koostati metaanallilis (joonis 3A), mille
koondtulemuseks hinnati OR = 2.37 (Cl 95% = 1.82 — 3.09). TU EGV geenidoonorite andmete
anallisil saadi tulemuseks vastupidine efekt OR = 0.724 (ClI 95% = 0.368 — 1.425).

Kdesolevas t06s saadud vastupidine seose efekt klopidogreeli ja geneetilise markeri

rs4244285 vahel ei md&jutanud oluliselt metaanallilisi ennustatavat koondtulemust (joonis
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3B), efekti suurus ja 95% usaldusvahemikud jaid sarnasesse suurusjarku OR = 2.22

(C195% = 1.67 — 2.96), varasemalt OR = 2.37 (CI 95% = 1.82 — 3.09).

A
Referentsuuringute autorid OR [95% usaldusvahemik]
Wu jt., 2012 A 2.63[1.44, 4.82]
Kassimis jt., 2012 ;_.—1 3.02[1.186, 7.86]
Simon jt., 2011 -— 2.94[1.65, 5.25]
Cayla jt., 2011 Crme 2.53[1.61, 3.97]
Sibbing jt., 2011 »—-—| 2.27[1.08, 4.76]
Jin jt., 2011 IS 2.07[1.22, 3.52]
Sawada jt., 2011 Do : 6.45 [2.48, 16.79]
Harmsze jt., 2010 - 1.70 [1.05, 2.74]
Jeong jt., 2010 g | 5.53[1.32,23.13]
Hulot jt., 2010 I 1.29[1.12, 1.49]
Malek jt., 2010 —.—y 2.90[1.29, 6.53]
Aleil jt., 2009 ———— 3.39[1.06, 10.84]
Ennustatav koondtulemus ‘e 2.37[1.82, 3.09]

= T T T T 1
0 5 10 15 20 25

B
Uuringute autorid OR [95% usaldusvahemik]
Wu jt., 2012 »—-—1 263 [1.44, 4.82]
Kassimis jt., 2012 —— 3.02[1.16, 7.86]
Simon jt., 2011 par—— 2.94 [1.65, 5.25]
Cayla jt., 2011 | HEH 2.53 [1.61, 3.97]
Sibbing jt., 2011 [E— 2.27 [1.08, 4.76]
Jinjt., 2011 HE— 2.07 [1.22, 3.52]
Sawada jt., 2011 | ! 6.45[2.48, 16.79]
Harmsze jt., 2010 HH 1.70 [1.05, 2.74]
Jeong jt., 2010 ! 5.53[1.32, 23.13]
Hulot jt., 2010 [ | 1.29[1.12, 1.49]
Malek jt., 2010 —-— 2.90 [1.29, 6.53]
Aleil jt., 2009 —— 3.39[1.06, 10.84]
Jaama, 2017 L 0.72 [0.37, 1.42]
Ennustatav koondtulemus > 2.22 [1.67, 2.96]

Joonis 3. A) Klopidogreeli ja geneetilise markeri rs4244285 seoseid PharmGKB andmebaasis
raporteerinud uuringute tulemuste OR ja Cl 95% vaartuste pohjal koostatud metaanaliis
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forest plot-i joonisel. B) Metaanaliitis koos TU EGV andmete pdhjal teostatud analiiisi
tulemustega — Jaama, 2017.

Klopidogreeliga on seotud ka teine geneetiline marker rs12248560, mille raporteeritud efekti
suuruste p&hjal koostati metaanaliiiis (joonis 4A). Uhes metaanaliilisi kaasatud uuringus
(Cayla jt., 2011) tuvastati markeri oluliselt suurem esinemissagedus kontrollide hulgas
vorreldes juhtudega, mis kirjeldab teiste uuringute suhtes vastupidist efekti (OR = 0.53,
Cl 95% = 0.31 - 0.89). Metaanallilisi ennustatava koondtulemuse OR = 1.47
(CI 95% = 0.50 — 4.29) pohjal ei ole vdimalik jareldusi teha, sest hinnang labib neutraalse
efekti joone (OR = 1). TU EGV geenidoonorite andmete analiiiisil saadi tulemuseks kahe teise

uuringuga (Dai jt., 2012; Sibbing jt., 2010) sarnane, kuid vdiksem efekt OR = 1.165.

TU EGV geenidoonorite andmete analiiiisi kaasamine metaanaliiiisi (joonis 4B) ei mdjutanud
oluliselt ennustatavat koondtulemust efekti suuruse osas (eelnevalt OR = 1.47, teise
metaanallilsi pdhjal OR = 1.37). 95% usaldusvahemik muutus oluliselt vdiksemaks (eelnevalt
Cl 95% = 0.50 — 4.29, teise metaanallilsi pdhjal 0.65 — 2.85). Metaanaliilisi koondtulemus on

jatkuvalt statistiliselt ebaoluline, sest 95% usaldusvahemik |abib neutraalse efekti joone.
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A

Referentsuuringute autorid OR [95% usaldusvahemik]
Dai jt., 2012 —— 1.95[1.26, 3.03]
Cayla jt., 2011 m 0.53[0.31, 0.89]
Sibbing jt., 2010 3.41[1.42,8.18]
Ennustatav koondtulemus _——.___ 1.47 [0.50, 4.29]
I T T T T 1
0 2 4 6 8 10
B
Uuringute autorid OR [95% usaldusvahemik]
Dai jt., 2012 —— 1.95[1.26, 3.03]
Cayla jt., 2011 [ & 0.53[0.31, 0.89]
Sibbing jt., 2010 : 3.41[1.42, 8.18]
Jaama, 2017 -— 1.17 [0.78, 1.75]
Ennustatav koondtulemus ——— 1.37 [0.85, 2.85]
f T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Joonis 4. A) Klopidogreeli ja geneetilise markeri rs12248560 seoseid PharmGKB andmebaasis
raporteerinud uuringute tulemuste OR ja Cl 95% vaartuste pdhjal koostatud metaanaliis
forest plot-i joonisel. B) Metaanaliitis koos TU EGV andmete pdhjal teostatud analiiisi
tulemustega — Jaama, 2017.

Simvastatiini ja geneetilise markeri rs4149056 vahelise seose kolme PharmGKB andmebaasis
raporteeritud efekti suuruse pohjal koostati metaanalliis (joonis 5A). Anallusi
koondtulemus hindab efekti suuruseks OR = 4.10 (Cl 95% = 1.06 — 15.84). Usaldusvahemikku
mahub ka TU EGV geenidoonorite andmete assotsiatsioonianaliiiisil tuvastatud efekt
OR = 1.32. Metaanalllsi hinnangul omab rs4149056 ravimi kdrvaltoimete tekkimisel

suurendatud madju, millega kattub assotsiatsioonianalilsi tulemus.

Lisades metaanaliilisi geenidoonorite andmetel teostatud analiisi (joonis 5B), vahenevad

ennustatavad vaartused suurusjargu vorra. Ennustatav efekti suurus vaheneb (eelnevalt
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vaartuselt OR = 4.10 -> 2.92) ning 95% usaldusvahemik (CI95% = 1.06 — 15.84 -> 1.01 — 8.39)

sarnaselt.

A

Referentsuuringute autorid

OR [95% usaldusvahemik]

Brunham jt., 2012
Voora jt., 2009

SEARCH Collaborative Group jt., 2008

3.20 [0.84, 12.15]
1.70 [1.20, 2.40]

16.90 [4.69, 60.93]

Ennustatav koondtulemus

4.10 [1.06, 15.84]

20 40 60 80
B
Uuringute autorid OR [95% usaldusvahemik]
Brunham jt., 2012 3.20[0.84, 12.15]
Voora jt., 2009 1.70 [1.20, 2.40]
SEARCH Collaborative Group jt., 2008 16.90 [4.69, 60.93]
Jaama, 2017 1.31[0.81, 2.13]
Ennustatav koondtulemus 2.92[1.01, 8.39]

T T T 1
20 40 60 80

Joonis 5. A) Simvastatiini ja geneetilise markeri rs4149056 seoseid PharmGKB andmebaasis
raporteerinud uuringute tulemuste OR ja Cl 95% vaartuste pdhjal koostatud metaanaliis
forest plot-i joonisel.B) Metaanaliiis koos TU EGV andmete pdhjal teostatud analiiiisi

tulemustega — Jaama, 2017.
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2.4 Arutelu

Personaalmeditsiini peamiseks eesmargiks on ohutu ja efektiivse ravi vbimaldamine igale
indiviidile lahtuvalt tema isiklikest eripdradest. Vastav ravimi toimeaine ja annus, mis Ghele
indiviidile sobib ning tagab komplikatsioonideta soovitud raviefekti, vOib teisele mdjuda
sootuks vastupidiselt, pOhjustades ravimi manustamisel kdrvaltoimete tekkimise ning samas
ei saavutata soovitud ravi tulemust. Sellise indiviididevahelise varieeruvuse p&hjusteks on
mitmed erinevad faktorid — nii keskkonna tegurid, patsiendi fisioloogilised eripdrad, kui ka
geneetilised variatsioonid (Meyer jt., 2013). Geneetilise varieeruvuse mdjude tuvastamisega
tegeleb farmakogeneetika, mis on aluseks personaalmeditsiinile (Ma ja Lu, 2011; Schwab ja

Schaeffeler, 2012).

Farmakogeneetika valdkonna uuringuid tehakse pidevalt ile kogu maailma. Mitmed
organisatsioonid on votnud eesmargiks sarnaste uuringute koondamise (htsesse
andmebaasi, et informatsioon oleks lihtsasti kattesaadav. Uheks suurimaks antud
valdkonnas on PharmGKB andmebaas'®>, mis sisaldab ké&sitsi Gle kontrollitud uuringute
tulemusi. Kliinilised annotatsioonid on kattesaadavad erinevate geneetiliste markerite kohta,
mis on klassifitseeritud erinevate mojude jargi ravimi efektiivsuse, metabolismi, doseerimise,

toksilisuse ning korvaltoimetega seotud kategooriatesse (Thorn jt., 2013).

Kdesoleva t66 raames kasutati PharmGKB andmebaasi ravimi korvaltoimetega seotud
uuringute kohta informatsiooni kogumisel. Ainult kdige kérgema hinnanguga (1A ja 1B
olulisusega) ravim-genotilp seosed koondati (ihtsesse andmestikku, et tuvastada
varasemalt tuvastatud seoste replitseeritavus TU EGV geenidoonorite seas. Koostatud
andmestikku lisati 500 individuaalset ravim-genotiilip seost, millest kolmandikul (168 juhul)
polnud raporteeritud assotsiatsiooni efekti suurust. Raporteerimata efekti suurustega
uuringute puhul kontrolliti tulemusi originaalartiklitest ning Uksikutel juhtudel leiti, et
vastavad vaartused on tulemustes valja toodud, kuid puuduvad PharmGKB andmebaasis.

Vastaval juhul tdiendati originaalartiklite pohjal referentsandmesikku.

Assotsiatsiooni efekti suuruse valjatoomine uuringu tulemustes on oluline selleks, et vastava

uuringu tulemusi vorrelda teiste sarnaste uuringutega. Sullivan ja Feinn (2012) kinnitavad

15 https://www.pharmgkb.org
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efekti suuruse vilja toomise tahtsust, sest ilma voib kill teada assotsiatsiooni olemasolust,

kuid osa informatsiooni jaab varjatuks.

Kdesoleva t66 raames uuritud mitmete seoste vordlemine varasemate tulemustega oli
raskendatud raporteerimata efekti suuruse tdttu. Uheks t66 eesmargiks oli varasemate
uuringute koondamine Uhtseks tervikuks metaanaliiisi abil, kuid mitme seose puhul polnud
seda andmete puudulikkuse téttu vdimalik teostada. Metaanallilisi teostamise Uheks
oluliseks pohjuseks oli t66 raames labi viidud analiilside tulemused. Erinevate ravimi
toimeainete ja geneetiliste markerite vahel tuvastati assotsiatsioonianallilisidega kill seitse
erinevat potentsiaalset seost, kuid statistilise olulisuse maara p<0.05 suhtes olid kdik seosed
statistiliselt ebaolulised. Metaanaliiiisi abil sooviti hinnata TU EGV geenidoonorite andmete
pohjal teostatud analliiside tulemuste kattuvust varasemate uuringutega, et tuvastada

efekti suuna ja suuruse sarnasus voi erinevus.
Assotsiatsioonianalliliside statistiliselt ebaoluliste tulemuste pdhjuseid vdib olla mitmeid:

e vdhene ravimi korvaltoimete tekkimisest teavitamine ning nende registreerimata
jatmine patisendi terviseandmetesse;

o spetsiifilised 79 ICD-10 koodi, mis valiti kdrvaltoimete fenotiilpideks, koondavad
vaga eriilmelised haigused;

e analiitisis kasutati TU EGV geenidoonorite andmeid, mis esindavad (ldist
populatsiooni. Indiviidid pole valitud uuringusse vastavalt konkreetsele
manustatud ravimile ja kdrvaltoimetele;

e mitmete ravimite tarvitajate hulk on vaike, mille tottu on mitmetes vastavates
anallitisides kasutaud indiviidide valim vaga vaike;

e ajatelje puudumine andmestikus — pole vdimalik kindlaks teha, kas konkreetse
ravimi manustamine pohjustas kdrvaltoime tekkimise — anallils tentatiivse
loomuga.

Ravimite manustamisest tekkinud kdrvaltoimete vahene teavitamine on suhteliselt levinud
probleem, mille tdpset wulatust on keeruline hinnata. Erinevaid korvaltoimete
alateavitamisega seotud uuringuid koondanud kokkuvdtte andmetel voib kdrvaltoimetega

kokku puutuvate ravimi manustajate teavitamisest erinevatel péhjustel loobuvate indiviidide
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osakaal ulatuda lile 90% (Hazell ja Shakir, 2006). Ravimiameti andmetel*® on kdrvaltoimete
raporteerimine Eestis positiivse trendiga. Kui ravimi tarvitajad tekkivatest korvaltoimetest
arsti ei teavita, ei joua ka vajalikud kanded patsiendi terviseandmestikku. Kaesolevas t66s
tahendaks puudulik andmestik ebatdpset indiviidide klassifitseerimist assotsiatsioonianaliiUsi
juhtudeks ja kontrollideks. Saadaval olevate andmete pdhjal pole vdimalik probleemi
olemasolu kinnitada, kuid tulemuste interpreteerimisel tuleb arvestada selle potentsiaalse

voimalusega.

Kuna uuring teostati populatsiooniandmete pdhjal, on véljatoodud probleemi olemasolu
andmestikus suurem. Tavapadraselt valitakse farmakogeneetilisse anallilsi, milles uuritakse
geneetiliste markerite seost ravimi korvaltoimetega, ainult konkreetset ravimit tarbivad
indiviidid. Uheks vdimaluseks uute ravimite puhul on andmete kogumine ravimi kliiniliste
katsete ajal, mis tagab tdpsema informatsiooni ravimi tarvitajate kohta (Motsinger-Reif jt.,

2013).

Lisaks oli mitme ravimi tarvitajate arv statistilise anallilisi jaoks liiga vdike, kuna statistiline
vOimsus jai madalaks. Oluline on valja tuua, et mitme ravimi puhul oli just kdrvaltoimeid
kogenud indiviidide hulk vaga vaike. Suurema valimi korral assotsiatsioonianallilsis on ka
statistiline voimsus suurem, mis vGimaldab paremini seoseid tuvastada. Antud probleemi
puhul on tegemist Ulelldise farmakogeneetilisi uuringuid puudutava kitsaskohaga (Daly,
2010). Ravimi tarvitajate valimi suurendamise iheks voimaluseks oleks leida esmalt vastavad
indiviidid ning seejdrel koguda nende geneetiline materjal sekveneerimiseks voi

genotlipiseerimiseks ning hilisemaks assotsiatsioonianaltisiks.

Analtusides leitud seitsme seose (p>0.05) kdrvutamiseks varasemate tulemustega teostati
olemasolevate andmete pohjal metaanaliisid. Andmete vahesuse tottu oli vdimalik

metaanalils teostada kolmele assotsiatsioonile:

o klopidogreel ja geneetiline marker rs4244285. Kidesoleva t66 raames teostatud
assotsiatsioonianaliilsis saadi seose efekti suuruseks OR = 0.724 (p = 0.3817),
mis ei kattu metaanallilsi kdigus tuvastatud ennustatava koondtulemusega
(OR =2.37, Cl 95% = 1.82 — 3.09). Metaanallusi hinnangul on markeri rs4244285
genotlilibiga ravimi tarvitajatel suurem tdendosus ravimi korvaltoimete

tekkimisele, geenidoonorite andmetel teostatud anallilis raporteerib vastupidist.

16 https://www.ravimiamet.ee/2016-aastal-laekunud-ravimi-kdrvaltoime-teatised
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o klopidogreel ja geneetiline marker rs12248560. Kaesoleva t66 raames teostatud
assotsiatsioonianaliilsis saadi seose efekti suuruseks OR = 1.165 (p = 0.5838).
Metaanalltsi ennustatav koondtulemus hindab efekti suuruseks OR = 1.47
(CI 95% = 0.50 — 4.29). Metaanaliisi 95% usaldusvahemik on lai ning labib
neutraalse efekti hinnangu (OR = 1), see tdhendab assotsiatsiooni efekti
vOimalikku puudumist. Selle pdhjustavad metaanalllsis kasutatud uuringute
erinevad tulemused, millest kaks uuringut hindavad markeri mdjuks suurenenud
tGendosuse korvaltoimete tekkeks ning kolmas neile vastupidiselt vihenenud
toendosuse. Seetdttu pole anallilside tulemuste vérdlemine informatiivne, kuigi
geenidoonorite andmetel tuvastatud seose efekti suurus sobitub metaanaliitsi
usaldusvahemikku.

e simvastatiin ja geneetiline marker rs4149056. Assotsiatsioonianallilsis
tuvastatud seose efekti suuruseks saadi OR = 1.32 (p = 0.2065), mis sobitub
metaanallilsi ennustatava koontulemuse 95% usaldusvahemikku (OR = 4.10,
Cl 95% = 1.06 — 15.84). Tulemused hindavad seose mojuks markeri rs4149056
genotlilibiga indiviididel simvastatiini manustamisel koérgenenud ravimi

korvaltoimete tekkimise toendosuse.

Ravimi kdrvaltoimete esinemine defineeriti ravimi tarvitajatel 79 spetsiaalselt valitud ICD-10
koodi pd&hjal. Vastavad 79 ICD-10 koodi hdlmavad eriilmelisi haiguseid, mis vdivad olla
pohjustatud erinevatest faktoritest. Samuti takistab uuringute andmestikus ajatelje
puudumine kindlaks maaramast ravimi tarvitamise ja konkreetsele ICD-10 koodile vastava
haiguse avaldumise pd&hjuslikkuse seost. Isegi kui slindmuste jarjekord on kindel (ravimi
korvaltoimeks defineeritud haigus avaldub peale ravimi tarvitamise alustamist), ei ole
paljudel juhtudel véimalik kindel olla, et vastava haiguse pdhjustas konkreetse ravimi

tarvitamine (Eland jt., 1999).

Kiesoleva t66 raames TU EGV geenidoonorite populatsioonipdhise andmestiku pd&hjal
teostatud assotsiatsioonianallitsi tulemused ei ole statistiliselt olulised ning seega ei leidnud
kinnitust PharmGKB andmebaasis 1A ja 1B olulisusega ravimi kdrvaltoimetega seotud ravim-

genotlilip assotsiatsioonide olemasolu ka geenidoonorite kohordis.
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KOKKUVOTE

Kdesoleva magistritod eesmargiks oli PharmGKB andmebaasi 1A ja 1B kindluse maaraga
ravimi  toksilisuse vOi korvaltoimetega seotud ravim-genotlilip assotsiatsioonide
replitseerimine geenidoonorite kohordis kasutades elektroonilistes terviseandmetes

olemasolevaid andmeid.

Selleks koostati vastavate seoste referentsandmestik, mis sisaldas 500 kannet erinevate
ravim-korvaltoime seoste kohta. Andmestikku kaasati 27 geneetilist markerit, mis olid
seotud 46 erineva ravimi toimeaine pOhjustatud korvatoimetega. Vastavate geneetiliste
markerite ning ravimite kdrvaltoimete vaheliste seoste olemasolu tuvastamiseks Tartu
Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonorite kohordis teostati andmete pdhjal
assotsiatsioonianaliitsid. Genotllbiandmed parinesid llegenoomselt sekveneeritud DNA

andmetest ning genotilipiseerimiskiipidelt, kokku 16 226 indiviidilt.

Assotsiatsioonianallitisis kasutati vaid neid indiviide, kes olid vastavat ravimit tarvitanud.
Anallusides leiti seitse voimalikku seost ravimi toimeaine ning kdrvaltoime esinemise vahel
ning tuvastati voimalike seoste efekti suurused. Statistilise olulisuse maara p<0.05 suhtes
olid kdik tuvastatud seosed ebaolulised. Tulemuste pdhjal ei saa kinnitada seoste olemasolu

geenidoonorite kohordis.

Saadud  tulemusi vorreldi varasemalt publitseeritud uuringute  tulemustega
referentsandmestikus, et hinnata efektide suuna ja suuruste sarnasust. Kolme seose kohta
koostati referentsandmestiku pd&hjal metaanaliilsid, visualiseerimaks saadud tulemuste

erinevusi ja sarnasusi.

Kdesoleva t60 pdhjal ei saa kinnitada PharmGKB andmebaasis kliiniliselt oluliste seoste
esinemist ka geenidoonorite kohordis. Kuna mone vdimaliku seose puhul tuvastati
varasemate uuringutega vorreldes samasuunaline tulemus, tasub suurema valimiga
anallise korrata. Edasise uurimise korral tasub kaaluda wuuringu anallilsi disaini

kohandamist vastavalt t60s kasitletud probleemidele.
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Replication of highly significant pharmacogenetical interactions causing

adverse drug reactions based on Estonian Genome Center

Mattis Jaama

SUMMARY

Population variation considering drug response is very high. One drug that suits one
individual may cause adverse drug reactions to another. Variance is affected by different
factors, including genetic variation. Pharmacogenetic studies investigate interactions
between drug response and genetics. Pharmacogenetics is the backbone of personalized

medicine, that strives to achieve safe and effective treatment to every individual.

Genetic variations affecting drug response are mainly in genes coding drug metabolizing
enzymes, drug transporters or drug targets, and in other regions of genome as well.
Detecting genetic markers affecting drug response, pharmacological association analysis is

used.

Analysis results of clinically important drug-genotype interactions are gathered to PharmGKB
database, that includes information about hundreds of different genetic markers interacting

with drug efficacy, metabolism, dosing, toxicity and adverse drug reactions.

In this study, a dataset was constructed based on PharmGKB database, including all clinically
important genetic markers that interacted with adverse drug reactions. This reference
dataset consisted of 500 entries, including 27 different genetic markers interacting with 46
different drugs. Association analysis based on Tartu University Estonian Genome Center’s
gene donor’s data was run based on the constructed dataset to detect interactions in
population data. Genotype data of 16 226 individuals originated from whole genome

sequencing data and data from three different genotyping chips.

The aim of this study was to replicate genetic interactions with drugs and adverse drug
reactions with 1A and 1B level of evidence based on PharmGKB database in Estonian gene

donor’s cohort, using data from electronic health records.

Association analysis discovered seven potential interactions between genetic markers and

adverse drug reactions of specific drugs. All interactions were non-significant considering
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statistical significance value of p<0.05. The results of this study do not confirm the existence

of these interactions in gene donor’s cohort.

The results of association analysis were compared to the results of previously reported
studies using reference dataset to evaluate the similarity of associations effect size and
direction. Meta-analysis was done to visualize differences and similarities of those

interactions, where sufficient data was available.

Based on the results of this study, replication of clinically important interactions from

PharmGKB database in Estonian gene donor’s cohort cannot be confirmed.
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LISAD

Lisa 1. Referentsandmestikust parit ravimite loend.

ATC kood Eestikeelne raviminimetus (ATC koodi vaste)'’
JO5AF06 abakaviir

BO1AAO7 atsenokumarool

MO04AA01 allopurinool

JO1GB teised aminogliikosiidid

NO6AAO9 amitriptiliin

PO1BEO3 artesunate

BO1AC83 klopidogreel+atsetiiiilsalitstitilhape
N02BAO1 atsetttlsalitsiitilhape

NO2BAS80 atsettlsalitstitilhape+askorbiinhape
BO1ACO06 atsetttlsalitstitilhape

BO1AC80 atsetttlsalitstililhape+magneesiumoksiid
JOS5AEQ8 atasanaviir

C10AA05 atorvastatiin

LO4AX01 asatiopriin

LO1BCO6 kapetsitabiin

NO3AF01 karbamasepiin

PO1BB biguaniidid

LO1XA01 tsisplatiin

NO6AB04 tsitalopraam

NO6AAO4 klomipramiin

BO1AC0O4 klopidogreel

JO4ABAO2 dapsoon

NO6AA12 doksepiin

LO1BC02 fluorouratsiil

NO6ABO3 fluoksetiin

NO6AAO2 imipramiin

JO5AEQ2 indinaviir

VO3AF03 kaltsiumfolinaat

NO6AA21 maprotiliin

LO1BB02 merkaptopuriin

LO4AX03 metotreksaat (immunosupressant)
LO1BAO1 metotreksaat (antimetaboliit)
NO6AA10 nortriptdliin

NO6AAOS opipramool

NO3AA02 fenobarbitaal

NO3ABO2 fenitoiin

C10AA03 pravastatiin

LO1BB puriini analoogid

JO5AEQ3 ritonaviir

C10AA01 simvastatiin

LO1BCO3 tegafuur

L01BBO3 tioguaniin

NO2AX02 tramadool

NO6AAO6 trimipramiin

BO1AAO03 varfariin

NO3AX15 zonisamiid

17 bub.e-tervis.ee/classifications/ATC/1/1.xls

50



Lisa 2. Rahvusvaheline Haiguste Klassifikatsioon (ICD-10) peatiikkide kaupa (aluseks WHO
veebilehekiilg'®, Sotsiaalministeeriumi andmebaas'®).

Peatiikk | Kood Nimetus

1 A00-B99 | Teatavad nakkus- ja parasiithaigused

2 C00-D48 | Kasvajad

3 D50-D89 | Vere- ja vereloomeelundite haigused ning teatavad
immuunmehhanismidega seotud haigusseisundid

4 EO0-E90 | Sisesekretsiooni-, toitumis- ja ainevahetushaigused

5 FOO-F99 | Psuithika- ja kditumishaired

6 G00-G99 | Narviststeemihaigused

7 HO0-H59 | Silma- ja silmamanuste haigused

8 H60-H95 | Kbrva- ja nibujatkehaigused

9 100-199 | Vereringeelundite haigused

10 J00-J99 | Hingamiselundite haigused

11 K00-K93 | Seedeelundite haigused

12 LOO-L99 | Naha- ja nahaaluskoe haigused

13 MO00-M99 | Lihasluukonna ja sidekoehaigused

14 NOO-N99 | Kuse-suguelundite haigused

15 000-099 | Rasedus, slinnitus ja stinnitusjargne periood

16 PO0-P96 | Perinataal- e stinniperioodis tekkivad teatavad seisundid

17 Q00-Q99 | Kaasaslindinud vaararendid, deformatsioonid ja
kromosoomianomaaliad

18 RO0-R99 | Muijal klassifitseerimata simptomid, tunnused ja kliiniliste ning
laboratoorsete leidude halbed

19 S00-T98 | Vigastused, mirgistused ja teatavad muud valispShjuste toime
tagajarjed

20 V01-Y98 | Haigestumise ja surma valispGhjused

21 Z00-Z99 | Terviseseisundit mdjustavad tegurid ja kontaktid
terviseteenistusega

22 U00-U99 | Koodid spetsiifiliste eesmarkide jaoks

18 http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2010/en
19 http://rhk.sm.ee
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Lisa 3. Nimekiri t60s kasutatud ravimi korvaltoimetega seotud ICD-10 koodidest.

E03.2
E06.4
E16.0
E66.1
E87.1
F23.8
G24.0
G44.4
G62.0
G72.8
G72.9
H26.3
142.7
147.2
149.0
195.2
138.4
J38.5
170.2
K71.0
K71.1
K71.8
K71.9
K72.0
K76.9
L23.3
L24.4
L25.1
L27.0
L27.1
L50.0
L50.8
L50.9
L51.0
L56.1
M10.2
M60.8
M60.9
M66.5
M87.1
N14.0
RO5
R74.0
R82.5
T37.1
T39.0
T39.1
T39.8
T42

Ravimite ja muude eksogeensete ainete péhjustatud hipotiireoos
Ravimitekkene tiireoidiit

Ravimitekkene koomata hiipogliikeemia

Ravimitekkene rasvumus

Hilipo-osmolaalsus ja hiiponatreemia

Muud dgedad psiihhootilised episoodid

Ravimitekkene diistoonia

Muijal klassifitseerimata ravimitekkene peavalu

Ravimitekkene poliineuropaatia

Muud tapsustatud miiopaatiad

Tdapsustamata miopaatia

Ravimitekkene katarakt

Ravimite ja muude valistegurite p&hjustatud kardio(mio)paatia
Ventrikulaarne tahhikardia

Stidamevatsakeste virvendus ja laperdus

Ravimitest tingitud hiipotensioon

K&riturse e kdriodeem

Kdrispasm

Ravimi pShjustatud dgedad kopsude interstitsiaalsed haigusseisundid
Maksatoksikoos sapipaisu e kolestaasiga

Ravimitest pShjustatud (dge; krooniline) maksapuudulikkus
Maksatoksikoos maksa muude talitlushairetega

Tapsustamata maksatoksikoos

Age ja aladge maksapuudulikkus

Tapsustamata maksahaigus

Nahale toimivate ravimite pohjustatud allergiline kontaktdermatiit
Nahale toimivate ravimite pohjustatud arritav kontaktdermatiit
Nahale toimivate ravimite pdhjustatud tdpsustamata kontaktdermatiit
Uldine nahalééve rohtudest ja ravimitest

Piirdunud nahal66ve rohtudest ja ravimitest

Allergiline ndgeslodve

Muu ndgesloove

Tapsustamata nogeslodve

Mitmekujuline pdienditeta nahaverevus

Fotoallergiline reaktsioon ravimile

Ravimite pdhjustatud podagra

Muu muosiit

Tapsustamata lihasepdletik e miosiit

Tapsustamata kddluse spontaanne rebend

Ravimite pShjustatud luukarbus

Analgeetikuminefropaatia

Koha

Transaminaasi ja piimhappe dehiidrogenaasi taseme tous
Rohtude, ravimite ja bioloogiliste ainete kdrgenenud uriinitasemed
Muirgistus muobakterivastaste ravimitega

Murgistus salitstilaatidega

Miirgistus 4-aminofenooli derivaatidega

Miurgistus muude mujal klassifitseerimata mitteopioid-analgeetikumide ja antipiireetikumidega
Murgistus antiepileptikumide, sedatiiv-hiipnootiliste ja parkinsonismivastaste ravimitega

52



T42.1
T42.4
T42.6
T43

T43.0
T43.2
T43.5
T43.9
T44.7
T45.5
T46.0
T47

T50

T50.1
T50.8
T50.9
T78.2
T78.3
T188.7
X40

X40.01

X41.91

X44

X44.09

X44.28

X44.99

Y40.0
Y43.3
Y44.2
Y47

Y55.6
Y57.5
Y¥59.0
Y88.0
788.1
788.8

Miirgistus iminostilbeenidega

Mirgistus bensodiasepiinidega

Murgistus muude antiepileptikumide ja sedatiiv-hiipnootiliste ravimitega

Miurgistus mujal klassifitseerimata pstihhotroopsete ravimitega

Murgistus tritsiikliliste ja tetratsikliliste antidepressantidega

Mirgistus muude ja tdpsustamata antidepressantidega

Mirgistus muude ja tdpsustamata antipsihhootikumide ja neuroleptikumidega

Miurgistus tdpsustamata psiihhotroopse ravimiga

Mirgistus mujal klassifitseerimata beeta-adrenoretseptorite antagonistidega

Mirgistus antikoagulantidega

Murgistus slidant stimuleerivate gliikosiidide ja sama toimega ravimitega

Miirgistus peamiselt seedeelundeisse toimivate vahenditega

Murgistus diureetikumide ja muude ning tdpsustamata ravimite ja bioloogiliste ainetega
Mirgistus lingudiureetikumidega

Mirgistus diagnostikumidega

Miurgistused muude ja tdpsustamata ravimite, medikamentide ja bioloogiliste vahenditega
Tapsustamata anafiilaktiline shokk

Angioneurootiline turse

Rohu v6i ravimi tapsustamata kahjulik toime

Juhuslik mirgistus mitteopioidsete analgeetikumide, antiplreetikumide voi
antireumaatikumidega ning nende toime

Juhuslik mirgistus mitteopioidsete analgeetikumide, antipireetikumide voi
antireumaatikumidega ning nende toime

Juhuslik mirgistus antiepilektlkumide, sedatiivhiipnootiliste, parkinsonismivastaste vdi mujal
klassifitseerimata psiihhotroopsete ravimitega ning nende toime tahhiikardia

Juhuslik mirgistus muude ja tdpsustamata rohtude, ravimite v8i bioloogiliste ainetega ning nende
toime

Juhuslik mirgistus muude ja tdpsustamata rohtude, ravimite vGi bioloogiliste ainetega ning nende
toime

Juhuslik mirgistus muude ja tdpsustamata rohtude, ravimite v6i bioloogiliste ainetega ning nende
toime

Juhuslik murgistus muude ja tdpsustamata rohtude, ravimite voi bioloogiliste ainetega ning nende
toime

Ravimisel ebasoodsat toimet avaldavad siisteemsed penitsilliinid

Ravimisel ebasoodsat toimet avaldavad muud kasvajavastased ained
Ravimisel ebasoodsat toimet avaldavad antikoagulandid

Ravimisel ebasoodsat toimet avaldavad rahustid, uinutid ja drevusvastased ravimid e
trankvillisaatorid
Kirurgilise vdi muu meditsiiniabi tlsistused

Kirurgilise vdi muu meditsiiniabi tlsistused

Kirurgilise voi muu meditsiiniabi tlisistused

Rohtude, raviainete ja bioloogiliste ainete pdhjustatud ebasoodsa toime hilisnahud
Muude antibiootiliste toimurite allergia anamneesis

Muu uimasti-, ravimi- ja bioloogiliste ainete allergia anamneesis
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