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INFOLEHT

Geneetiline varieeruvus mikroRNA geenides

MikroRNAd (miRNAd) on olulised kdigis pdhilistes rakulistes protsessides, sealhulgas
rakkude jagunemisel, diferentseerumisel ja apoptoosis. Seondudes sihtmérk-mRNAle
moduleerivad nad mRNA t66d. Geneetiliste variantide poolt pdhjustatud hdired selles
regulatsiooniprotsessis vdivad viia erinevate haiguste tekkeni.

Uhenukleotiidsed muutused miRNA  jérjestustes omavad inimese kui terviku
funktsioneerimises olulist rolli ning seega on oluline omada vdimalikult palju informatsiooni
nende asukohtade ning mdju kohta miRNA funktsioneerimisele.

Antud t66 raames on vaadeldud {iihenukleotiidseid variatsioone (SNVsid) mikroRNA
geenides Eesti Geenivaramu andmestiku pohjal. Kindlaks on tehtud miRNA geenides asuvad
SNVd, nende asetsemine mikroRNA funktsionaalsetes osades, samuti SNVde tihedus
vastavates piirkondades. Veel on t60s késitletud mikroRNAde haigusseoselisust ning kahe

mikroRNA pdhjal on ka vaadeldud SNVde konserveeritust 14bi liikide

Mairksdnad: mikroRNA; Uhenukleotiidsed variatsioonid
CERCS teaduseriala: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Genetic variation in microRNA genes

MicroRNAs (miRNAs) are important factors in all main cell processes, including cell
division, cell differentiation and apoptosis. Through binding to their target mRNA they may
inhibit it’s work, which may lead to development of different diseases. Single nucleotide
variations (SNVs) in these small molecules might have a strong impact on the functioning of
human organism, which makes it critical to obtain more information about their locations and
impact.

In the following work we have observed SNVs in miRNA genes based on the Estonian
Genome Center dataset. We have identified SNVs located in miRNA genes, as well as the
density of these variations in different functional parts of a microRNA. In addition, we
identified relationship between SNV density in a microRNA gene and it’s association to a
disease. Finally, based on two microRNAs, the relationship of evolutionary conservation and

SNVs through different species were described.

Keywords: microRNA; single Nucleotide Variation
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KASUTATUD LUHENDID JA TERMINID

AF — Allele frequency, alleelisagedus

Alusjérjestus — The seed sequence, miRNA seondumist méérav jérjestus

3> UTR — 3’ untranslated regioon, 3’ mittekodeeriv regioon

HC miRNA — High Confidence microRNA, korge usaldusvéddrsusega miRNA
EGV — Eesti Geenivaramu

eQTL - Expression quantitative trait loci, ekspressiooni kvantitatiivse tunnuse lookused
GWAS - Genome-wide association study, iilegenoomne assotsiatsiooniuuring
miRNA — mikroRNA

mRNA — messengerRNA, informatsiooni-RNA

pre-miRNA — prekursor miRNA

pri-miRNA — primaarne miRNA

SNV — Single nucleotide variation, iihe nukleotiidne muutus



SISSEJUHATUS

MikroRNAd (miRNAd) on viikesed mittekodeerivad RNAd, millel on oluline funktsioon
geeniregulatsioonis. Nad omavad téhtsust kdigis pohilistes rakulistes protsessides, sealhulgas
rakkude jagunemisel, diferentseerumisel ja apoptoosis. MikroRNAd reguleerivad kodeerivate
geenide ekspressiooni post-transkriptsioonilisel tasemel ning seondudes oma sihtmérk-
mRNAga vdivad takistada selle t66d, mille tagajérjel vdivad alguse saada mitmed erinevad

haigused.

MiRNAd avastati eelmise sajandi 10pus ning alates sellest ajast on nende moju uuritud suures
mahus. MiRBase’i andmebaas, mis haldab endas miRNA geene erinevatest liikidest, laieneb
pidevalt. Siiski lelame me pidevalt aina uusi aspekte miRNA funktsioonide ning mdju kohta
organismi, kui terviku, funktsioneerimisele. Selle pohjuseks voib pidada asjaolu, et miRNA
seondumise pea ainsaks aluseks on komplementaarsus miRNA alusjirjestuse ning mRNA
seondumissaidi vahel, mis annab vdimaluse mitmetel mRNAdel olla {ihe miRNA sihtmaérgiks
vdi samuti ithel mRNAI olla mitme miRNA sihtmirgiks. Uheks vdihem uuritud aspektiks
miRNAde puhul on variatsioonid nende geenides ning nende mdju miRNA edasisele
funktsioneerimisele. Siiski itihenukleotiidsed muutused miRNA geenides vdivad omada
edasisele protsessile suurt moju, avaldades moju seondumisele sihtmirk geenile, mistdttu see

ei saa toimida enam nii, nagu mitte muutunud alleeli puhul.

Antud magistritod eesmdrk on kindlaks teha Eesti Geenivaramu andmestiku pohjal
tthenukleotiidsed muutused, mis modjutavad mikroRNAsid ning nende seondumist
sthtmirgile. Seoses sellega antakse iilevaade nende asukohtadest miRNA funktsionaalsetes

osades ning hinnatakse nende mdju miRNA funktsiooni muutumisele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 MikroRNAd

MikroRNAd (miRNAd) moodustavad suure perekonna keskeltldbi 21 nukleotiidi pikkustest
mitte-kodeerivatest RNAdest. Nad on iiheks oluliseks geenide avaldumise regulaatoriks
loomades ja taimedes. Imetajates kontrollivad miRNAd kolmandikku valku kodeerivate
geenide aktiivsusest (Rajewsky, 2006). Samuti osalevad nad peaaegu koigis rakulistes
protsessides. Paardudes mRNAga vahendavad miRNAd translatsioonilist repressiooni voi
mRNA degradatsiooni (Filipowicz ef al., 2008).

MiRNAde aktiivsust tdheldati esmakordselt C.elegans’i geenides, kui mérgati, et varbussi
varajast arengut kontrollivates geenides on olulised tegurid kaks véikest regulatoorset RNAd,
lin-4 ja let-7 (Lee et al., 1993). Let-7 homolooge tdheldati aastal 2000 ka korgemates
organismides (Reinhart et al., 2000), andes alust arvata, et let-7 ja ka teised vdikesed RNAd
on paljudes liikides olulisel kohal (Pasquinelli et al., 2000). Varsti peale seda leiti lin-4 ja let-
7 RNAsid erinevates organismides: ussides, kdrbestes ja imetajates. Neid véikeseid RNAsid
hakati nimetama mikroRNAdeks (Lagos-Quintana et al., 2002). Ténaseks pédevaks on selge,
et miRNAsid leidub lisaks loomadele nii taimedes, rohevetikates kui ka viirustes (Griffiths-

Jones et al., 2008).

1.1.1. MiRNAde biogenees

MiRNAde transkriptsioon voib toimuda nii intronite kodeerivast alast kui ka teistelt geenidelt,
nagu nditeks teistelt mitte kodeerivatelt RNAdelt voi ka kodeerivate geenide eksonitelt. Enim

toimub miRNAde transkriptsioon siiski nende endi geenidelt.
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Joonis 1: miRNAde biogenees. Tuumas transkribeeritakse RNA poliimeraasi II voi III abil
pri- miRNA. Transkript 1digatakse enstiimkompleksi Drosha-DGCRS8 abil pre-miRNAks
ning viiakse eksportiin-5-Ran-GTP kompleksi abil tuumast tsiitoplasmasse. Dicer-TRBP
kompleks 16ikab pre-miRNAd nii, et tekib miRNA dupleks. Dupleksi funktsionaalne osa
(punane) ithineb Ago2 valgu abil RISC kompleksiga, mis tunneb sihtmirkgeenide 3 -UTR
jérjestustes dra komplementaarsed saidid ja valgu ekspressioon surutakse maha. Marklaud-
mRNA ning miRNA vahelise komplementaarsuse ulatusest soltub, millise mehhanismi kaudu

toimub geeniekspressiooni kontroll (kohandatud Winter ef al., 2009 jirgi).



Moned miRNAd, mis asetsevad intronites jagavad enda regulatoorseid elemente ja
primaarseid transkripte pre-mRNA peremees geenidega. Ulejisinud miRNA geenid arvatakse

olevat transkribeeritud nende enda promootoritest (Lee, 2002).

RNA poliimeraasideks, mis voivad pri-miRNA transkriptsiooni ldbi viia on poliimeraas II ja

poliimeraas III (Johnson et al,. 2003).

Peale transkriptsiooni 16ikab mikroprotsessor kompleks pri-miRNA katki. Mikroprotsessor
kompleks koosneb RNase III Drosha ensiiiimist ja tema RNAga seonduvast partnerist,
DGCRS. Tulemuseks on juuksendela struktuur, mille pikkus on keskeltldbi 65 nukleotiidi.
Seda struktuuri nimetatakse pre-miRNAks. Pre-miRNA struktuuri tunneb &dra Exportin-5
(XPOS) ensiitim, mis transpordib molekuli tsiitoplasmasse, kus toimub todtlemine ATP-
soltuva RNaase I1I-e Dicer ensiitimi poolt (Yi ef al,, 2003). Diceri t66 tulemuseks on lithike
19-24 aluspaarine miRNA dupleks. Selle dupleksi juhtivahel moodustab RNA indutseeritud
vaigistamise kompleksi (RISC), mis sisaldab Argonaut valke pdhikomponentidena. RISC
kompleksis olev miRNA toimib kui giid, tundmaks dra rakulist mRNAd, et indutseerida

nende degradatsiooni voi inhibeerida translatsiooni (Joonis 1).

1.2 MiRNAd ja haigused

Alates inimese tdisgenoomi kindlaks tegemisest on teadus aina rohkem keskendumas
mittekodeerivate RNAde uurimisele ja nende rollile inimese genoomis. Nende viikeste
RNAde roll inimeste haigustes teeb neist olulised molekulid, mida kliiniliste uuringute
valguses on vaja moista. MiRNAd on olulisel kohal véga paljudes arenguprotsessides, nagu
nditeks metabolism, rakkude proliferatsioon, apoptoos, arengu ajastus ja neuraalsete rakkude
saatus. Teised regulatoorsed rollid on neuraalne geeniekspressioon, aju morfogenees, lihaste

diferentseerumine ja tiivirakkude jagunemine (Mattick ja Makunin, 2005).

Niitidseks on tehtud kindlaks miRNAde oluline roll protsessides, mis on seotud eukariiootide
arenguga. Ténu nende potentsiaalile kontrollida rakkude kasvu ja differentseerumist on nad

head kandidaadid véhi teraapias (Bartel, 2004).

MiRNAde vihesust voi iilehulka on seostatud mitmete kliiniliselt oluliste haigustega, nagu
niiteks miiokardi infarkt ja autoimmuunhaigused. Uhenukleotiidsed mutatsioonid miRNAs
vOi tema sihtmirgis on mehhanismiks, mis mdjutavad miRNAde efekti rakus (Szymanski et

al., 2005).



1.2.1 MiRNAd ja vihkkasvajad

Inimese miRNA geenid asuvad tihti genoomsetes piirkondades, mida seostatakse vidhiga.
Nendes miRNAdes esineb suurel hulgal erinevaid mutatsioone, mille mdju on erinevatele
viéhitiilipidele erinev. Kdige sagedamini esineb {ihenukleotiidseid mutatsioone (transitsioone
ja transversioone), harvemini deletsioone ja insertsioone. Nende mutatsioonide
esinemissagedus miRNAdes varieerub soltuvalt vihitiiiibist. Sagedamini esineb mutatsioone
miRNAdes, mis on seotud melanoomi, endometriaalse-, rinna- ja maovihiga ning harvemini
hepatotsellulaarse kartsinoomi, medulloblastoomi ja kilpndarmevdhi puhul (Tuna et al.,
2016), mille pdhjal saab viita, et esmalt mainitud véhitiitipide puhul vdib miRNAdel olla

juhtiv roll vihi levikus ning arengus.

Kindlaks on tehtud, et vihiga seotud miRNAd on rohkem konserveerunud ning nende SNVde
sagedus on madalam vdrreldes mitte vdhiga seotud miRNAdega. Samuti on niidatud, et
vihiga seotud miRNAdJ asetsevad rohkem klastrites, kui mitte vihiga seotud. Antud aspektid
voivad viidata sellele, et vihkkasvajate tekkeks on vajalik ka mitmete erinevate miRNAde
koostdd. SNVd esinevad neis siiski harvemalt, kuid asetsevad positsioonides, mis on
mRNAle seondumiseks kriitilise tdhtsusega, olles seelébi oluliseks faktoriks vdhkkasvajate
tekkes. Seega, on miRNAd iiheks vdimalikuks viisiks véhi levikut diagnoosida (Zhou et al.,

2015).

1.3 MiRNAde geneetiline varieeruvus

Paljud uuringud on sidunud miRNAsid mitmete erinevate bioloogiliste protsessidega,
sealhulgas raku kasv, proliferatsioon, diferentseerumine ning areng (Kloosterman ja Plasterk,
20006). Selle loogilise jareldusena seostatakse miRNA deregulatsiooni erinevate haigustega
nagu vihk, aga ka psiihhiaatriliste- ja neuroloogiliste haigustega (Lu M et al., 2008). Nagu
ka teistel funktsionaalselt olulistel geneetilistel elementidel oodatakse ka miRNAdes pigem
viiksemat geneetilist varieeruvust ning vihem mutatsioone. Suurel enamusel mutatsioonidel
vOib olla negatiivne efekt nende funktsionaalsusele vai biogeneesile (Sun G et al., 2009).
Seega voivad haigus-seoselised SNVd miRNA tasemeid mdjutada véga erinevatel viisidel.
Nii néditeks voivad mutatsioonid miRNA biogeneesi geenides mojutada miRNA protsessimist,
SNVd pre-miRNAdes miRNA valmimist ning SNVd miRNA promooter alas juba valmis
miRNA ekspressiooni (Hrdlickova ef al., 2014).
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1.3.1 MiRNAd ja iihenukleotiidsed muutused

Erinevad in silico analiiiisid tihenukleotiidsete muutuste kohta inimese miRNA geenides on
ndidanud, et miRNA geenidel on madalam SNVde tihedus, kui nendega kiilgnevatel
regioonidel (Saunders et al., 2007; Gong et al., 2012; Han ja Zheng, 2013).

MiRNA geeni siseselt on valmis jérjestusel (mature miRNA) madalam SNVde tihedus kui
pre-miRNAdel. Sealjuures on seondumist mééraval jdrjestusel ehk alusjdrjestusel (the seed
sequence) madalaim SNVde tihedus, ndidates nende funktsionaalset olulisust. Samuti on
nédidatud negatiivse korrelatsiooni esinemist SNVde arvu ja haiguste vahel, mida seostatakse
miRNAga (Han ja Zheng, 2013). See omakorda tdestab geneetiliste variantide olulisust

miRNA geenides seoses nende funktsiooniga ning seotust inimese haigustega.

SNVd on indiviidide erisuses vdga olulise tdhendusega, mingides rolli nii paljude
fenotiilipide, omaduste ning haiguste tekkes (Shastry, 2009). Erinevad muutused miRNAde
endi geenides mdjutavad nende biogeneesi, funktsionaalse ahela valikut ning sihtmérgi
valikut. Praeguseks hetkeks on kindlaks tehtud vdga mitmete miRNA sihtmérkide ning
miRNA geenide SNVde seos erinevate haigustega (Ryan ef al., 2010). On niiteks kindlaks
tehtud, et SNV pre-miR-146a-s vdhendab valmis miRNA ekspressiooni ning soodustab
papillaarse kilpnddrme kartsinoomi teket (Jazdzewski, et al., 2008). Samuti on néidatud,
kuidas mutatsioon inimese miR-96-s pohjustab progressiivset kuulmis-kadu (Mencia, et al.,

2009).

1.3.2 Uhenukleotiidsed muutused miRNAdes vidhimarkeritena

Genoomi-iilesed uuringud on teinud kindlaks mitmeid geneetilisi markereid genoomi mitte-
kodeerivates osades. Kaks mirkimisvddrset ndidet on vidhkkasvajate tekkega seostatud
piirkonnad kaheksanda kromosoomi pikas 0las (8q24.2) ning 11. kromosoomi pikas Olas
(11q13.3) (Tumbull et al., 2010). Nendes piirkondades on kindlaks tehtud 37 miRNA geeni.
Nendes miRNAdes on uuritud néditeks tihte SNVd miR-1206-es (rs2114358) ja kahte SNVd
miR-612s (rs550894, rs12803915), mille puhul on tiheldatud seotust védhiga (Kim et al.,
2012). Antud t66des on miR-612-e ekspressiooni tdheldatud rakutiiiibi spetsiifiliselt;
ekspressioon suureneb SNVde esinemise puhul eesnddrme véhi rakuliinides, vdheneb aga
kddrsoole vdhi rakuliinides ning ei oma mingit efekti rinnavdhi rakuliinidele. SNV (
rs2114358) miR-1206 —es mojutas samuti miRNA ekspressiooni médra, kuid seda mitte

rakuliini spetsiifiliselt (Kim ez al., 2012).
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1.3.3 MiRNAd ja koopiaarvu muutused

Koopiaarvu variatsioonid (CNVd) on genoomse piirkonna koopiate arvu varieerumine
indiviidide vahel (Iafrate et al., 2004).

CNVde ning miRNAde koevolutsiooni ning interaktsioone peetakse katseks saavutada
tasakaal doosi-tundlikes geenides, samal ajal suurendades mitmekesisust mitte-tundlikkes
geenides, panustades seeldbi liikide evolutsiooni. [n silico iilegenoomsed analiilisid on
ndidanud, et nii miRNA geenide enda kui ka nende seondumissaitide arv on CNV
piirkondades korgem, kui mitte CNV piirkondades. (Felekkis ef al., 2011).

Koike seda arvesse vottes vOime oletada, et miRNAd on tekkinud evolutsiooni kéigus

mehhanismina tdstmaks tolerantsi genoomi plastilisuse suhtes (Dweep et al., 2013).

1.3.4 Geneetilise variantide seosed fenotiilipidega

Mitmed uuringud on ndidanud korrelatsiooni poliimorfismide vahel pri-miRNAdes (Hogg ja
Harries, 2014) ning vastava hulgaga miRNAdes. Niiteks vaadates geneetilisi variante inimese
pre-miRNAdes, mis on seotud rinnavdhiga on esile tdstetud kaks haruldast varianti pre-
miRNAdes, miR-30c ja miR-17 (Shen et al., 2009). Sellega kaasnevad muutused nende

sekundaarstruktuuris, mis omakorda viib ebakorrapdrase miRNA ekspressioonini.

Viise, kuidas jérjestuse variatsioon vdib miRNAde aktiivsust mdjutada on mitmeid. Nende
hulka kuuluvad:

1) variatsioon jérjestustes, mis madravad miRNA biogeneesi;

2) variatsioonid pre- voi pri-miRNA jérjestuses;

3) variatsioon miRNA promootor alas;

4) variatsioon jdrjestuses, mis on vajalik seostumiseks mRNAle.

Nii néditeks variatsioonid RAN (rs14035), DROSHA (rs10719), XPOS5 (rs11544382) ja DICER
(rs3742330) geenides, mis on iihed pohilised miRNA biogeneesi eest vastutavad geenid, on
seostatud idiopaatilise korduva raseduse katkemisega (Jung et al., 2014) ning geeni XPOS5
variant rs11544382 on seostatud esmase munasarja puudulikkusega (Rah ef al., 2013). Samuti
on variatsioone miRNA protsessimise masinavérgis seostatud vihiga. Seda pdhjusel, et kaks
SNV’d GEMIN4 geenis (rs2740348 ning rs7813) voivad olla seotud suurenenud riskiga neeru
kartsinoomi tekkeks (Horikawa et al., 2008) ning iihenukleotiidne mutatsioon rs11077, mis

asub XPO35 geenis ja on seostatud hepatotsellulaarse kartsinoomiga (Liu et al., 2014).
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1.4 miRNAde klastrid

MiRNAde kogumid, mis asetsevad genoomis Tliksteise ldhedal nimetatakse miRNAde
klastriteks. Klastrisse arvestatakse miRNAd, mille kaugus teineteisest jadb 10kb vahemikku
(Shalgi et al., 2007). Selle raames on kindlaks tehtud, et kaugused miRNA paaride vahel
genoomis jargivad bimodaalset jaotust ehk kdige sagedamini esinevaid vairtusi on mitu. Vahe
kahe maksimumi vahel on umbes 10kb, millest saabki oletada, et 10kb v&ib olla maistlik
suurus miRNA klastrite defineerimiseks.

MiRNAde soodumust klastreid moodustada tidheldati esmakordselt vdikeste mitte-kodeerivate
RNAde suuremahulises uuringus (Lagos-Quintana et al., 2003).

Praecguseks on tehtud kindlaks, et miRNAde klastrid on laialt levinud just loomade
genoomides (Olena ja Patton, 2010). Sellega seoses on ndidatud, et iile 30% inimese, hiire,
roti ja kana miRNA geenidest asuvad klastrites (Megraw et al., 2007).

Samuti on tdheldatud miRNA klastrite konserveerumist erinevates liikides (Altuvia et al.,
2005). Antud asjaolu annab kinnitust, et need klastrid on omandanud spetsiaalsed
regulatoorsed funktsioonid bioloogilistes protsessides. Sarnaselt on ka ekspressiooniuuringud
ndidanud, et klasterdunud miRNAd ekspresseeruvad tihti koos (Baskerville ja Bartel, 2005).
Seega on tdendoline, et eksisteerib regulatoorne koordineerimine klasterdunud miRNAde

vahel.

1.5 Meetodid SNVde uurimiseks miRNAdes

Meetodeid miRNAde uurimiseks on erinevaid ning olenevad, nagu iga uuringu puhul,
esitatud kiisimusest. Uheks mdjusaimaks viisiks SNV-de funktsionaalsuse kindlaks tegemisel
on leida eQTL effekt (Hrdlickova et al., 2014).

Hapmap’i konsortsiumi SNVde uuringus (The International HapMap Consortium, 2003)
tuvastati 32 3°’UTRi SNVd, mis potentsiaalselt mdjutavad miRNA seondumist (Gamazon et
al., 2012). Kuna miRNAdel on palju sihtmirke, siis on andmete analiilisiks vaja meetodeid,
mis suudavad neid sihtmirke eristada. MiRNAde valdkonnas kuuluvad tdenduspodhiste viiside
alla RNA ristsidumine RISC kompleksile, nende komplekside immunosadestamine hdivates
Argonaut valgu (enim kasutatakse antikehi, mis toimivad Argonaudi vastu voi kasutatakse
rakuliine, mis ekspresseerivad mirgitud Argonaut valke), samuti sekveneeritakse mRNA
sthtmirke kompleksis. Selliste meetodite ndideteks on AGO2 HITS-Clip (Chi et al., 2009),
PAR-CLIP (Hafner et al., 2010) ning CLIP-seq (Zisoulis et al., 2010). Nende meetodite
kitsaskohaks on, et nad ei anna spetsiifilist informatsiooni miRNA seondumise kohta kindlale

sthtmirgile. Probleemi lahendamiseks on vélja tootatud meetod, CLASH (Helwak et al.,

13



2013), mille puhul on tegu hiibriidide ristseondumise, ligatsiooni ning sekveneerimisega.
Selle meetodi korral toimub esmalt RISC komplekside ristscondumine, eraldatud Argonaudi
immunosadestamisest ning seejdrel ligeeritakse RNA neis kompleksides, mille tulemusel
formeeruvad miRNA-sihtmadrk mRNA hiibriidid, mida saab sekveneerida. Tanu CLASHile on
olemas ka korge lahutusvoimega meetod, millega identifitseerida sihtmirke, kuhu miRNA
seondub ning annab ettekujutuse sellest, millised fraktsioonid RISC kompleksis on hdivatud

spetsiifiliste miRNAde poolt.

1.5.1 MiRNAde SNVde andmebaasid

Selleks, et koondada erinevaid andmeid SNVde kohta miRNAdes vO0i nende
seondumiskohtades on loodud mitmeid veebipdhiseid andmebaase ja vahendeid. Néiteks on
olemas dbSMR (Hariharan et al., 2009), mille puhul on tegu andmebaasiga, kus on inimese
miRNA seondumiskohad ning SNVd, mis nendes seondumiskohtades leiduvad.
Andmebaasist saab informatsiooni kiisida kasutades kas geeni nime, miRNA nime,
poliimorfismi voi transkripti ID koodi. Andmebaasist oli vdimalik vaadata niiteks
regulatoorsete SNVde rolli 3°’UTR alas ning populatsiooni spetsiifiliselt moduleerida miRNA

sihtmaérke.

Veel iiheks andmebaasiks on miRNASNP andmebaas (Gong et al., 2015), kus on vilja
toodud SNVd pre-miRNAdes nii inimeses kui ka teistes liikides ning sihtmérgi spetsiifilisuse

teke vO1 kadu miRNA alusjérjestuses voi 3’UTR regioonis sthmiark mRNAdes.

Veel iiheks olemasolevaks andmebaasiks on miRvar (Bhartiya ef al., 2011), mille puhul on
tegu kasutajate endi poolt hallatava ressursiga, kdsitlemaks genoomset variatsiooni miRNA
lookustes. mirVar pakub kasutaja-sobralikku Idhenemist uurimaks variante erinevates
miRNAdes, sisaldades informatsiooni selle variandi positsiooni ning alleeli muutuse suhtes
vastavas miRNAs. Andmebaasist saab samuti otsida miRNAsid kasutades nende nime,

haigus-seoselisust, SNV asukohta juuksendela struktuuril ja kromosoomi.

Veel iiheks andmebaasiks on mirVAS (Cammaerts et al., 2015), mille puhul on tegu
programmiga, mis ennustab geneetiliste variantide moju miRNAdele. MirVAS automatiseerib
ennustamise, annoteerides SNVasukoha miRNA juuksendela funktsionaalsele regioonile ning

annoteerides kdik struktuursed muutused miRNAs, mis antud variandiga kaasnevad.

Paljud neist keskenduvad SNVdele just miRNAde seondumiskohtades, kuid on ka
andmebaase, mis keskenduvad muutustele miRNA enda geenides ning sellele kuidas see

mojutab nende sihtmérgi valikut ja biogeneesi.
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1.6 miRNAde evolutsioon

MiRNAsid leidub enamike eukariiootide genoomides, alustades pruunvetikatest kuni
korgemate loomadeni vélja. Siiski meetodid, kuidas miRNAd funktsioneerivad ning kuidas
neid protsessitakse, viitavad sellele, et tekkeviis on loomadel ning taimedel olnud sdltumatu
(Cuperus et al., 2011). Seega nditeks taimedes toimub kogu miRNA biogeneesi protsess

tuumas ning Drosha ja DGCR8 homolooge taimedes ei leia.

MiRNAd on kasulikud fiilogeneetilised markerid, sest aja jooksul nad véga kiirelt
evolutsioneerunud ei ole (Wheeler et al., 2009). Regulatoorse mehhanismina périnevad
miRNAd RNA interferentsi masinavérgist, mis oli algselt kasutusel voditluses eksogeense
geneetilise materjali vastu, nagu néiteks viirused (Pashkovski ja Ryazansky, 2013). MiRNAd
voisid tekkida morfoloogiliste innovatsioonide kaudu, muutes geenide ekspressiooni
spetsiifilisemaks. Need tdiendused on lubanud aga tekkida aina keerukamatel organismidel ja
seega on ka miRNAdel oma roll elu keerukuse tekkes. Samuti seostatakse jéirske

morfoloogilisi innovatsioone korge miRNAde akumulatsiooniga (Heimberg ef al., 2008).

Uued miRNAd tekivad erinevatel viisidel. Nii nditeks vdoivad miRNAd périneda juuksendela
struktuuride tekkest DNA mitte-kodeerivates alades (intronid vdi intergeensed regioonid), aga
ka juba olemas olevate miRNAde duplikatsiooni ja modifikatsiooni teel (Nozawa et al.,
2010). Evolutsiooni kiirus (nditeks nukleotiidsed asendused) evolutsiooniliselt nooremates
miRNAdes on vorreldavad teiste mitte-kodeerivate DNA elementidega, viidates neutraalsele
evolutsioonile. Siiski vanematel miRNAdel on muutused tekkinud harvemini (tihti viéhem kui
iiks asendus saja miljoni aasta kohta) (Peterson et al., 2009). Evolutsiooniline surve toimib
erinevatele miRNA regioonidele eritugevusega, kusjuures piirkonnad, mis on elutdhtsad

funktsioneerimiseks on enam konserveerunud (Warthmann et al., 2008).

SNVde osakaal pre-miRNAdes on tunduvalt madalam kui seonduvatel regioonidel ning see
viheneb miRNA evolutsioonilise vanuse tdusuga. Nii pre-miRNAde kui ka miRNAde puhul
on SNVde tihedus suhteliselt suurem uuemate miRNA geenide puhul, vorreldes nendega, mis
parinevad varasemast ajast (Zhu et al., 2012). Jarjestuse konserveeritus on tugev miRNAdel,
mis parinevad ajast enne primaatide-niriliste lahknemist, andes vdimaluse oletada tugevat
puhastavat valikut nii pre-miRNAdele kui ka valmis miRNAdele vanade miRNA geenide
puhul. Samal ajal evolutsiooniliselt nooremate miRNAde puhul on jérjestuse asenduste arv
suur, molema nii funktsionaalsete jirjestuste kui ka nende ldhedaste regioonide osas, olles

rohkem kui kolm korda kdrgemad kui vanemate miRNAde puhul (Zhu et al., 2012).
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1.7 Suuremad populatsiooniuuringud

MiRNA SNV-de kindlaks tegemiseks on ldbiviidud mitmeid suuremahulisi populatsiooni
uuringuid. Uhe sellise pdhjal on koostatud varem mainitud MirSNP andmebaas. Selles
andmebaasis on kindlaks tehtud 414 510 SNVd, mis vdivad mdjutada miRNA-mRNA
seondumist (Liu ef al., 2012). Kasutades mirSNP andmebaasi kolme aju eQTL
andmestikule on kindlaks tehtud neli SNVd (rs3087822, rs13042, rs1058381 ja
rs1058398), mis véivad mojutada miRNA seondumist ning seeldbi muuta nende sihtmark
geenide ekspressiooni ajus. Samuti on skisofreenia GWAS tuvastanud seitse miRNA

SNVd (Liu et al., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 TOO EESMARK

Antud t60 eesmirk on leida Eesti Geenivaramu geenidoonorite andmestikust
tihenukleotiidsete muutuste asukohad miRNA geenides ning hinnata nende mdju ja

haigusseoselisust.

2.2 MATERJAL JA METOODIKA
2.2.1 Todvoo iildkirjeldus

Antud t66s on varieeruvust miRNA geenides hinnatud erinevaid aspekte vaadeldes. Allpool
on toodud iilevaade kasutatatud meetoditest.

Kasutusel on SNVde informatsioon Eesti Geenivaramu andmestikust (valimist rohkem kirjas
allpool). Pre-miRNA ning miRNA koordinaadid saadi mirBASE’1 andmebaasist ning nendes
leiduvad SNV filtreeriti vélja kasutades UCSC andmebaasi tabel-otsingumootorit. Seejérel
defineeriti funktsionaalsed pre-miRNA osad, et teha kindlaks ka varieerumise erinevus
erinevates pre-miRNA osades. Koigiks nendeks analiitisideks kasutati UCSC tabel-
otsingumootorit ning filtreerimist selle alusel.

Uhe iilesandena vaadeldi t66 kidigus antud SNVde evolutsioonilist konserveerumist lébi
selgroogsete, seda kahe pre-miRNA niitel, mille alusjdrjestuses asus SNV. Selleks voeti
mirBASE’ist koik olemasolevad antud pre-miRNA jirjestused ning annoteeriti inimese
jérjestuse alusel.

Kodigi nende sammudega loodetakse antud t60ga anda esmane iilevaade varieeruvusest

miRNA ning pre-miRNA geenides Eesti populatsioonis.

2.2.2 Valimi kirjeldus

Antud uurimistdd kaigus kasutati kogu genoomi jérjestusega Eesti Geenivaramu doonorite
andmeid (N=2244). Nendest 1000 indiviidi olid andnud ndusoleku osaleda teistkordses
proovide andmises (keskmine aeg proovide andmise vahel on neli ja pool aastat). Teine osa
indiviididest (N=1300) wvaliti eesméirgiga katta vdimalikult hidsti Eesti populatsiooni
geneetiline mitmekesisus, kasutades selleks geenidoonori enda poolt teatatud siinnikoha infot.
Kogu genoomi sekveneerimise metoodika, kvaliteedikontroll ning variantide tuvastamine on

detailselt kirjeldatud Guo et al. artiklis (Guo et al., 2017). Pirast erinevatel etappidel
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labiviidud kvaliteedikontrolli j&i 10plikuks analiiiisitavate indiviidide arvuks 2244. Kogu
genoomi sekveneerimise protsessi on kirjeldatud lithidalt allpool.

Sekveneerimine viidi 14bi Broad Instituudis kasutades Illumina HiSeqX aparatuuri. Iga
positsioon genoomis kaardistati keskmiselt 30-kordse kattuvusega. Saadud jirjestused
joondati inimese referentsgenoomile (hgl9) kasutades Burrows-Wheeler Aligner’it (BWA)
(Li ja Durbin, 2009). Geneetilised variandid tuvastati programmiga HaplotypeCaller paketist
GATK v3 (Van der Auwera et al., 2013), (DePristo et al., 2011), (McKenna et al., 2010).

Variantide kvaliteedikontrollis rakendatud parameetrid on tipsemalt kirjeldatud Guo, et al
artiklis (Guo et al., 2017).
Uuringute 1dbiviimiseks on geenidoonorid andnud informeeritud ndusoleku ning olemas on

Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee kooskdlastus.

2.2.3 MiRNAde genoomsed koordinaadid

MiRNA informatsioon saadi miRBase andmebaasist (21 versioon). Sealne informatsioon
sisaldas miRNA nime ja asukohta genoomis. Andmestikus on 1877 inimese pre-miRNAt,
millest 295 on kdorge usaldusvéirsusega ning 2810 miRNAt, millest 617 kuuluvad korge
usaldusvairsusega andmestikku.

Selleks, et tegu oleks kdrge usaldusvéddrsusega miRNAga peab miRBase 21 versioonis
jérjestus olema kaardistatud vihemalt 10 korral mdlema o6la suunal ning kokku peab olema
seda jérjestust kaardistatud vihemalt 100 korda. Korge usaldusviirsusega andmeid on vaja,
kuna uute viikeste RNAde avastamise hulk kasvab hiippeliselt, tulenevalt tiiustunud
sekveneerimisvahendidest. Seega satuvad miRBase valimisse ka miRNAd, mille
ekspressioonitase on viga madal. Nad asuvad viga spetsiifilistes kudedes voi ajutiselt mingis
rakutsiikli faasis. Seetdttu ongi vaja korge usaldusvédidrsusega valimit, mille pohjal saame
kindlalt véita, et tegu on reaalsete miRNAdega, mitte fragmentide vai teiste transkriptidega.
Analiiiisid on 14bi viidud nii kogu valimi kui ka kdrge usaldusvairsusega miRNAdega.
MiRNAde koordinaadid on konverteeritud UCSC andmebaasi kasutades genoomi versioonist
GRCH38 versiooni GRCH37 (hgl9). Seda just pohjusel kuna hgl9 puhul on tegu koige

tdielikumalt annoteeritud versiooniga.
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2.2.4 MiRNA geenides olevate variantide tuvastamine

Uhenukleotiidsed muutused Eesti Geenivaramu tiisgenoomide andmestikus tuvastati miRNA
genoomsete koordinaatide pohjal. Variantide véljavotmine teostati kasutades Mart Kalsi poolt

koostatud késujada.

2.2.5 Funktsionaalsed miRNA osad

MiRNA funktsionaalsed regioonid méérati vastavalt joonisele 2 (joonis 2). Alusjérjestus

koosneb miRNA nukleotiididest 2-8 (alustades miRNA 5’ otsast).

} pre-miRNA |

|

[ miR &' | p———— mR3 —

8

: 5miR 71 : | 3miR

S T I o D leiBnsd IR | e
5' pre-mir | alusjérjestus Ulejaanud 5'miR . juuksendelaling  : asiarestus | llejaanud 3'mi {3 pre-mir
f——— miRNA —— —— miRNA ———|

Joonis 2. Pre-miRNA skemaatiline struktuur. Valmis miRNA koosneb 5’miR
alusjdrjestusest ning iilejddnud 5’miR struktuurist. Teine valmis miRNA samadest 3’'miR

komponentidest. Kahe miRNA vahele pre-miRNA struktuuris jaib juuksendela struktuur.

(Carbonell et al., 2012).
2.2.6 Variantide maidramine miRNA struktuuris

Scale 29 bhases| { heig

hra: 241,395,458| 241,395,508|
-—-3» GGCCGGCGCCCGAGCTCTGGCTCCGTGTCTTCACTCCCGTGCTTGTCCGAGGAGGGAGGGAGGGACGGGGGCTGTGCTGGGGCAGCTGGA
EGV_SNVY
I |
rs71425439 |
rs2292332

ha19_HConf_Fri_295_BED
mir—-149

h219_Mature_617_BED

miR-149-3p
P NAS, and microRNAS fro
P3PPI PRI 53

Simple Nucleotide Foluymorphisms (dbSNF 147) Found in >= 12 of Samples

miR-149-Sp B
C/

hsa-mir-149

rs71425433
rszago2ssz i
Simple Nucleotide Folumorphisms (dbSNF 147)

rSS29566 045 ] rs773885113 [l rs762457734 rs771452552 Wl
rs545670597 i rs747327479 i rs776925770 Wl
rs714234

Joonis 3. Visuaalne kujutis iihest miRNA geenist (mir-149), kasutades UCSC genoomi
brauserit, kus lisaks kasutaja sisestatud EGV SNVdele on vilja toodud ka dbSNP
andmebaasis olemasolevad SNVd. Joonisel on vilja toodud hg19 referents genoomijérjestus;

pre-miRNA mir-149 asukoht; miRNAde mir-149-3p ja mir-149-5p asukohad; EGV SNVde
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asukohad genoomil; USCS andmebaasis olev miRNA asukoht; dbSNP andmebaasi sisestatud
SNVd.

Selleks, et teha kindlaks variandi esinemine miRNA geenis sisestati UCSC genoomi
brauserisse (Kent ef al., 2002) EGV SNVde genoomsed koordinaadid ning samuti miRNAde
koordidaadid. Antud tegevuse tulemusena saadi visuaalne kujutis SNVde esinemisest miRNA
geenides. Vordluste tegemiseks kasutati sama andmebaasi tabeltootlus vahendit (Karolchik et

al., 2004).

2.2.7 SNVde tiheduse definitsioon

SNVde tiheduse arvutamiseks jirjestuses on kasutatud jargnevat valemit

N x 1000

SNV tihedus = I

Kus N tahistab SNVde arvu jérjestuses ning L on jdrjestuse (miRNA) pikkus, aluspaarides.

SNVde tiheduse visualiseerimiseks kasutati R-tarkvara.

2.2.8 miRNA ja haiguste vahelised seosed

MiRNAde ja haiguste vahelised seosed laeti alla Inimese miRNA ja haiguste andmebaasist
(Human MiRNA & Disease Database, HMDD), kus séilitatakse kirjandusest leitud ja inimese
poolt iile kontrollitud seoseid miRNAde ja haiguste vahel (Lu et al., 2008). Seisuga
23.05.2017 leidus seal 10 368 sisestust, mis sisaldasid 572 miRNA geeni ning 378 haigust
3511 kirjanduslikust allikast.

2.2.9 Statistilised analiitsid

Andmetabeleid korrastati programmi Microsoft Office Excel 2010 abil ja iildine valimit
iseloomustav analiiiis viidi 1dbi programmiga R (versioon 3.2.0) ning Microsoft Office Excel

2010-ga. Karpdiagrammide joonistamisel kasutati programmi R (versioon 3.2.0).

2.2.10 Jarjestuste joondamine

Joondamiseks kasutati programmi T-Coffee ning koik joondamised on tehtud inimese (hsa,

Homo Sapiens) jérjestuse annotatsioonil.
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2.3 TULEMUSED JA ARUTELU

2.3.1 MiRNA geenide variatsioon Eesti Geenivaramu andmestiku pdhjal

Eesti Geenivaramu tdisgenoomide andmestikust (N=2244) leiti 1735 SNVd pre-miRNAs.

Sagedasteks variantideks on voetud alleelid, mille alleelisagedus (AF) on suurem kui 1% ning
haruldasteks variantideks alleelid, mille AF on vaiksem kui 1%. Eesti Geenivaramu valimis
on 403 (23,2%) sagedast varianti (AF >1%) ning 1332 (76,8%) haruldast varianti (AF<1%).
Tabel 1 votab kokku SNVde arvu ning nende paiknemise kas prekursor voi kiipse miRNA

struktuuris.

Tabel 1. Kokkuvdte leitud variantide positsioonidest. Valimi suurus, sekveneeritud
indiviidide arv (geenodoonorite arv); SNVde arv, leitud SNVde arv valimis; dbSNV, SNVd
valimist, mida on juba varem kirjeldatud; SNVd pre-miRNAs, kui palju SNVsid asusid
miRNA  prekursor  piitkonnas  (kdrge  usaldusvédidrsusega ~ miRNAd/mitte-korge
usaldusvédrsusega miRNAd); SNVd kiipses miRNAs, kui palju SNVsid asusid kiipse miRNA

struktuuris; haigusseoselisus, SNVde hulk, mis on seotud mone teadaoleva haigusega.

miRNA Valimi  SNVde dbSNV SNV pre- SNVd kiipses Haigus-
suurus arv miRNAs miRNAs seoselisus

EGV

valim 2244 1735 1288 228/1730 97/655 754

Edaspidi on vaadeldud SNVde esinemist miRNAdes ja pre-miRNAdes. Samuti on eraldi esile

toodud korge usaldusviirsusega andmestikud.
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Joonis 4. SNVsid sisaldavad miRNAd ning pre-miRNAd. X-teljel on esitatud nii
korgeusaldusvéddrsusega (HC) miRNAd, kui ka pre-miRNAd ning mitte-korge
usaldusvéddrsusega miRNAd ning pre-miRNAd. Y-teljel on esitatud miRNAde osakaal

protsentuaalselt, milles esines SNV.

Joonisel 4 on toodud vilja miRNAd, milles leidus SNV EGV andmestikus. Vilja on toodud
protsentuaalselt nende miRNAde ning pre-miRNAde osakaal, mis sisaldasid SNVd Eesti

Geenivaramu andmestikust.

HC miRNAde puhul on tegu korge usaldusvédrsusega andmetikuga, kus 617 miRNAs on
SNV 86-s, mis esindab 12% antud miRNAdest. MiRNA andmestikus on toodud ko&ik hetkel
mirBASE-is vilja toodud miRNAd, mida on 2800, nendest sai SNV kindlaks teha 549-s. See
kujutab endast 20% koigist miRNAdest. Pre-miRNAde puhul sai kindlaks teha 1877
miRNAst SNV 10151-s miRNAs, mis esindab 49% koigist miRNAdest. Vaadates vaid korge
usaldusvéirsusega pre-miRNAsid oli voimalik leida 295-st pre-miRNAst 144 SNVga
miRNAt.

Jargnevalt vaadeldi ka ithes miRNAs leitud SNVde arvu, mille jirgi saame ka pildi nende

molekulide variatsioonide suurusest. Uhes pre-miRNAs olevate vdimalike SNVde arv

varieerus korge-usaldusvéirsusega pre-miRNAde andmestikus nullist viieni.
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Joonis 4. SNVde jagunemine pre-miRNAdes. X-teljel SNVde arv ning Y-teljel korge-

usaldusvédrsusega pre-miRNAde arv.

Ule iihe SNV on 53-s pre-miRNAs, mis moodustab 35% kdigist pre-miRNAdest. Samas mitte
itheski pre-miRNAs ei olnud {iile viie SNV, mis tdendab nende geneetiliste elementide olulist
funktsiooni. Enim, ehk viis SNVd leidus kahes pre-miRNAs. Need asusid seitsmendas
kromosoomis miRNAs miR-182-s ning 14 kromosoomis asuvas miR-431-s.

MiR-182-s on 109 nukleotiidses pre-miRNAs viis SNVd. Kaks neist asuvad 3’pre-miRNAs
ning 3 juuksendela struktuuris. Teine viie SNVga pre-miRNA asub 14 kromosoomis ning on
miR-431. Seal asub iiks SNV 5’pre-miRNAs, iiks juuksendela struktuuris ning kolm
3’premiRNAs.

SNVde taoline jaotumine viitab miRNAde olulisusele, kuna siiski enamus neist (65%) ei oma

ihtegi SNVd, mis tagab nendele miRNAdele ka vdimaluse talitleda vastavalt enda algsele

funktsioonile.
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Joonis 5. SNVde jaotus esinemissageduse jirgi. X-teljel SNVde jaotus vastavalt nende
esinemissagedusele; Y-teljel on toodud protsentsuaalselt antud sagedusega SNVde esinemine

EGV valimis.

Antud valimis on 1735 SNVd, millest 1288-t on varasemalt UCSC genoomi andmebaasis
kirjeldatud. Sellest 1288st 853 on haruldased variandid (AF < 1%) ning 435 sagedased
variandid (AF=>1%). 447 varianti ei ole varem kirjeldatud ning kategoriseeruvad seetdttu

uudsete variantide alla.
Jargnevalt on vaadatud erineva sagedusega SNVde hulka miRNAdes vastavalt nende

funktsionaalsele piirkonnale ja seda just kdrge usaldusviirsusega andmestikus vottes arvesse

varasemalt vélja toodud prekursor miRNA struktuuri jaotust. SNV leidus 144 pre-miRNAs.
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Joonis 6. Kéikide variantide jaotus pre-miRNA erinevates funktsionaalsetes osades. X-
teljel on vélja toodud pre-miRNA funktsionaalsed osad vastavalt varasemalt defineeritule; Y-

teljel on ndidatud vastavates pre-miRNA osades asuvate SNVde arv.

Vaadeldes SNVde jaotumist pre-miRNAs vastavalt miRNA funktsionaasetele osadele nédeme,
et suurim hulk SNVsid leidub juuksendela struktuuris, mis on ka oodatav, sest selle struktuuri
osa miRNA funktsionaalsuse mairamisel ei ole nii oluline kui niiteks alusjérjestuses, kus
nideme ka varieeruvust kdige vihem.

27 SNVd mdjutavad miRNA alusjdrjestusi, mis on olulised seondumisel miRNA sihtmérgiga

ning seega ka miRNA funktsioneerimisel.
Erinevates miRNAdes ja nende osades on erineva hulga ning tihedusega mutatsioone. Selleks,

et teha kindlaks nende mutatsioonide ulatus erinevates miRNA funktsionaalsetes osades

vaadeldi SNVde tihedust.
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Joonis 7. SNVde tihedus erinevates miRNA funktsionaalsetes osades. X-teljel on toodud
erinevad miRNA funktsionaalsed osad ning y-teljel SNVde tihedus. Vilja on toodud
3’premiR, 3’miR alusjirjestus, 5’ premiR, 5’miR alusjirjestus, juuksendela struktuur,
tilejddnud 3° miRNA osa ning tilejddnud 5° miRNA osa. Karpdiagrammi keskmine joon toob
esile mediaani. Ulemine piir esindab kolmandat kvartiili ning alumine piir esimest.
Karpdiagrammi ’vurrud’’ esindavad 95% usaldusintervalli maksimumi ja miinimumi. Ringid

kujutavad erindeid, mis sellest intervallist vilja jddvad.

Néeme jooniselt 7, et SNVde tiheduste mediaan on alusjirjestustes tunduvalt madalam kui
tilejddnud osades. See on kooskdlas miRNA funktsioneerimise pdhitddedega, mis toob esile,
et alusjarjestus on miRNA funktsioneerimise jaoks kriitilise olulisusega, kuna on téhtis
seondumiseks mRNAle. Siiski ndeme alusjirjestuses enim korvalekallet normaaljaotusest, kus
mone miRNA puhul saame tiheldada ka mediaanist tunduvalt suuremat SNVde arvu. See
toendab asjaolu, et kuigi enamuses leidub miRNA alusjdrjestuses vihesel méddaral SNVsid, on

seal siiski mone liksiku miRNA puhul SNVde tihedus suur.
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2.3.2 Haigusseoselised SNVd miRNAdes

Variandid, mis modjutavad miRNA toimimiseks eluvajalikke regioone, nagu nende
alusjdrjestus voi juuksendela struktuur, vdivad kaasa tuua suure tdendosusega tagajérgi
miRNA funktsionaalsusele ning organismi fenotiiiibile.

Tabelites 2 ja 3 on toodud EGV valimis leitud SNVd, mis asuvad funktsionaalselt olulises
alusjérjestuses. Kahte alleeli saab pidada sagedaseks, sest nende alleelisagedus iiletab 1%
piiri, 1s2910164 (AF = 0.801916) ning 152273626 (AF = 0.550802). Kokku asus
funktsionaalselt  olulises  alusjdrjestuses 24  SNVd, mis moodustab kogu
korgeusaldusvairsusega pre-miRNAdes asuvatest SNVdest 10,7%.

Esimene sagedane alleel rs2910164 asub miR-146a-s, mida on varasemalt seostatud 143
erineva haigusega. Esile v0ib seal hulgas tdsta ithe miR-146-3p sihtmérgi PTTG1, mille valgu
tase on positiivses korrelatsioonis pdievdhi migratsiooni, invasiooni, metastaasise ning
kasvuga. MiR-146-3p iileekspressiooni puhul aga olid eelmainitud protsessid pdievéhi
kontekstis inhibeeritud.

Teist pre-miRNAt, miR-4707, mille alusjirjestuses asub sage alleel rs2273626 on seostatud
kroonilise obstruktiivse kopsuhaigusega (Wang, et al., 2016).

Seega SNV antud miRNAde alusjérjestuses voib mdjutada antud miRNA seondumist oma

sihtmérk geenile, mille tagajérjel voib miRNA seondumine olla hiiritud, mis omakorda vodib

viia fenotiiibiliste tulemusteni.
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Tabel 2. MiRNAde 3’ alusjirjestuses asetsevad SNVd. pre-miRNA- premiRNA, kus antud SNV leidub; SNV- referents ning mutatsiooniga alleel,

variandi number dbSNP andmebaasis (olemasolul); asukoht — SNV kromosomaalne asukoht; AF- alleelisagedus, millega antud variant EGV valimis

esineb; haigus(ed) — haigused, millega antud miRNAd kirjanduse alusel seostatud on.

pre-miRNA
miR-146a
miR-1296
miR-192
miR-493
miR-323a
miR-181d
miR-1249
miR-4536-1
miR-615
miR-96
miR-1307
miR-504
miR-506

SNV
C/G (rs2910164)

C/T

T/C
G/T
G/A
G/A (rs369928561)
G/A
A/G
G/A
A/G

G/A
C/T

G/A

Asukoht
Chr5:159912418

Chr10:65132745

Chr 11:64658647
Chr14:101335457
Chr14:101492118
Chrl19: 13985772
Chr22: 45596859
ChrX: 55477948

Chr12: 54427797
Chr7: 129414553

Chr10:105154073
ChrX: 137749901

ChrX: 146312284

AF
0.801916

0.000222816

0.000891266
0.000222816
0.000222816
0.000222816
0.000222816
0.000222816
0.000222816
0.000222816

0.000222816
0.000445633

0.000222816

Haigus(ed)

Poievéhk (Xiang et al., 2017)
Maovéhk (Shan et al., 2017)
Kopsuvihk (Mancuso et al., 2016)
Prolaktinoom (Chen ef al., 2012)
Epilepsia (Che et al., 2017)
Glioblastoom (Zhang et al., 2012)
Melanoom (Leidinger et al., 2010)

Maksavahk (Wu et al., 2016)
Poievéhk (Eissa et al., 2015)
Eesnddrmevéhk (Qiu ja Dou, 2017)
Glioom (Guan et al., 2015)

Kohundarmevihk (Cheng et al., 2016)



Tabel 3. MiRNAde 5’ alusjirjestuses asetsevad SNVd. pre-miRNA- premiRNA, kus antud SNV leidub; SNV- referents ning mutatsiooniga alleel,
variandi number dbSNP andmebaasis (olemasolul); Asukoht — SNV kromosomaalne asukoht; AF- alleelisagedus, millega antud variant EGV valimis

esineb; haigus(ed) — haigused, millega antud miRNAd kirjanduse alusel seostatud on.

pre-miRNA SNV Asukoht AF Haigus(ed)

miR-488 C/T (rs199722070) Chrl: 176998564 0.000891266 Maovihk (Wu et al., 2016)

miR-128-2 G/A Chr3: 35785986 0.000445633 Hepatotsellulaarne kartsinoom (Zhuang et al., 2015)
miR-25 C/T Chr7: 99691249 0.000222816 Kohundarmevihk ( (Deng, et al., 2016)

let-7a-1 T/A (rs201607747) Chr9: 96938244 0.000445633 Ajukasvaja (Li, Zhang, Chen, & Ma, 2016)
miR-450a-2  A/G (rs141784874)  ChrX: 133674612  0.00557041 -

miR-4707 C/A (rs2273626) Chrl4: 23426182 0.550802 -

miR-433 C/T Chr14: 101348236  0.000222816 Miieloproliferatiivne kasvaja (Lin, et al., 2013)
miR-302c¢ T/C Chr4: 113569575  0.000222816 Ajukasvaja ((Wang, et al., 2015)

miR-627 A/G Chr15:42491772 0.000222816 Koéhunédarmevihk ( (Shin, Ng, Chan, Kwong, & Chu, 2015)
miR-328 C/G (rs188892061) Chrl6 : 67236292 0.00356506 Melanoom (Li, Wang, Gong, Fang, & Guo, 2015)
miR-654 A/T Chr14: 101506570  0.0013369 Eesnddrmevihk (Formosa, et al., 2014)
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HMDD (Human microRNA Disease Database) on késitsi kogutud miRNAde ja haiguste
seoselisuse andmebaas. Vorreldes seda kdrge usaldusvédrsusega pre-miRNA andmebaasiga,
tdheldasime et 295 pre-miRNAst 245 (83%) on varem seostatud mdne haigusega ning 50
(17%) mitte. MiRNAt, mis on assotseerunud vdhemalt iihe haigusega nimetatakse haigus-
seoseliseks miRNAks ning kui {ihtegi seost iihegi haigusega varem tdheldatud ei ole,

nimetatakse miRNAt mitte-haigusseoseliseks.
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Joonis 8. SNVde tihedus vastavalt haigus- ning mitte-haigusseoselistes miRNAdes. X
teljel on toodud haigus ning mitte-haigusseoselised miRNAd ning Y-teljel SNVde tihedus.
Karpdiagrammi keskmine joon toob esile mediaani. Ulemine piir esindab kolmandat kvartiili
ning alumine piir esimest. Karpdiagrammi *’vurrud’ esindavad 95% usaldusintervalli

maksimumi ja miinimumi. Ringid kujutavad erindeid, mis sellest intervallist vilja jddvad.



Joonis 5 niitab, et SNVde tihedus haigus-seoselistes miRNAdes on madalam kui mitte-
haigusseoselistes miRNAdes, kuid see tulemus ei ole statistiliselt oluline (t-test; p-vdirtus —
0.2294). Korge p-védrtus voib tuleneda ka antud valimi véiksusest. Siiski on see ka

varasemale informatsioonile toetudes oodatav tulemus.

Huvitavaks asjaoluks antud tulemuste juures vdib pidada aga seda, et jaotus mitte-
haigusseoseliste puhul on l&hemal normaaljaotusele kui haigusseoseliste puhul. Ehk isegi kui
keskmiselt leiame haigus-seoselistest miRNAdest vdhem SNVsid, kui mitte-
haigusseoselistest, siis erindeid on haigus-seoseliste puhul tunduvalt rohkem. Mis annab
omakorda aga kinnitust asjaolule, et osade haigus-seoseliste miRNAde puhul leiame SNVsid

vigagi suure tihedusega.

2.3.3 miRNA alusjérjestuses paiknevad SNVd evolutsioonilise konserveerumise taustal

Kuna paljud SNVd esinevad antud valimis korge alleelisagedusega on huvitav kindlaks teha
ka antud populatsioonis leitud positsioonide konserveerumine ldbi liikide ning seda just
selgroogsete hulgas. Jargnevalt ongi kahe miRNA (mir-146a ja mir-654) alusjérjestuses asuva

SNV puhul vaadeldud evolutsioonilist konserveeritust.

Mir-146a-s paikneb SNV (rs2910164) positsioonil +60 (C>G). Allpool toodud joonduselt
ndeme, et tegu on inimese spetsiifilise muutusega.

Antud SNV asub miRNA 3’alusjdrjestuses ning selle miRNA ekspressiooni on enim
tdheldatud rinnakoes, vereplasmas ning maksa kudedes (Human miRNA expression database).
Enim on antud miRNAt tuvastatud just rinnavédhiga seotud kudedes. Patsientidel, kel esines
rinna- vO01 munasarjavihk, diagnoositi haigus varem just neil, kellel esines antud lookuses C
alleel vorreldes nendega, kel esines G alleel (Shen ef al., 2008).

Huvitavaks teeb antud SNV ka asjaolu, et tegemist on inimese spetsiifilise variatsiooniga.
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+60 (C>G)

hsa-mir-146a  UGUCAGACC GAAAUUCAGUUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCAUCG -------------- U
mmu-mir-146a UGUCAGACC GAAAUUCAGUUCUUCAGC-------------“““elJommmmmm e -
rno-mir-146a  UGUCAGACC GAAGUUCAGUUCUUUAGCUGGGAUAGCUCUAUCGUCAU --------------
gga-mir-146a UGUCAGACCCAUGGGGCUCAGUUCUUCAGCUUGGAUAUUUCUGUCUUC----------------
oan-mir-146a  UGACAGACC GGGGCUCAGUUCUUGAGCUGGGGUACCUCUGUCCUCGCAGAAUCCAGGAGAA
mml-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAAUUCAGUUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCGUCG--------------
cfa-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAGUUCAGUUCUUCAG----=---=-----=-“--“-“““coomommmoo-
tr-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAAUUCAGUUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCAUCG-------------- U
ta-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAGUUUAGUUCUUUAGCUGGGAUAUCUCUAUCAUCCU--------------
mdo-mir-146a  UAUCAGACCUAUGAAACUCAGUUCUUCAGCUGGAAUAUCUCUGUCAUC----------------
eca-mir-146a CGUCAGACC GAAGUUCAGUUCUUCAGCU------------““““““ccmmmmmmm oo
ppy-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAAUUCAGUUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCGUCG-------------- U
ssc-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAGUUUAGUUCUUCAGCUGGGAUAUC-------------------------
cgr-mir-146a  UGUCAGACCUGUGAAGUUCAGUUCUUCAGCUGGGAUAGCUC--------U--------------
ggo mir-146a  UGUCAGACC GAAAUUCAGUUCUUCAGCUGGGAUAUCUCUGUCAUCGUGCG---CUUGA GG
i-mir-146a UGUCAGACCUGUGAAGUUUAGUUCUUUAGCUGGGAUAUCUCUGUCAUCCU--------------

B T * % dokokkkokok Kk

cons
Joonis 9. Mitmene joondus pre-mir-146a jirjestusele segroogsete hulgas, annoteeritud
hsa (Homo Sapiens) jirjestuse jargi.
Hsa, Homo sapiens; mmu, Mus musculus; rno, Rattus norvegicus, gga, Gallus gallus, oan,
Ornithorhynchus anatinus, mml, Macaca mulatta; cta, Canis familiaris; ptr, Pan troglodytes;
bta, Bos taurus; mdo, Monodelphis domestica, eca, Equus caballus,ppy, Pongo

pygmaeus;ssc, Sus scrofa; cgr, Cricetulus griseus, ggo, Gorilla gorilla; chi, Capra hircus.

C  mm——— u u uu c u g uc
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4 uguewe - - 2 oo 00 ®
Joonis 10. Pre-mir-146a juuksendela struktuur mirBASE’ist. Esile on toodud 60

positsioonil olev SNV C>G. Roosaga on kujutatud miRNA asukoht, must on pre-miRNA

ning juuksendela struktuur.

Teine miRNA, mille alusjirjestuses leidus SNVsid on mir-654, mille 5’ alusjérjestuses leiti
EGYV valimis 3 SNVd positsioonidel +15 (A< T), +16 (T<C) ning +22 (G<A).

Antud miRNA ekspressiooni on enim tdheldatud rinna kudedes, vereplasmas ning pankrease
kudedes miRNA database). Antud miRNA puhul néeme,

(Human expression

referentsalleelide puhul konserveerumist 14bi liikide.
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+15 (A>T) 416 (T>C) 422 (G=>A)

hsa-mir-654 --------------u-n--- GGGUAAGUGGAAAGAUGGUGGGLCGCAGAACAUGUGCUGAGUUCGUGCC
mmu-mir-654  ----------c------- CUCGGUAAGUGGGAAGAUGGU UGCAGAACAUGUGUGUUUCUCAUGUC
mml-mir-654  -------------------- GGGUAAGUGGAAAGAUGGUGGGECGCAGAACAUGUGCUGAGUUCGUGCC
tr-mir-654 --------------eo-no-- GGUAAGUGGAAAGAUGGUGGGLCGCAGAACAUGUGCUGAGUUCGUGCC
ta-mir-654 --------------ooo--- GGGUUAGUGGAAAGGUGGUGGGEUGCAGAACAUGUGCUUCCUUCGUGUC
ppy-mir-654  -------------------- GGGUAAGUGGAAAGAUGGUGGGLCGCAGAACAUGUGCUGAGUUCGUGCC

oar-mir-654  G----AG-CCC--CCAACCUGGGUUAGUGGAAAGGUGGUGGGLUGCGGAGCAUGUGCUUCCUUCGCGUC
ggo-mir-654  AGGUGGGGCUGAGCCCUCCAGGGUAAGUGGAAAGAUGGUGGGLCGCAGAACAUGUGCUGAGUUCGUGCC

cons dok dokkokok kkok koK Fk kok kok kokokkokk Xk * x

Joonis 11. Mitmene joondus pre-mir-654 jirjestusele selgroogsete hulgas miRBASE’is
leiduvatele jérjestustele. Annoteeritud hsa (Homo sapiens) jéarjestuste jargi.
Hsa, Homo sapiens; mmu, Mus musculus, mml, Macaca mulatta, ptr, Pan troglodytes, bta,

Bos taurus; ppy, Pongo pygmaeus, ssc, Sus scrofa; oar, Ovis aries; ggo, Gorillag gorilla.

MSIT) s (aaa
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1111 L U O O O
3' cccg uuu 'uacc g cguc jauac g gc u
--aaga : - cu u

Joonis 12. Pre-mir-654 juuksendela struktuur mirBASE’ist. Punase kastiga on esile
toodud 15,16 ning 22 positsioonil asuvad SNVd. Roosaga on kujutatud miRNA asukoht, must

on pre-miRNA ning juuksendela struktuur.

Nagu ndeme on osad variandid konserveerunud 14bi kdikide selgroogsete ning osade puhul
sellist trendi tdheldada ei saa.

Antud tulemustest ndgime, et EGV valimis leidus pre-miRNAdes SNVsid enim juuksendela
struktuuris ning vihim miRNA alusjdrjestustes. Samuti kindlasti on markimisvédarne
alusjérjestuses SNVd omavate miRNAde haigusseoselisus, seetdttu nigime, et vaid 2
miRNAt, mille alusjirjestuses on SNV, ei ole hetkel veel seostatud iihegi haigusega. See
annab kinnitust, et miRNAdel on ka oluline osa haigus tekkes ning eriti vdib see mdjutatud

olla variatsioonidest nende jirjestustes.
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KOKKUVOTE

Avastuste arv, mis seovad miRNAsid erinevate haigustega kasvab igapdevaselt ning seega on
ilimalt oluline mdista miRNA erinevate funktsionaalsete osade konserveerumise taset ning
variatsioone nende geenides, seda just eesmérgiga teha kindlaks patoloogilised variandid.
Antud t60s ndeme pre-miRNA struktuuris (joonis 5) SNVde jaotumise kooskdla tema
funktsionaalsete osade olulisusega. Mistdttu enim konserveerunud on miRNA alusjérjestus
ning enim variatsioone leiame juuksendela struktuuris. Samuti on SNVde tihedus
funktsionaalsuse jaoks olulisemates regioonides madalam kui teistes miRNA regioonides.
Samamoodi sai ka kinnitust asjaolu, et haigus-seoslistes miRNAdes on ka EGV variantide
SNVde tihedus madalam kui mitte-haigusseoslistes. Siiski leidub haigus-seoselistes enim
erindeid, mis viitab monede miRNAde puhul védga paljudele SNVdele iipriski lithikestes
jérjestustes.

Vaadeldes evolutsioonilist konserveerumist kahe miRNA nditel, tdheldasime iihel juhul
SNVsid 1dbi selgroogsete (kaasa arvatud inimene) konserveerunud positsioonis, kuid teise
puhul nédgime variatsiooni positsioonis, mis on konserveerunud kdikides vaadeldud
selgroogsetes, kuid erinev inimese genoomis.

Siiski seostatakse variatsioonidega miRNAsid enim erinevate haigustega, eelkdige véhiga,

mis viitab kindlasti asjaolule, et variatsioonid on olulised miRNAde haigusseoselisuse juures.

Edaspidi on kindlasti oluline vorrelda varieeruvust ka teiste populatsioonidega ning teha

kindlaks, kas on mdningaid variatsioone, mis on omased vaid Eesti populatsioonile.
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Variation in microRNA genes

Mirjam Tamme

SUMMARY

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs, which are important factors in gene
regulation. They are relevant in all main cell processes, including cell division, differentation
and apoptosis. Considering the importance of single nucleotide variations (SNVs) they can
have an impact on the function of those small molecules and to the functioning of human
organism.

In this thesis we observed the variations in miRNA genes based on the Estonian Genome
Center dataset. The size of the sample was 2244 individuals, from where we found 1735
SNVs, from which 1288 had already earlier been described in the dbSNP database. The
miRNA data was received from miRBASE database, where we had 1877 human pre-
miRNAs, from which 296 were in the high-confidence dataset and 2810 miRNAs, from
which 617 belonged to the high-confidence dataset. We observed that most of the miRNAs
had no SNVs in their sequence, over 1 SNV was present in 53 pre-miRNAs, which makes
35% of all the pre-miRNAs. Still no miRNA posessed more than 5 SNVs, which shows the
importance of these genetic elements.

We concluded that regions, which are more important in terms of binding to mRNA (seed
regions) are more conserved than those functional parts of a miRNA, which are not so
important ( loop region).

Since miRNAs and especially variation in diferent miRNAs is often related to different
human diseases, we also observed miRNA-s which posessed a SNV in their seed region and
their relation to different diseases, which made clear that nearly all miRNAs which possed a
SNV in their seed region are also previously reported to be related to at least one disease.
Finally we observed two miRNAs and SNVs in their seed region considering also their
evolutionary conservation, from which we were able to conclude that one of the SNVs was
only human specific, when the other was present in all observed vertebrates.

As further research it would be beneficial to compare these variations with other populations

and investigate whether there are some variations that only occur in the Estonian population.
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