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Sissejuhatus

Korduvad spontaanabordid esinevad populatsioonis 1-2% fertiilsetel naistel.
Vaatmata paljudele kliinilistele ja laboratooorsetele uuringutele, ei osata siiani 50%
juhtudest méiratleda konkreetset raseduse katkemise pdhjust. Uheks potentsiaalseks
riskifaktoriks v3ib olla kooriongonadotropiini hormooni (hCG) diisfunktsionaalsus.

Kooriongonadotropiin on heterodimeerne gliikoproteiin, mille esinemise
pohjal ema seerumis diagnoositakse rasedust ning selle potentsiaalset kulgu. Arvukate
uuringute tulemusena on leitud hCG-I olevat kriitiline roll raseduse I trimestril. Seega,
vihene hCG tase ema seerumis viitab héiretele hormooni struktuuri ja/voi
metabolismis, mis vdivad olla pdhjustatud mutatsioonidest hCG subiihikuid
kodeerivates geenides.

HCG hormooni B-subiihikuid kodeerivad geenid asuvad iihtse geeniklastrina
19. kromosoomis. LHB/CGB geeniperekond sisaldab duplikatsioonisiindmuste teel
tekkinud korge sarnasusega segmente nii geenide kui ka intergeensete alade
piirkonnas ning lisaks veel rekombinatsiooni Aotspot’i. Seega on tdendoliselt tegemist
kromosomaalsete {imberkorralduste suhtes véga ebastabiilse regiooniga, mille
tagajérjeks voivad olla mutatsioonid ning geenikoopia arvu muutused. Siiani pole
LHB/CGB geeniklastris aga tuvastatud tihtegi kromosoomi struktuuri anomaaliat ega
mutatsiooni, mis seostuks korduvate spontaanabortide kujunemisega. Pohjuseks voib
olla kasutatavate meetodite limiteeritus nii keerulise piirkonna struktuuri analiiiisiks.

Kéesoleva t60 raames piistitati eesmérk kirjeldada detailselt LHB/CGB
geeniklastri struktuuri ning analiiiisida rekombinatsiooni toimumise aktiivsust antud
piirkonnas. Seejérel viidi 1&bi pilootprojekt, kus resekveneeritud LHB/CGB geenide
varieeruvust vaadeldi vordlevalt korduvate spontaanabortidega patsientidel ning
referentspopulatsioonil. LHB/CGB geeniklastri kirjeldusel saadud info pohjal
disainitakse edaspidi FISH wuuring, mis vOimaldab identifitseerida erinevaid
potentsiaalseid iimberkorraldusi korduvate spontaanabortidega patsientidel versus

kontrollpopulatsioonil.



1. Kirjanduse llevaade

1.1. Rekombinatsioon

Meiootiline homoloogiliste kromosoomide rekombinatsiooni kéigus leiab aset
ristsiire, mis on peamiseks varieeruvuse genereerimise mehhanismiks populatsioonis
indiviidide vahel. Rekombinatsiooni uuringud on pakkunud laialdast huvi nii
reproduktsiooni aspektis kui ka evolutsioonilisest aspektist tidnapdeval esinevate
genoomide struktuuri kujundamisel.

Rekombinatsiooni tulemusena meioosis toimub homoloogiliste kromosoomide
vahel ristsiire, mille tulemusena tekivad kas vanemlike kromosoomidega sarnased voi
uued rekombinantsed DNA molekulid (Joonis 1). Rekombinatsiooni toimumise
eeltingimuseks on kaheahelalise 10ike (double-strand break, DSB) teke, mis
initsieerib DSB paranduse raja (DSB repair, DSBR). DSBR kiigus toimub
homoloogiliste DNA ahelate vahel ristsiire ning moodustuvad rekombinantsed voi
vanemlikku tiiiipi tlitarkromosoomid (Paques ja Haber, 1999). DSB-d on seega iiheks
olulisemaks determinandiks, mille alusel ennustada rekombinatsiooni poolest
aktiivseid genoomi piirkondi. Seetdttu on praeguseks intensiivselt uuritud DSB
tekkemehhanisme ning assotsiatsiooni rekombinatsiooni esinemissagedusega
erinevate organismide genoomi pdhjal, kuid {iihtseid tulemusi on siiski vdhe (de
Massy, 2003).

Mudelorganismina DSB-de uurimisel on peamiselt kasutatud pdrmi, mille
puhul on leitud rekombinatsiooni aparatuuri ning mehhanismide sarnasust imetajate
omaga. Tulemuste pdhjal voib jareldada jargnevat (de Massy, 2003):

1. DSB-d ei esine genoomis juhuslikult, vaid on klasterdunud teatud piirkondadesse
2. Ei ole universaalset DNA jdrjestuse pohist motiivi, mille pdhjal ennustada
rekombinatsiooni esinemist

3. DSB-d esinevad peamiselt kromatiini kergesti ligipdédsetavates regioonides.
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Joonis 1. Rekombinatsiooni toimumise mehhanism. DSB — double strand break.

(http://www.bio.brandeis.edu/haberlab/jehsite/sdsa.html).

DSB-de esinemist kergesti ligipddsetava kromatiini piirkondades seostatakse
promootoritega, mis on avatuma struktuuriga ning tundlikumad DNA 1digete
tekkimise suhtes. Alternatiivse vOimalusena pakutakse spetsiifiliste transkriptsiooni
faktorite osalust rekombintasioonilise mehhanismi aktiveerimisel. Pdrmi genoomi
pohjal on leitud ka DSB-de esinemine korge GC-sisaldusega piirkondades, kuid antud
tulemused on imetajate puhul leidnud vaid iiksikuid tdendeid (Crawford et al., 2004,
Jeffreys et al., 2000, de Massy, 2003). Ristsiirete analiilisil meiootilistes rakkudes on
tdheldatud, et DSB-d leiavad aset tunduvalt sagedamini kui detekteeritavad ristsiirded,
mis viitab suurema osa DSB-de lahendamisele vanemlike kromosoomide tiiiipi
(suhtes 10:1) (Kauppi et al., 2004). Seega ei saa DSB-de esinemise pdhjal otse
ennustada vastava piirkonna ristsiirete toimumise intensiivsust.

Inimese populatsiooni  pdhiste uuringute pdhjal on  defineeritud
rekombinatsiooniliseks aktiivsuseks keskmiselt 1,1 cM/Mb (Kauppi et al., 2004).

Leitud on varieeruvust nii erinevate indiviide tasemel kui ka sugude vahel, kus
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keskmiselt kdrgem rekombinatsiooni tase on detekteeritud naistel (1,65 korda) (Tease
et al., 2002, Yu et al., 1996, de Massay, 2003, Cullen et al., 2002). Samuti on uuritud
vanuse seost rekombinatsiooni toimumise intensiivsusega, kuid tulemused on olnud
negatiivsed nii meeste kui naiste gameetide puhul (Shi et al., 2002, Kong et al., 2004).
Kong et al. t66 pdhjal ei korreleerunud rekombinatsiooniline aktiivsus vanusega, kuid
samas leiti, et korge rekombinatsioonilise aktiivsusega naistel on suurem arv lapsi.
Seega piistitati hiipotees, et kdrgem rekombinatsiooni tase naiste gameetides on
reproduktiivseks eeliseks ning on positiivse selektsiooni all. Analoogilise tulemuseni
on joutud ka hiljutise Stefansson et al. (2005) poolt 14dbiviidud uuringu pdhjal, kus leiti
17. kromosoomil 900 kb inversioon, millega assotsieerub kdrgem rekombinatsiooni
tase ning suurem laste arv peres.

Uks huvitavamaid ning enim uuritud nihtus, mis on leitud rekombinatsiooni
uuringutel, on ristsiirete toimumiskohtade klasterdumine nn rekombinatsiooni
hotspot’dena. Nimelt kolokaliseeruvad DSB-d ning rekombinatsioonilised siindmused
tihedalt samasse ~1-2 kb regiooni, mis piirneb vihe-rekombinatiivsete aladega
(Kauppi et al., 2004). Kuna #hotspot’del arvatakse olevat oluline roll genoomi
struktuuri  kujundamisel, siis on nende iseloomustamisele ning ennustamisele

omistatud suurt tdhelepanu.

1.2. Geenikonversioon

Geenikonversiooniks nimetatakse nidhtust, kus kahe korgelt homoloogse
(>95%) jérjestuse vahel toimub geneetilise info vahetamine iihesuunaliselt ilma
ristsiirdeta (Joonis 2)(Papadakis ja Patrinos, 1999). Geenikonversiooni ndol on
tegemist olulise faktoriga geeniperekondade ning teiste korgelt sarnaste alade

evolutsioneerimisel ning homogeniseerimisel.



A. Geenikonversioon
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Joonis 2. Geenikonversiooni vordlus ristsiirdega. DEF,D’E’F’, def, d’e’f” — erinevad

markerid. (http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch8D4.htm)

Rekombinatsiooni hotspot’de uurimisel on leitud, et ristsiirded ning
geenikonversiooni siindmused klasterduvad samasse piirkonda. Seetdttu toimub
tdendoliselt DNA segmendi konverteerimine hotspot’i alas DSBR mudeli jargi, kus
tulemusena vdivad tekkida nii ristsiire kui konversioon (Joonis 3). Alternatiivseks
vOimaluseks on slintees-sdltuva ahela seondumine (synthesis-dependent strand-

annealing, SDSA), mille tulemuseks on ainult geenikonversioon (de Massy, 2003).
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Joonis 3. Geenikonversiooni tekkemehhanismid (Allers ja Lichten, 2001). DSB —
kahe ahela ldikamine (double-strand break), , DSBR — kaheahelalise katkemise
paranduse rada (double-strand break repair), SDSA - siintees-soltuva ahela

seondumine (synthesis-dependent strand-annealing).

Geenikonversiooni on enim kirjeldatud erinevate geeniperekondade pdhjal,
mis holmavad mitmeid duplikatsiooni teel tekkinud funktsionaalseid geene ning
pseudogeene. Identifitseeritud konverteeritava ala pikkuseks on keskmiselt ~300 bp
(Papadakis ja Patrinos, 1999, Zangenberg et al., 1995). Detekteeritava ala pikkus
soltub markerite tihedusest homoloogilistes piirkondades, mille alusel konverteeritava
fragmendi piire médratleda. Geenikonversiooniga kaasneb paraloogsete jirjestuste

homogeniseerimine materjali iilekandumise tottu. Samas iihe jérjestuse siseselt touseb
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poliimorfne varieeruvus kuna lisanduvad poliimorfismid, mis on iseloomulikud
paraloogsele segmendile (Bettencourt ja Feder, 2002, Papadakis ja Patrinos, 1999).
Geenikonversioonile on iseloomulik ka suund GC sisalduse tdusule vastavas
piitkonnas, kuna on ndidatud eelistatult AT — poliimorfismi sisaldavate
kromosoomide konverteerimine DNA pdhjal, mis périneb GC — poliimorfismiga
kromosoomidelt (Galtier, 2003). Lisaks on leitud y-jirjestusi ning kromatiini
sekundaarset struktuuri mojutavaid elemente nagu (GT)n, mis potentsiaalselt
stimuleerivad rekombinatsioonilist ja/vdi geenikonversioonilist aktiivsust (Papadakis
ja Patrinos, 1999, Wahls et al., 1990).

Globiini-sarnaste  geenide perekonna pdhjal on pdhjalikult uuritud
geenikonversiooni olemust ning rolli geenide evolutsioneerumisel (Papadakis ja
Patrinos, 1999). Antud t60 pdhjal on jireldatud, et tinu kdorgelt sarnaste geenialade
konverteerimisele toimub eriti 5’ regulatoorsete ning kodeerivate alade
homogeniseerimine, mis tagab wuute duplikaatide sédilumise ning korrektse
funktsioneerumise. Samas voidakse geenikonversiooni teel aktiveerida piirkonnas
esinevaid pseudogeene tinu info lilekandumisele promootorite vahel ning genereerida
uusi funktsionaalseid geene. Materjal voib ka vastupidises suunas liikkuda ning seega
olulisi geene inaktiveerida, mis soltuvalt geeni iseloomust on letaalne voi haigusliku
viljundiga (Papadakis ja Patrinos, 1999). Sarnaseid niiteid DNA fragmentide ja
assotsieeruvate  poliimorfismide/mutatsioonide  lilekandumisest on  teistegi
geeniduplikaatide/pseudogeenide puhul ning teiste liikide siseselt (MHC klass I hiirel
- Hogstrand ja Bohme, 1994, CYP21/Cyp21P - Tusié-Luna ja White, 1995, HLA-
DPBI - 1995).

Praeguseks saadud tulemused viitavad geenikonversiooni olulisele rollile
geeniperekondade evolutsioneerumisel ning funktsionaalsete geenide séilitamisel voi
tekitamisel. Seega on geeniperekondadega assotsieeruvate haiguste -etioloogia
uurimisel oluline arvestada lisaks erinevate mutatsioonide/{imberkorralduste

voimaliku esinemisega ka geenikonversiooni poolt genereeritava varieeruvusega.
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1.3. Rekombinatsioon ja alleelne aheldatus

Alleelne aheldatus ehk LD (linkage disequilibrium) (Joonis 4) on
lahedalasuvate lookuste/markerite alleelide assotsiatsioon ehk koos péarandumine
sagedamini kui on eeldatav nende iseseisva segregatsiooni puhul (Ardlie et al., 2002).
Antud ndhtuse uurimiseks on eriti suurt rohku pooratud seoses komplekshaiguste

geneetilise faktori determineerimisega LD-s olevate mutatsioonide/markerite kaudu.

b
1

*O |:| *

Joonis 4. Aheldatuse iseloomustus. Lilla kromosoom kujutab haplotiilipi, millel on
tekkinud mutatsioon (m, punane joon). Rekombinatsiooni toimumisel homoloogiliste
kromosoomidega (roheline ja kollane) jadb tekkinud mutatsioon suure tdoendosusega
endiselt oma haplotiiiibi (lilla) konteksti. (Cardon ja Bell, 2001) * -rekombinatsiooni

toimumise koht.

Arvukate uuringute tulemusena on selgunud LD esinemine genoomis
blokkidena, mille piirid sageli kattuvad meiootilise rekombinatsiooni Aotspot’dega
(Tishkoff ja Verrelli, 2003). Populatsioonis vdib LD-blokis esineda mitu alleelsete
variantide kombinatsiooni ehk haplotiilipi, mistottu nimetatakse neid ka haplotiiiipide
blokkideks v0i haploblokkideks. Blokkide pikkuseks arvestatakse erinevatel
hinnangutel keskmiselt kuni 170 kb, mis sdltub suuresti uuritavast populatsioonist,
genoomi piirkonnast ning analiiiisitavate markerite sagedusest (Tishkoff ja Verelli,
2003).

Populatsiooni demograafilisest ajaloost tulenevad faktorid (geenitriiv,

migratsioon, pudelikaela efekt) mojutavad oluliselt markerite alleelisagedusi ning LD-
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struktuuri. Lisaks on oluline roll ka molekulaarbioloogilistel faktoritel nagu
rekombinatsioon ja geenikonversioon (Ardlie et al., 2002). Populatsioonides
viljaspool Aafrikat on LD-blokkide pikkus defineeritav pikemana, mida seostatakse
viljardndega Aafrikast ning sellega kaasneva pudelikaela efektiga. Antud nihtus
kirjeldab populatsiooni arvukuse jarsku langust ning seeldbi alleelisageduste olulist
muutumist ja LD-ulatuse suurenemist (Tishkoff ja Verrelli, 2003). Gabriel et al.
(2002) andmetel sisaldab iga haploblokk 3-5 enamlevinud (>5%) haplotiilipi, mis on
esindatud ~90% kromosoomidest igas populatsioonis.

LD ja haplotiitipide struktuuri andmeid on edukalt kasutatud komplekshaiguste
(mitme geeni ning keskkonnast 1dhtuvate tegurite koosmojul kujunev haigus, niiteks
kasvajad) geneetilise faktori determineerimisel assotsiatsiooniuuringutes. Antud téode
eesmirgiks on  genotiipiseerida  erinevatesse  haploblokkidesse  kuuluvaid
tihenukleotiidseid poliimorfisme (SNP) mitte-suguluses olevatel vastava haigusega
patsientidel ja kontrollindiviididel ning eeldatavalt leida assotsiatsioon SNP-ga, mis
on LD-s samas blokis esineva haigust pdhjustava markeriga. Assotsiatiooniuuringute
tulemusena on praeguseks identifitseeritud ~50 geeni, mis pdhjustavat erinevaid
haigusi voi on eelsoodumust genereerivaks faktoriks (Wang et al., 2005).

Uheks oluliseks determinandiks LD-bloki piiride miératlemisel on
rekombinatsiooni hotspot’de esinemine, nende sagedus genoomis ning intensiivsus.
Kuna haploblokid on oluliseks vahendiks erinevate haiguste detekteerimisel, siis on
igasugune info nende kujunemise kohta védrtuslik ning suurt tdhelepanu on omistatud

hotspot’de detailsele kirjeldamisele (Kauppi et al., 2004, Crawford et al., 2004
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1.4. Rekombinatsiooni hotspot’d

1.4.1. Rekombinatsiooni hotspot’i detekteerimine

Genoomis esinevate rekombinatsiooni hotspot’de lokaliseerimiseks on
kasutusel kahte erinevat tiilipi meetodeid. Uheks vdimaluseks on identifitseerida
hotspot’i kaudselt LD-blokkide vdi statistiliste algoritmide abil poliimorfsete
positsioonide pohjal. Alternatiivseks meetodiks on kaardistada hotspot’i asukohta
otseselt, kasutades haploidse sperma DNA-d.

Rekombinatsiooni Aotspot’i esinemist piirkonnas on vdimalik hinnata kaudselt
LD-analiiiisi kaudu. Kuna LD-blokkide piirid kattuvad suuresti ajalooliste
rekombinatsiooni stindmustega, siis vOib alleelse aheldatuse mustrit kasutada vihjena
hotspot’de esinemise kohta genoomis (Tishkoff ja Verrelli, 2003, Phillips et al.,
2003). Siiski ei ole LD-mustri interpreteerimine 1:1 suhtes hotspot’de esinemisega
ning mitte alati ennustava efektiga (Kauppi et al., 2005).

Kaudselt on vodimalik hinnata rekombinatsiooni hotspot’de esinemist ka
statistiliste algoritmide abil. Li ja Stephens’i (2003) meetod arvutab vilja
rekombinatsioonilist aktiivsust haplotiilipide varieeruvuse alusel. Hudsoni algoritm
(2001) vordleb paarikaupa genotiipiseeritud lookuste infot, kalkuleerides hotspot’i
esinemise tdendosust analiilisitavate lookuste vahel. Piirkonna rekombinatsioonilise
aktiivsuse parameetri saamiseks summeeritakse saadud tdendosused.

Otseselt  laboratoorsete =~ meetoditega  on  vOimalik  detailsemalt
rekombinatsiooni hotspot’e kirjeldada, kasutades analiilisitava materjalina sperma
DNA-d. Jeffreys et al. on teostanud arvukalt uuringuid rakendades LD-mustrit viitava
infona hotspot’de paiknemise kohta genoomis. Seejirel amplifitseeritakse LD-
analiiisil leitud hotspot’i piirkond alleel-spetsiifiliste praimeritega, kasutades
substraadina rekombinantset sperma DNA-d. Jirgneb rekombinatsiooni saitide
detekteerimine, vordlemine referentsandmetega vere DNA-It ning hotspot’i
iseloomustamine (Joonis 5) (Jeffreys et al., 1990, Jeffreys et al., 2001, May et al.,
2002, Jeffreys et al., 2003). Alternatiivse meetodina viiakse lédbi kogu genoomi
amplifikatsioon 1igal spermil eraldi ning seejdrel analiiiisitakse markereid
huvipakkuvas piirkonnas, et identifitseerida rekombinatsiooni poolest aktiivseid alasid

(Cullen et al., 2002).
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Joonis 5. Rekombinatsiooni hotspot’de identifitseerimine otseselt rekombinantse

sperma DNA pohjal (Kauppi et al., 2004).

1.4.2. Rekombinatsiooni hotspot’i iseloomustus

Rekombinatsioonisiindmuste kaardistamisel on tdheldatud, et ristsiirde ning
sellega kaasneva geenikonversiooni punktid ei asu genoomis juhusliku jaotusega, vaid
on pigem klasterdunud spetsiifilistesse piirkondadesse, mida nimetatakse
rekombinatsiooni né kuumadeks punktideks ehk Aotspot’deks.

Poletikureaktsioonides oluliste geenide analiitisil leiti, et
rekombinatsioonisiindmused esinesid Zotspot’dena 12% geenide alas (de Silva et al.,
2004). MHC lookuse analiitisil aga lokaliseeriti 38% rekombinatsiooni saitidest 6
hotspot’i piirkonda (Cullen et al., 2002). Laiendades antud andmeid kogu genoomile,
jareldati, et rekombinatsioon toimub erinevatel hinnangutel umbes iga 65 kuni 850 kb

tagant ning inimgenoom peaks sisaldama ca 3000-50000 rekombinatsiooni Aotspot’i
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(Kauppi et al.,, 2004, Cullen et al., 2002, Crawford et al., 2004). Arvestades
potentsiaalset rekombinatsiooni Aotspot’de arvu inimgenoomis, jddb aga praeguseks

avastatute arv vdga viaikeseks (Tabel 1).

Tabel 1. Identifitseeritud rekombinatsiooni hotspot’d, nende intensiivsus,

intensiivsuse vordlus genoomi keskmisega ning pikkus. (de Massy, 2003).

Kordades lle

Intensiivsus genoomi Pikkus
Hotspot (cM) keskmise (kb)
Inimene
MS32 0.04 30 15
CEB1 0.16 70 2
b-Globin 0.9 90 11
PGM1 1.7 30 58
CMT1la 0.0015 1.20 14
DNA1 0.0005 0.3 1.9
DNA2 0.0037 3 1.3
DNA3 0.13 120 1.2
DMB1 0.0031 2 1.8
DMB2 0.028 30 1.2
TAP2 0.0058 10 1
PAR1 0.3 90 3.9
Hiir
Ea 0.9 3750 0.4
Eb 0.1 40 4
Psmb9 1 930 1.8
Gc7 - - 2.4
Pb 1.5 470 5.3

Siiani iseloomustatud rekombinatsiooni hotspotr’de piirkonnad holmavad
enamasti 1-2 kb pikkuse piirkonna, mis viitab tdenéoliselt iihisele toimemehhanismile.
Samas ei ole identifitseeritud DNA jérjestuse pohiselt iihiseid motiive, mis seletaks
kirjeldatud  hotspot’de  lokaliseerumist  antud  piirkonda.  Potentsiaalsed
motiivid/elemendid, mis voOiksid olla monede hotspot’de funktsioneerimisel
soodustavaks faktoris on

1. E. coli yx-jérjestus, mis stimuleerib rekombinatsioonlist aktiivsust iile
spetsiifliste valkude (Eggleston ja West, 1997, Badge et al., 2000). Arvatakse,
et ka inimese genoomis esinevad y-jirjestused voiksid soodustada

rekombinatsioonilist aktiivsust,
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2. Translin valgu dratundmis-motiivid (Aoki et al., 1995, Badge et al., 2000).
Translin tunneb &ra spetsiifilised DNA jirjestuse motiivid ning osaleb DSB
kaudu tekkinud tiheahelaliste DNA otste seondumisel,

3. Alu-elemendid (Jeffreys ja Neumann, 2002): Alu-elemendid on primaatidele
iseloomulikud 300 bp pikkused retrotransposonid, mida sageli seostatakse
genoomsete imberkorralduste toimumisega ning seega kromatiini struktuuri
destabiliseerimisega (Houck et al., 1979, Bailey et al., 2003),

4. Uhenukleotiidne poliimorfism. Jeffreys ja Neumann (2002) poolt
identifitseeriti itthe MHC klass II piirkonna hotspot’i tsentris G/A
poliimorfism, mille puhul G-alleel assotsieerus vihenenud
rekombinatsioonilise aktiivsusega. Leiti, et A-alleeli sisaldavalt kromosoomilt
toimub eelistatult DSB initsieerimine ning vastavalt DSBR mudelile
kopeeritakse info homoloogiliselt G-alleeli sisaldavalt kromosoomilt. Seega
toimub rekombinatiivset aktiivsust supresseeriva G-alleeli {iilekaalus
transmissioon jdrglastele (suhtes 87G:13A  versus 50:50 juhusliku
iilekandumise puhul). Antud ndhtust nimetatakse ‘hotspot’i konversiooni
paradoksiks’ ning bioinformaatiliselt on ennustatud analoogiliste Aotspot’de
elimineerumine populatsioonist 50% juures 70 generatsiooni jooksul (Pineda-
Krch ja Redfield, 2005). Kas ja kuidas kirjeldatud hotspot’d populatsioonis
piisivad ning kuidas antud paradoksaalne nédhtus in vivo lahendub, ei osata
veel hinnata.

5. (GT), piitkonnad: Pikad GT-dinukleotiidi kordused vdivad pdhjustada
iseloomulikku  kromatiini  sekundaarset  struktuuri, mis soodustab
rekombinatisoonilise aktiivsuse tousu kuni 20 korda (Wahls et al., 1990,
Cullen et al., 2002),

6. Palindroomsed jirjestused, milleks vdivad olla ka poordkordusjérjestustena
esinevad  Alu-d  (Jeffreys ja  Neumann, 2002), soodustavad
sekundaarstruktuuride moodustumist ning stimuleerivad DSB teket (Gordenin

etal., 1993).

Rekombinatsiooni  hotspot’de detailsel analiitisil on leitud ristsiirete ja
geenikonversiooni lokaliseerumine samasse piirkonda. DSB tekkele jairgneva DSBR
mudeli pdhjal toimub suurema sagedusega initsieeriva kromatiidi konverteerimine kui

ristsiire. Geenikonversioon esineb vdrreldes ristsiirdega suhtes 4-15:1 ning
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konverteeritavate alade pikkuseks on keskmiselt <300 bp (Kauppi et al., 2004, de
Massy, 2003).

Rekombinatsioonilist aktiivsust on vordlevalt vaadatud ka hiire ja Simpansi puhul.
Hiire genoomis on identifitseeritud inimesega sarnaseid rekombinatsiooni hotspot’e,
kuid vaatamata ortoloogsete fragmentide esinemisele ning geenide sarnasele
jérjestusele vastavates piirkondades, ei lokaliseeru need samadesse regioonidesse kui
inimesel. (Guillon ja de Massy, 2002, Yauk et al., 2003, Kauppi et al., 2004,). Ptak et
al. (2005) andmetel esinevad suured varieeruvused ka Simpansi ja inimese
rekombinatsiooni hotspot’de vordlusel. Saadud tulemused niitavad, et tdendoliselt ei
ole tegemist isegi suhteliselt lahedaste liikide vahel konserveerunud nédhtusega ning
voimalik, et hotspot’dele on iseloomulik diinaamiline esinemine ja liithiaegne

funktsioneerimine genoomis.

1.4.3. Rekombinatsiooni hotspot ja palindroomid

Pooratud kordusjarjestuste ehk palindroomide uurimiselt on ndidatud nende
assotsiatsioon rekombinatsiooni poolest aktiivsete piirkondadega. Arvatakse, et
palindroomsed jérjestused muudavad kromatiini struktuuri ebastabiilseks ning
pohjustavad nii rekombinatsiooni Aotspot’de kujunemist kui ka suuremate
timberkorralduste (deletsioonide) teket antud regioonis (Lobachev et al., 1998,
Gordenin et al., 1993).

Juba aastal 1986 identifitseeriti rekombinatsiooni Idikekohtade vahetus
laheduses kromosoomil podrdkordusjirjestused, mis potentsiaalselt on substraadiks
rekombinatsiooni ldbiviivatele valkudele (Krawinkel et al., 1986). Tandeemsete ehk
otsekordusjérjestustega analoogilist assotsiatsiooni ei identifitseeritud. Palindroomid,
mis on korge sarnasusega, moodustavad sekundaarseid struktuure ning vdivad
korduste vahelises alas sisaldada ka unikaalset nn speisser-regiooni. Antud jérjestuse
iseloomu tdttu tekib nn stem-loop struktuur, mille loop osa on tdendoliselt tundlik
endonukleaasidele ning topoisomeraas I-le (Joonis 6) (Krawinkel et al., 1986,
Cunningham et al., 2003). Seega toimub /oop segmendis kromatiini Idikamine
mdlemas kromosoomis, mille tulemuseks on DSB ning rekombinatsiooniline ja/voi
geenikonversiooniline aktiivsus (Cunningham et al., 2003, Nasar et al., 2000).

Palindroomseid jérjestusi peetakse kromosoomi Idike indutseerimise tottu ka

kromosomaalsete iimberkorralduste tekitajaks. Suure tdendosusega vdOib toimuda

19



stem-loop struktuuri deleteerumine voi DSB tekke tagajdrjel translokatsioon
(Edelmann et al., 2001, Nasar et al., 2000). DSB tekkele alternatiivseks mehhanismiks
on sekundaarsete struktuuride moodustumine replikatsiooni ajal. Stem-loop vdib olla
pidurdava efektiga ahela pikendamisel ning pdhjustada kas (i) nn replikatsiooni
libisemist, mille véljundiks on deletsioon, vOi (ii) siinteesitava ahela invasiooni
homoloogilisse piirkonda ning seega rekombinatsiooni (Joonis 6) (Lobachev et al.,

1998).

Loop
Deletsioon Rekombinatsioon
Stem o pu—
-4
=

Joonis 6. Deletsiooni ning rekombinatsiooni tekkemehhanism stem-loop sekundaarse

struktuuri vahendusel (Lobachev et al., 1998).

S. Cerevisiae kui mudelorganismi pohjal tehtud t66 tulemusena leiti, et <30 bp
pikkused palindroomsed kordused on genoomis stabiilsed ning ei pohjusta
rekombinatsiooni ja timberkorralduste aktiivsuse tdusu. Ebastabiilseteks osutusid >50
bp pikkused palindroomid (Nasar et al., 2000). Lisaks on leitud korrelatsioon
rekombinatsiooni taseme ning stem-loop’i moodustvaate jirjestuste pikkuse vahel.
Samuti S. cerevisiae pohjal iseloomustatud palindroomide puhul ilmnes, et
sekundaarstruktuuri stabiilsus ning rekombinatsiooni indutseerimise vOime soltub
stem ning loop pikkuste suhtest (Lobachev et al., 1998). Juhul kui 323 bp pikkustest
palindroomidest moodustuva stem osa vahele lisati 1112 bp asemel 58 bp pikkune
loop fragment, suurenes 15 korda interkromosomaalsete ning 24 korda
intrakromosomaalsete ~ rekombinatsiooni  siindmuste  sagedus.  Analoogseid
palindroomseid jarjestusi on leitud ka Alu-rikastes alades ning seostatud intensiivsete
rekombinatsiooni hotspot’de ning iimberkorralduste esinemisega (Lobachev et al.,

1998).
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Iseloomulikku sekundaarset struktuuri moodustavad poordkordusjdrjestused
voivad modifitseerida kromatiini struktuuri avatumaks ning seetdttu olla
ligipddsetavam rekombinatsiooni-spetsiifilistele valkudele (Nasa et al., 2000). Seega
on palindroomsetel jérjestustel, mida esineb sageli segmentaalsete duplikatsioonide
ning geeniperekondade piirkonnas, rekombinatsiooni ning {imberkorraldusi tugevalt

soodustav efekt.

1.5. Segmentaalsed duplikatsioonid ja genoomsed iimberkorraldused

1.5.1. Segmentaalsed duplikatsioonid

Viimaste aastate jooksul on jdrjest rohkem tdhelepanu pdoratud
segmentaalsete duplikatsioonide uurimisele, kuna ilmnenud on nende kdrge sagedus
inimese genoomis, oluline roll evolutsioonis tdnapdeval ndhtava genoomi struktuuri
kujundamisel ning paljude genoomsete haiguste genereerimisel.

Segmentaalsed duplikatsioonid ehk LCR (low-copy repeats) on DNA
kordusjérjestuste klass, mis on tekkinud pikkade genoomsete segmentide
duplikatsiooni tagajirjel. LCR’de pikkus on >1kb (ca 1-400 kb) ning iseloomulikuks
tunnuseks on paraloogsete jirjestuste sarnasus >95% (Shaw ja Lupski, 2004, Emanuel
ja Shaikh, 2001). Ule inimese genoomi on leitud nende sagedus olevat ~5-10% ning
tihti assotsieeruvad need geenirikaste piirkondadega. Bioinformaatiliste meetodite abil
on identifitseeritud umbes 230 lookust, mille struktuur viitab LCR-de esinemisele
(Stankiewicz ja Lupski, 2002, Mehan et al., 2004). Segmentaalsed duplikatsioonid
voivad holmata nii iiksikuid geene, geenifragmente, pseudogeene ning teisi
paraloogseid jérjestusi, kui ka geeniklastreid, mis on iiles ehitatud duplikatsiooni teel
tekkinud sarnastes geenidest. Korduvad fragmendid vdivad esineda tandeemsete voi
poordkordusjdrjestustena  vo1  keerulise, erineva orientatsiooniga fragmentidest
koosneva struktuurina. Iseloomulikuks tunnuseks on veel suur A/u elementide
sisaldus, mida seostatakse LCR-de evolutsioneerumise ning genoomi struktuuri
timberkorraldavate mehhanismidega (Stankiewicz ja Lupski, 2002). Korge sarnasuse
tottu arvatakse, et inimese genoomi segmentaalsed duplikatsioonid on kujunenud
viimase ~34 miljoni aasta jooksul primaatide evolutsiooni ajal (Shaw ja Lupski, 2004,
Bailey et al., 2003).

LCR-d jaotatakse genoomis lokaliseerumise alusel kahte klassi: (i)

interkromosaomaalsed ning (ii) intrakromosomaalsed. Interkromosomaalsed
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kordusjarjestused esinevad mitte-homoloogilistel kromosoomidel,
intrakromosomaalsed aga iihel kromosoomil vdi isegi samas kromosoomi regioonis
(Emanuel ja Shaikh, 2001). Téanu korgele sarnasusele duplitseerunud piirkondade
vahel on LCR-d substraadiks geenikonversioonile, mis omakorda aitab kaasa nende
sarnasuse sdilitamisele ning markimisvédrselt sagedasele esinemisele genoomis (Shaw

ja Lupski, 2004).

1.5.2. Segmentaalsete duplikatsioonide vahendatud tmberkorraldused

Uks pohjusi, miks iiha suurenevat tihelepanu pooratakse LCR-de
detekteerimisele ning iseloomustamisele genoomis, on nende sage assotsieerumine
kromosomaalsete timberkorralduste ning genoomsete haigustega.

Segmentaalsed duplikatsioonid on >95% ulatuses sarnased, mistottu on nad
substraadiks alleelsele ning mitte-alleelsele homoloogilisele rekombinatsioonile, mille
tulemuseks voivad olla erinevad kromosomaalsed timberkorraldused. Konkreetse
timberkorralduse teke sdltub LCR-i pikkusest, sarnasuse astmest, duplitseerunud
fragmentide vahelisest distantsist ning orientatioonist (Stankiewicz ja Lupski, 2002).
Homoloogilise rekombinatsiooni toimumiseks on LCR-de poolt tagatud mitmed
soodustavad faktorid: (i) minimaalne sarnase ala pikkus kahe duplitseerunud
fragmendi vahel (~300-500bp), (ii) rekombinatsiooni soodustavate cis-elementide
ning (iii) stem-loop sekundaarseid struktuure moodustavate palindroomsete korduste
esinemine, mis pohjustavad DSB tekkimist (Emanuel ja Shaikh, 2001, Stankiewicz ja
Lupski, 2002). Mitte-alleelse homoloogilise rekombinatsiooni (non-allelic
homologous recombination, NAHR) toimumisel on tdheldatud iimberkorralduste
kdigus tekkivate kromosoomi murdepunktide klasterdumist ehk rekombinatsiooni
hotspot’de esinemist, millega voib kaasneda ka geenikonversiooniline aktiivsus

(Joonis 7) (Shaw ja Lupski, 2004).
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Joonis 7. Umberkorralduste tekke-mehhanismid ning iseloomulikud tunnused (Shaw
ja Lupski, 2004). NAHR - non-allelic homologous recombination, NHEJ - non-

homologous end joining, LCR - low-copy repeats.

Alternatiivse  rekombinatsiooni  toimumise mehhanismiks on  mitte-
homoloogiline otste seondumine (non-homologous end joining, NHEJ), mille puhul
murdepunktid esinevad hajusalt ning mehhanismi isedrasuse tottu liidetakse otste
seondumisel vahele lisa-nukleotiidid (Joonis 7) (Shaw ja Lupski, 2004).

Korge sarnasusega segmentaalsed duplikatsioonid muudavad kromosomaalse
struktuuri vastuvotlikuks erinevatele iimberkorraldustele, mis toimuvad peamiselt
NAHR mehhanismi abil ning jaotuvad jargmiselt: (i) deletsioon, (ii) duplikatsioon,
(ii1) inversioon ja (iv) translokatsioon (Joonis 8) (Stankiewicz ja Lupski, 2002,
Emanuel ja Shaikh, 2001). Tandeemsete duplitseerunud korduste (iihesuunalised
fragmendid) osalusel tekivad peamiselt duplikatsioonid, péordkordusjdrjestuste ehk
palindroomid puhul deletsioonid ning inversioonid. Kuna LCR-d paigutuvad sageli
geenirikastesse piirkondadesse, siis kaasnevad kirjeldatud timberkorraldustega sageli
erinevad haiguslikud seisundid. 15. kromosoomis (15q11-ql4) on geenirikkas alas
kirjeldatud kuus murdepunkti, mis lokaliseeruvad 15 LCR-i piirkonda ning on seotud
mitme erineva genoomse haiguse etioloogiaga (deletsioonid ~70% Prader-Willi voi

Angelmani siindroomiga patsientidel, duplikatsioonid autismi puhul) (Pujana et al.,
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2002). Néidetena voib tuua veel Charcot-Marie-Tooth haigus (duplikatsioon, Lupski,
1998), Williams-Beuren siindroom (deletsioon, Peoples et al., 2000), hemofiilia A
puhul faktor VIII geeni diisfunktsionaalsus (inversioon, Lakich et al., 1993). Paljude
genoomsete haiguste tekkemehhanismide uurimisel on leitud timberkorralduste rikkas
alas hotspot’e ning nendega assotsieeruvate elementide ja/voi struktuuride (chi-
jarjestus, stem-loop’i moodustavad palindroomid jne) esinemine (Shaw ja Lupski,

2004).

A B
Tsentromeer Tsentromeer
WA N=2 h':a N=4
1 I . I
x
M M2 M3 M4
- H—+
53] (1E
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[ N'II2 h-=3 P.-;Q h-:? r~.14
'l I I I] I I . I e M2 M3 Mz
Duplikatsioon M1 4 w B g M
——HH— -

Deletsioon  Deleteerunud Inversioon
fragment

Joonis 8. LCR-vahendatud kromosomaalsete iimberkorralduste mehhanismid
(Emanuel ja Shaikh, 2001). A - tandeemsed kordusjirjestused, B —
poordkordusjirjestused ehk palindroomid. M1-4 — erinevad markerid. LCR - low-copy

repeats

1.5.3. Segmentaalsete duplikatsioonide evolutsioon

Lisaks kromosomaalsete tUimberkorralduste ning erinevate slindroomide
genereerimisele omastatakse LCR-dele olulist rolli ka primaatidele iseloomuliku
genoomse struktuuri kujundamisel.

Seoses segmentaalsete duplikatsioonide korge esinemissagedusega inimeses,
on uuritud detailsemalt nende parinemist ning evolutsioonilist kujunemist. LCR-de
ekspansiooni seostatakse A/u-elementidega, mida esineb duplitseerunud piirkondade

liitekohtades oluliselt rohkem vorreldes genoomi keskmisega (23,9% versus 10,3%)
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(Bailey et al., 2003). Enamik uuritud regioonidest identifitseeritud Alu-sid on
suhteliselt noored (AluY 25-45 mat, AluS 25-45 mat) ning kolmandik neist on kiiresti
levinud genoomis ~35-40 mat. Tuginedes Alu-jérjestuste struktuurile LCR-de
piirkonnas on piistitatud hiipotees, kus segmentaalsed duplikatsioonid on levinud iile
kogu genoomi tdnu Alu-Alu vahendatud rekombinatsioonile (Joonis 9) (Bailey et al.,

2003).
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Joonis 9. Alu-elementide transponeerumise aktiivsus genoomis (Bailey et al., 2003).
Histogrammil on kujutatud erinevate Alu-elementide ekspansiooni aega ja
intensiivsust genoomis. Evolutsioonipuul on nooltega mérgitud vastavat tiiiipi Alu-
elementide levimise aeg. Vérvidega on mirgitud vastavalt tabelis maérgitud
sarnasusega segmentaalsete duplikatsioonide leviku aeg. Tabelis on esitatud erineva
sarnasuse ~ astmega  LCR-de  rikastus  Alu-dega  kordades  vdrreldes
kontrollpiirkondadega ning protsentuaalselt kdigist uuritud Alu-alaperekondadest.
Mat — miljonit aastat tagasi, LCR — low-copy repeat.

Arvestades LCR-de esinemist peamiselt primaatidel ning korget sagedust
(>95%), langeb nende levimine genoomis ajaliselt kokku A/uS elementide leviku ja
primaatide evolutsiooniga (Bailey et al., 2003, Gu et al., 2002, Cotton ja Page 2005).
Tdendoliselt muutis A/u elementide esialgne ekspansioon genoomi struktuuri

ebastabiilseks, voimaldades 4/u-Alu vahendatud rekombinatsiooni, teatud segmentide
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duplikatsiooni ning kiiret levikut genoomis (Bailey et al., 2003, Shaw ja Lupski,
2004). LCR-de teke soodustas edasiste genoomsete iimberkorralduste toimumist ning
suuremate duplikatsiooni-klastrite kujunemist. Seega voib geenirikastes piirkondades
esinevaid segmentaalseid duplikatsioone vaadelda nende positsioonilise efekti
(kromosomaalsete murdepunktide esinemine mitte-juhuslikult) (Shaw ja Lupski,

2004) taustal kui eelsoodumust genoomsete haiguste kujunemiseks.

1.6. Gonadotropiinid

Segmentaalsete dulplikatsioonide toimumise tagajérjel on kujunenud
geeniperekondi, mis on olulised reproduktsiooni seisukohast. Uhe niitena voib tuua
teatud gonadotropiinide beeta-subiihikuid kodeerivad geenid. Gonadotropiinid on
gliikoproteiinhormoonide perekond, kuhu kuuluvad luteiniseeriv. hormoon ehk
lutropiin (LH), follitkuleid stimuleeriv hormoon (FSH), kilpnddret stimuleeriv
hormoon ehk tiireotroopne hormoon (TSH) ning kooriongonadotropiinid (hCG)

(Joonis 10).

TSH

FSH Ajuripats

LH
J_ e
4, N
E: CG Platsenta
N 0
-r
NOY .

Joonis 10. Heterodimeersed gliikoproteiinhormoonid. N ja O tdhistavad vastavalt N-

ning O-seoselist gliikkosiileerimist. (James ja Hollenberg, 1993)
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1.5.1. Gonadotropiinide funktsioonid

Reproduktsiooniga  seotud  hormoonid,  gonadotropiinid, = on
gliikosiileeritud valgud, millest LH, FSH ning TSH siinteesitakse ajuripatsis ning hCG
peamiselt platsentas (Pierce ja Parsons,1981, Dirnhofer et al., 1996).

Ajuripatsi LH ning FSH osalevad gametogeneesi regulatsioonis ning
steroidhormoonide siinteesis gonaadides. FSH stimuleerib folliikulite kiipsemist
munasarjas ning osaleb spermatogeneesi regulatsioonil Sertoli rakkudes testises. LH
indutseerib ovulatsiooni ning progesterooni silinteesi kollaskehas naistel ning
androgeenide siinteesi Leydigi rakkudes meeste testises (Themmen ja Huhtaniemi,
2000). Samuti ajuripatsis siinteesitav TSH osaleb kilpnddrme hormonaalses
metabolismis ning tiiroidhormoonid produktsioonis (Pierce ja Parsons, 1981).

Plantsentas siinteesitav hCG on iiks esimesi ning olulisemaid determinante
implantatsioonil ning kasutatakse seetdttu biomarkerina raseduse diagnoosimiseks I
trimestril (Brown et al., 2000). HCG p—subiihiku mRNA ekspresseeritakse de novo
juba kahe-rakulises staadiumis ning hormooni sekreteeritakse 7 pdeva vanuse
blastotstisti poolt (Jurisicova et al., 1999, Bonduelle et al., 1988). Pdrast blastotsiisti
pesastumist emaka limaskesta satub hCG otse ema verre, kus selle kontsentratsioon
saavutab maksimumi 9-10 rasedusenddalal. HCG tase korreleerub paralleelselt
moodustuva trofoblasti koe hulgaga (Jameson ja Hollenberg, 1993). Koorion
gonadotropiin  stimuleerib kollaskehas (corpus [uteum) mitmete rasestumise
normaalseks kuluks vajalike hormoonide, s.h. progesterooni, produktsiooni.
Progesterooni ja hCG funktsioonideks on emaka limaskesta morfoloogiline ning
immunoloogiline ettevalmistamine embriio implantatsiooniks ja loote normaalseks
arenguks ning ekstraembriionaalsete kudede diferentseerumiseks
(http://www.endotext.com/female/femalel3/femalel3.htm, Siiteri et al., 1977).
Kollaskeha funktsioneerib ligikaudu 10. rasedusnidalani, kuid 6.-8. niddalal hakkab

formeeruma platsenta ning jérkjargult siirdub nn rasedushormoonide produktsioon
kollaskehalt platsentale (luteal-placental shift) (Jameson ja Hollenberg, 1993) (Joonis
11). Seega on I trimestril hCG piisav produktsioon triviaalse olulisusega raseduse
normaalseks kulgemiseks. Normist madalamaid hCG viirtusi seostatakse néiteks

raseduse katkemise ja emakavilise raseduse esinemisega (Buyalos et al., 1992).
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Joonis  11.  Progesterooni  siintees  raseduse  kulgemisel  (néddalates).

(http://www.endotext.com/female/femalel3/femalel3.htm)

1.5.2. Gonadotropiinide struktuur

Heterodimeersed  gliikoproteiinhormoonid  koosnevad  kahest  mitte-
kovalentselt seotud alatihikust, o ja B. a-subiihik on iihine koigile gonadotropiinidele
ning unikaalne [-subiihik madrab iga hormooni spetsiifilisuse (Themmen ja
Huhtaniemi, 2000, Pierce ja Parsons, 1981).

Gonadotropiinide  a-subithik (92 ah) sisaldab kahte N-seoselist
gliikostileerimise saiti ning sisaldab 10 tsiisteiini (5 disulfiid-sidet), mis on olulised
subtihiku korrektsel pakkumisel ning heterodimeerse hormooni assambleerimisel. -
subiihik (111-145 ah) sisaldab kahte N-seoselist gliikosiileerimise saiti (LHB—I1 iiks)
ning 12 tsiisteiini 6 disulfiid-sideme moodustamiseks (Fan ja Hendrickson, 2005,
Themmen ja Huhtaniemi, 2000, Miller-Lindholm et al., 1999). Vorreldes LHB-ga on
HCGP valk 29 ah vorra pikem, mis tagab hCG pikema eluea vorreldes LH-ga
(Themmen ja Huhtaniemi, 2000). Kahe gonadotropiinide alamiihiku ekspressiooni
ning translatsiooni reguleeritakse iseseisvalt, kuid paralleelselt, et tagada vajalik hulk
aktiivset heterodimeerset valku. Limiteerivaks faktoriks aktiivse hormooni
assambleerimisel on PB-alaiihiku kontsentratsioon. (Jameson ja Hollenberg, 1993,
Pierce ja Parsons, 1981).

Gliikoproteiinhormoonide retseptorid on G-valgu seoselised ning sisaldavad
spetsiifilist ekstratsellulaarset pikka N-terminaalset domdidni, mis on vajalik

hormooniga seondumiseks. FSH ja TSH seonduvad oma spetsiifilisele FSH ja TSH
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retseptorile, mida kodeerivad geenid lokaliseeruvad vastavalt kromosoomil 2 (2p21-
16) ning 14 (14q31). HCG ja LH seonduvad aga samale G-valgu seoselisele
retseptorile, mis on kodeeritud 2. kromosoomil paikneva geeni poolt (2p21)

(Themmen ja Huhtaniemi, 2000).

1.5.3. Gonadotropiinide subuhikuid kodeerivate geenide evolutsioon

Gonadotropiine kodeerivate geenide struktuuri uuringute pohjal on ilmnenud
gliikoproteiinhormoonide keerukas evolutsiooniline areng, mis hdlmab mitmeid
duplikatsiooni siindmusi. Senini ei ole aga iihtselt mdistetavat seletust, millist eelist
omab tinapédeval esineva gonadotropiinide geeniklastri keeruline ning tdenéoliselt
timberkorralduste suhtes ebastabiilne struktuur.

Eerinevate heterodimeersete gliikoproteiinhormoonide subiihikuid kodeerivad
geenid paiknevad genoomis:
(1) tthine a-subiihik 6. kromosoomi pikas dlas (6q12.21),
(i)  FSHP 11. kromosoomis (11p13),
(111))  TSHP 1p13 ning
(iv)  LHP ja 6 hCGp geeni iihise geeniklastrina 19q13.32 piirkonnas (Themmen
ja Huhtaniemi, 2000, Policastro et al., 1986)

Inimesel esineva gonadotropiinide perekonna a- ja B-subiihikuid kodeerivad
geenid arvatakse olevat tekkinud {hisest o/f eellasgeenist korduvate
duplikatsioonisiindmuste teel. Li ja Ford (1998) andmetel esines tdendoliselt esimene
duplikatsiooni stindmus 927 miljonit aastat tagasi (mat), mille tulemusena tekkis a.-
subiihikut kodeeriv geen ning tédnapédevastele gonadotropiinide B-subiihikutele aluse

pannud eellasgeen (Joonis 12)
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Joonis 12.Gonadotropiinide subiihikuid kodeerivate geenide evolutsioon (Li ja Ford,
1998).

503 mat tekkinud LH geeni evolutsioon on edasi kulgenud liigiti erinevaid
teid pidi. Teatud liikidel on esindatud ainult iiks LHP} geen (lammas, siga), hobustel
modifitseeritud LHP vorm, mida ekspresseeritakse nii ajuripatsis kui platsentas.
Primaatidel on toimunud LHf duplikatsioon, mille tulemusena on tekkinud platsentas
ekspresseeritav CGPB geen (94 mat) (Li ja Ford, 1998). Erinevatel primaatidel on
identifitseeritud erinev arv CGf} geenikoopiad ning kdige rohkem (n=6 + 1 LHB) on
leitud inimesel. Maston ja Ruvolo (2002) uuringu raames maddratleti CGp ja LHf
lahknemise aeg veelgi hilisemaks (50-34 mat) ning lisaks tuvastati geenide analiiiisil
viiteid geenikonversiooni rollile klastri evolutsioneerumisel. Erinevate liikkide CGp ja
LHp geenide klasterdamisel DNA kloonide jérjestuse sarnasuse pohjal ilmnes, et liigi
siseselt on CGP ja LHP geenid omavahel sarnasemad kui CGf ja LHp eraldi liikide
vahel (Joonis 13). Tulemus viitab intensiivsele materjali vahetusele samas piirkonnas
lokaliseeruvate LHP ja CGP geenide vahel liigi siseselt. Kuna geenikonversioon
toimub piirkondades, kus esineb kdrge sarnasusega jirjestusi, siis voib viita, et antud

geeniklaster on iimberkorralduste aldis.
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Joonis 13. LHP ja CGP geenide klasterdumine jérjsetuse sarnasuse alusel liigiti

(Maston ja Ruvolo, 1998).

CGp on tekkinud LHP geenist duplikatsiooni teel ning lisaks omandanud ka
raaminihke mutatsiooni vahetult enne stop-koodonit, mistdttu on tema valgu jarjestus
30 ah vorra pikem (Fiddes ja Goodman, 1980, Pierce ja Parsons, 1981). Pikem N-
terminaalne fragment (CTP) tagab CGP sekreteerimise rakust apikaalselt ema
vereringesse (LHP sekreteeritakse basolateraalselt) ning tunduvalt pikema eluea
vorreldes LHB-ga (12h versus 30min). Valgu parem stabiilsus tagatakse nelja O-
gliikkosiileerimise saidi esinemisega CTP fragmendis ning seostatakse positiivse
selektsiooniga CGp evolutsioonil (Nakav et al., 2005, Jablonka-Shariff et al., 2002,
Maston ja Ruvolo, 1998).

Lisaks raaminihet pdhjustavale deletsioonile on uus CGP geen omandanud ka
alternatiivse transkriptsiooni initsiatsiooni saidi. Kuigi CGp hdlmab ka LHp-le
iseloomulikku TATA-box’1, initsieeritakse transkriptsioon sellest soltumatult 366 bp

vorra geenist eespool (Jameson ja Habener, 1996, Jameson ja Hollenberg, 1993).
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Tdenéoliselt tagab uue promootori kasutusele votmine hCG ekspressiooni platsentas
ning samas paralleelselt LHp-spetsiifilise promootori voimalik sdilumine seletaks
LHP madalat ekspressiooni ka ajuripatsis (Dirnhofer et al., 1996).

Arvestades LH ja hCG erinevaid funktsioone ning produktsiooni kohta, on
CGB geen pidanud lisaks duplitseerumisele ka muteeruma, omandama
koespetsiifilisuse platsenta suhtes ning samuti n6 kaasama a.-subiihiku ekspressiooni
platsentas (Maston ja Ruvolo, 1998). Alternatiivse hiipoteesi kohaselt ekspresseerus
LHP nii ajuripatsis kui platsentas enne CGP lahknemist. Antud véidet toetab asjaolu,
et hobusel esinev LHB/CGP geeni transkribeeritakse mdlemas organis ning inimese
puhul on leitud vdhesel médral hCG produktsiooni lisaks platsentale ka ajuripatsis
(Dirnhofer et al., 1996, Maston ja Ruvolo, 1998).

Mitmete jarjestikuste limberkorralduste ning mutatsioonide tulemusena on
inimesel vilja kujunenud praeguseks keerulise struktuuriga LHB/CGB geeniklaster,
mis koosneb iihest LHB ning kuuest CGf kodeerivast geenist (CGB. CGB1, CGB2,
CGBS5, CGB7 ja CGBS) (Policastro et al., 1986) (Joonis 14). Lisaks on teadaolevalt
piirkonnas ka kolm omavahel sarnast pseudogeeni NTF64, B ja G

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Kdik geenid ja samuti intergeensed alad on kuni

~96% sarnased (Jameson ja Hollenberg, 1993).

CGh LHB

Joonis 14.LHB/CGB geeniklaster (Jameson ja Hollenberg, 1993). (CGB3 siinoniiiim
on CGB).
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1.6. Korduvad spontaanabordid

1.6.1. Uldiseloomustus

Korduvat spontaanaborti defineeritakse kui kaks vO0i enam jirjestikust
raseduse iseeneslikku katkemist <22. raseduse nddalal voi kui loode kaalub siindides
<500g. Spontaanabordi esinemissageduseks on hinnanguliselt 1-2% fertiilsetel naistel
(Bricker ja Farquharson, 2002). Vanuses >36 aasta on tdheldatud suuremat
spontaanabordi (SA) kujunemise riski, mida seostatakse peamiselt aneuploidia (eriti
trisoomiate) kdrgenenud esinemissagedusega vanemas eas (Robinson et al., 2001). I
trimestri SA esineb koekultuuri katsete pohjal aneuploidiat ~70% juhtudest, millest
~65% moodustavad trisoomiad (Fritz et al., 2001). Samas ei ole >36 a naistel leitud
otsest seost struktuursete kromosoomi anomaaliate (translokatsioonid, inversioonid)
ning korduvate SA-de vahel. Goddijn et al. (2004) andmetel ei kaasne ema kdrgema
ea ega eelnevate SA-de suurema arvuga I trimestril korgenenud riski struktuursete
kromosomaalsete aberratsioonide esinemiseks.

Spontaanaborte vo0ib laias laastus jagada kahte gruppi vastavalt loote
siidametegevuse esinemisele raseduse katkemisel: (i) varane raseduse katkemine, kus
loote stidametegevus ei ole visualiseeritav (embryo loss, EL) ja (i1) nn loote hukk
(fetal loss, FL), mille korral on loote siidametegevus ei ole detekteeritav. Korduvate
iseeneslike raseduste katkemiste puhul on identifitseeritud sagedamini EL-i (suhtes
6:1 FL-ga) ning vdrdselt erinevates etioloogilistes SA alamgruppides (Bricker ja
Farquharson, 2002). Samuti on tdheldatud, et korduvate SA puhul esineb normaalse
kartiotiiiibiga EL-1 oluliselt sagedamini vorreldes kontrollgrupiga (vastavalt 66,7%
versus 45,7%) (Morikawa et al., 2004). Seega on tdendoliselt I trimestri raseduste
katkemistel lisaks aneuploidiale oluline roll teistel faktoritel peale kromosoomi
struktuuri anomaaliate.

Korduvate spontaanabortide tekkepdhjused vodivad olla endokriinsed,
immunoloogilised, anatoomilised voi geneetilised. Kriitilisteks staadiumiteks raseduse
sdilumisel peetakse implantatsiooni, trofoblasti invasiooni ja platsentatsiooni perioode
(Quenby ja Farquharson, 1993). Vaatamata paljudele kliinilistele ja laboratoorsetele
uuringutele antud vallas ei osata ~50% SA juhtudest konkreetset pohjust
identifitseerida. Ebaselge pdhjusega iseeneslike abortide etioloogilisi pohjusi
selgitavad uuringud on seega olulised diagnostika, ravi ning patsientide ndustamise

seisukohast.
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1.6.2. LHB/CGB geeniperekond ja spontaanabordid

Gliikoproteiini hCG, mida produtseeritakse platsentas blastotsiisti poolt,
peetakse koige olulisemaks biomarkeriks raseduse varajasel diagnoosimisel. HCG
kontsentratsiooni pdhjal hinnatakse raseduse suurust ning selle kulgu (Brown et al.,
2000). Korvalekalded normaalsest hCG tasemest viitavad voimalikele hdiretele
gliikkoproteiini  valgu ehituses, funktsioonis vOi metabolismis, mille iiheks
tagajargedeks voib olla raseduse iseeneslik katkemine. Seetdttu on antud valku
kodeeriv. LHB/CGB geeniklaster atraktiivne kandidaatpiirkond mutatsioonide,
timberkorralduste voi deletsioonide/duplikatsioonide detekteerimiseks iseeneslike

raseduse katkemistega naistel.

1.6.2.1. Mutatsioonid

Seoses gonadotropiinide kriitilise rolliga reproduktiivfunktsioonis on
LHB/CGB geeniklastrit mutatsioonide suhtes ka detailsemalt wuuritud, kuid
usaldusvidirseid tulemusi on maérkimisvaidrselt vdhe. Varieeruvusi on kirjeldatud
pigem geenides, mis kodeerivad gliikoproteiinide retseptoreid ning nende metabolismi
mojutavaid hormoone (Themmen ja Huhtaniemi, 2000, Layman, 2002, Layman,
1999). Samuti on leitud mutatsioone teistes gliikoproteiinide geenides: (i) FSHB
(Matthews et al., 1993) ning (i) 7SHB (Dacou-Voutetakis et al., 1990).
Gonadotropiinide o—subiihikut kodeerivast lookusest pole leitud iihtegi mutatsiooni.
Kuna tegemist on nii FSH, TSH kui ka gonadotropiinide iihise subiihikuga, siis
toendoliselt on a—subiihiku inaktiveerumisel inimesel letaalne vidljund (Layman,
2002).

LHB/CGB regioonis on leitud liks aminohappelist muutust pohjustav missense
mutatsioon LHB-s (Weiss et al., 1992) ning iiks missense G>A transitsioon CGBJS
geenis (Miller-Lindholm et al., 1999). CGB5-s leitud aminohappeline muutus takistab
disulfiid-sidemete moodustumist ning seega korrektset valgu pakkumist. Alternatiivne
CGB)5 produkt ei ole vdoimeline seonduma o—subiihikuga ning 85% sekreteeritakse
monomeersena (versus 50% wild-type valguga). Disulfiid-sildade olulisust
gonadotropiini normaalsel funktsioneerimisel on kinnitanud ka teised uuringud
(Suganuma et al.,, 1989, Feng et al., 1995) ning seega vOib potentsiaalselt olla

spontaanabordi pohjustajaks madala hCG tasemega rasedatel naistel. Kato et al.
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(2002) wuuringu tulemusena aga ei leitud korduvate SA-ga patsientide ning
kontrollindiviidide vordlusel erinevusi hCG molekuli struktuuris ega bioloogilises

aktiivsuses.

1.6.2.2. Struktuursed iimberkorraldused

Lisaks erinevatele mutatsioonidele on tandeemseid ja podrdkordusjérjestusi
sisaldav LHB/CGB geeniklaster potentsiaalselt aldis erinevatele struktuursetele
timberkorraldustele nagu  deletsioonid, duplikatsioonid ning inversioonid.
Analoogiliste piirkondade puhul on eelnevalt identifitseeritud mitmeid niiteid, kus
haiguslik  fenotliip on  ilmnenud segmentide vOi  tervete  geenide
deleteerumisel/duplitseerumisel (Christian et al., 1999, Robinson et al., 1996, Pentao
et al., 1992). Kirjeldatud timberkorraldusi on uuritud LHB ning CGB5 geenide puhul
Layman et al. (1997) poolt. Uuringu eesmérgiks oli identifitseerida potentsiaalseid
deletsioone korduvate SA-ga patsientidel ja viljatutel naistel ning duplikatsioone
patsientidel, kellel esineb trofoblasti koe kasvaja. Kogu geeni hdlmavaid deletsioone
ega duplikatsioone vastavates etioloogilistes gruppides antud uuringu raames ei
detekteeritud. Siiski ei vilista kirjeldatud tulemus timberkorralduste esinemist
LHB/CGB geeniklastris, kuna kasutatud meetod on CGP geenide spetsiifiliseks

eristamiseks limiteeritud.
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2. T6O eesmargid

Kéesolev t60 on iiks osa laiahaardelisest projektist, mille eesmirgiks on esmalt

detailselt iseloomustada LHB/CGB geeniklastri struktuuri ja varieeruvust ning seejérel

analtuusida

selle seotust korduvate spontaanabortide tekkega. To66 koosneb

jargnevatest etappidest:

L.
II.

I1I.

IV.

VL

LHB/CGB geeniklastri detailse iilesehituse kirjeldamine,

LHB/CGB geenide iildise varieeruvuse analiilis iildpopulatsioonil (samuti
rekombinatsiooni hotspot’i iseloomustamine) (Hallast, Nagirnaja et al.,
kasikiri),

Rekombinatsiooni  hotspot’i  detailne analiilis otseselt rekombinantse
sperma DNA pohjal iildpopulatsioonis (DNA materjal kogutud),
Pilootprojekti 1dbiviimine LHB/CGB geenide varieeruvuse vordluseks
korduvate spontaanabortidega  patsientidel ning  referentsina
tildpopulatsioonil,

LHB/CGB geenide varieeruvuse vordlus korduvate spontaanabortidega
patsientidel ning kontrollpopulatsioonina komplikatisoonideta siinnitajatel
(analiiiisi materjal kogutud),

Etapis I saadud info pdhjal uurida potentsiaalseid kromosomaalseid
tiimberkorraldusi ~ vordlevalt patsientidel ning kontrollindiviididel

hiibridisatsioonil pohineva meetodiga FISH (meetod on optimeerimisel).

Kéesoleva magistritod eesmarkideks oli ldbi viia etapid I, IV ning etapist II

rekombinatsiooni hotspot’i iseloomustamise osa, mis on omakorda ettevalmistuseks

ilejadnud projekti etappidele.
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3. Materjal ja metoodika

3.1. In silico analiiiis

LHB/CGB geeniklastri detailse struktuuri kirjelduse aluseks on piirkonna
erinevate segmentide paarikaupa vordlus veebipohiste programmide abil (globaalne

joondus, http://www?2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi, ja BLAST,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Alu-elementide sisaldust uuritavas piirkonnas méérati

samuti veebipdhise programmiga (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/). In silico

analiitisil kasutatud referentsjirjestus on saadud NCBI avalikust andmebaasist

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (lookus nr NG _000019).

Palindroomsete jdrjestuste ennustamisel on rakendatud EMBOSS’i einverted
programmi (Rice et al. 2000) ja sekundaarsete struktuuride ennustamisel
RNAstructure programmi (versioon 4.11) (Mathews et al., 2004) ning veebipdhist
programmi  mfold (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/). = EMBOSS

einverted programm otsib jarjestuse sarnasuse pohiselt podratud kordusjérjestusi ehk
palindroome. RNAstructure ning mfold vdimaldavad lisaks RNA-le ka DNA
jarjestuse alusel kalkuleerida minimaalset seondumise vaba energiat (AG) ning seega

identifitseerida uuritava piirkonna enim soodustatud sekundaarset struktuuri.

3.2. Analiiiisi materjal

3.2.1. Rekombinatsiooni hotspot’i anallitisi materjal

Potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i kirjeldamiseks on kasutatud 11 Eesti
populatsiooni indiviidi DNA-d, mis on eraldatud 2 ml vereproovist (kogutud koostods

Margus Punabiga, M.D., TU Kliinikumi androloogia kabinet).

3.2.2. Patsiendigrupp

Kiesoleva projekti libiviimiseks on TU Kliinikumi Inimuuringute
Eetikakomitee luba (nr. 117/9, 16.06.2003). Antud t66s kasutatud patsiendigruppi
kuuluva 24 indiviidi vere- ja platsentaproovid on kogutud koostdos Kristiina Rulliga
(M.D., TU Kliinikumi Naistekliinik). Valim koosneb:

1. 9 naispatsiendi platsenta materjal
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2. 5 naispatsiendi vereproovid

3. 5 paari vereproovid (naispatsient ja tema meespartner).

Meeste analiiiisi materjal on uuringus vajalik, kuna LHB/CGB geenide puhul
puudub informatsioon imprintingu kohta ning seega vdimalikud raseduse katkemist
soodustavad geenivariandid vodivad olla kodeeritud isapoolselt. Vdimalusel on
analiiisiks kogutud platsenta materjal vanemate vereproovide asemel, kuna platsenta
sisaldab nii ema- kui isapoolset geenivarianti, mis potentsiaalselt voisid pohjustada
raseduse iseeneslikku katkemist.

Valikukriteeriumid patsientide grupi koostamiseks on jérgnevad:

1. Kaks vdi enam raseduse iseenesliku katkemise voi raseduse peetumise juhtu
2. Raseduse katkemine I trimestril. Voimalikult homogeense grupi koostamiseks
on uuringust védlja jdetud patsiendid hilisema perioodi spontaanabortidega,
kuna peale I trimestrit vdivad ilmneda lisafaktorid (nditeks emakakaela
puudulikkus), mis ei ole antud uuringu seisukohast olulised.
3. Raseduse katkemine on ebaselge pOhjusega ning patsient on negatiivse
vastusega jargnevate analiiiiside suhtes:
a. Kromosoomide analiiis perifeersest verest (kromosomaalsete
aberratsioonide vélistamiseks)
b. Ultraheli (anatoomiliste tegurite vilistamiseks)
c. Hormoonanaliilisid (teatud hormonaalsete héirete vélistamiseks)
d. Verehiiiibimise testid (verehiiiibimise siisteemi funktsiooni héirete
vilistamiseks)
e. Autoantikehade esinemise analiiiis

4. Meespartnerite kromosoomide analiiiisi vastus on negatiivne.

3.2.3. Referentsvalim

LHB/CGB geenide (v.a. CGBS8) vordluseks patsientidega kasutati 47 eestlase
(TU MRI biotehnoloogia dppetooli DNA-pank, Louna- Eesti valim) genotiiiipide
infot, mis on eelnevalt identifitseeritud LHB/CGB geenide resekveneerimisel (P.
Hallast, 2004). CGBS8 geeni vordluseks on kasutatud 11 indiviidi materjali, mille
pohjal on analiiiisitud potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i piirkonda, kus

lokaliseerub ka CGBS.
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3.3. DNA eraldamine

3.3.1. Vereproovid

DNA eraldamiseks EDTA-verest (2-9 ml) lisati 1ml kohta 4 ml puvrit A [0.32
M sahharoos, 1 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 1% Triton X-100, vesi] ning
tsentrifuugiti 10 min 3000 rpm 4°C juures. Seejérel eemaldati supernatant ning korrati
sama etappi 2 ml puhver A-ga. Peale supernatandi uut eemaldamist lisati sademele 0,9
ml puhvri B [400 mM NaCl, 2 mM EDTA (pH 8), 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), vesi],
toksiti sade lahusesse, lisati 100 pl puhvrit C (10% SDS, 2 mg/ml proteinase K, vesi)
ning inkubeeriti tiledd 37°C juures. Jargmisel pdeval lisati inkubeeritud lahusele 270
ul kiillastatud NaCl-i, raputati segu tugevalt ning tsentrifuugiti 15 min 4000 rpm
toatemperatuuril. Supernatant tdsteti seejirel uude tuubi, lisati kahekordne kogus 96
voi 100 % etanooli, segati Ornalt ning DNA eemaldati Pasteuri pipetiga. DNA
lahustati sdltuvalt kogusest 250-1500 ul TE-s (pH 7,5, 10 mM Tris-HCI1 pH 7,5, ImM
EDTA).

3.3.2. Platsenta materjal

Uuringus kasutatud platsenta on peale kogumist koheselt kiilmutatud vedelas
lammastikus —70°C juures. DNA eraldati ca 30 mg kiilmutatud koeproovist kasutades
MBI Fermentase kiti (Genomic DNA Purification Kit, #K0512) ning vastavalt tootja
poolt varustatud protokollile. Lisaks viidi ldbi ka ribonukleaas A tootlus, kuna
platsenta on transkriptsiooniliselt véga aktiivne. Ribonukleaas A-d (MBI Fermnetas)
lisati vastavalt kiti protokollile DNA eraldamise vaheetapis 0,2 mg/ml ning

inkubeeriti 37°C 10 min. Eraldatud DNA lahustati 100 ul TE-s (pH 7,5).

Verest ning platsentast eraldatud DNA kontsentratsiooni ja puhtust moddeti
spektrofotomeetriliselt ~ (Helios'™Beta, Thermo Spectronicy vihemalt peale
kahepdevast lahustumist 4°C juures ning kvaliteeti kontrolliti geelelektroforeesil.
Puhtuse mddramisel kasutati mootmisel saadud tulemusi lainepikkustel 260 nm ning
280 nm ning arvutati suhe ODy)/OD,go. Vairtust ~1,7-2 defineeriti kui puhas ning

edasiseks analiiiisiks sobiv genoomne DNA.
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3.4. Praimerite disain

3.4.1. LHB/CGB geenid

Koikide praimerite disainimisel kasutati Whitehead Institute for Biomedical
Research ja Howard Medical Institute’s vélja tootatud veebipdhist programmi Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) tuginedes NCBI

andmebaasi referentsjédrjestusele (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) (lookus nr
NG _000019). LHB, CGB, CGB1, CGB2, CGB5 ja CGB7 geenidele oli vdimalik
disainida geeni-spetsiifilisi PCR praimereid, mis amplifitseerivad unikaalse soovitud
fragmendi (P. Hallast, 2004) (Lisa 1). Seoses LHB/CGB geeniklastri komplekse
struktuuriga ei olnud CGBS-le voimalik disainida geeni-spetsiifilisi PCR praimereid
ning amplifitseeriti seetdttu paralleelselt potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i
piirkonnaga (vt allpool).

LHB/CGB geenide sekveneerimise praimerite disain on detailsemalt

kirjeldatud P. Hallast magistritods (2004) (Lisa 1).

3.4.2. Potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i piirkond ning CGB8

Eelnevalt identifitseeritud korge rekombinatsioonilise aktiivsusega piirkonna
(Hallast, Nagirnaja et al., kasikiri) amplifitseerimiseks disainiti praimerid CGBJ ja
CGB7 vahelisse piirkonda sarnaselt punktile 3.4.1. PCR praimerid asetsevad
tiksteisest 8,3 kb kaugusel ning amplifitseeritav piirkond hdlmab ka CGBS geeni
(Joonis 15). Spetsiifilisuse tdostmiseks amplifitseeriti 8,3 kb piirkond edasi nested-
PCR meetodil, kus nn nested ehk sisemised PCR praimerid asuvad susbstraadina
kasutatava PCR-produkti seesmistel aladel. Nested praimerid valiti nii, et saadavad
produktid (6 tk) kattuksid ca 80-100 bp. Nestedl ja nested6 fragmentide
amplifitseerimisel kasutati {ihe praimerina ka vastavalt forward voi reverse 8,3 kb
PCR praimerit. Resekveneerimiseks valiti vilja kokku 6 praimerit (3 kummagi ahela
jaoks) spetsiifiliselt iga nested produkti jaoks (Lisa 2). Enamus nested-PCR
praimeritest olid kasutatavad ka vastava produkti sekveneerimiseks. Uued
sekveneerimispraimerid disainiti ainult nested fragmentide seesmistele osadele ning
nestedl ja 6 puhul ka vastavalt 1F ning 3R otsmise PCR-praimeri asemele. Koik

sekveneeritavad segmendid kattuvad otstest ca 80 bp.
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Uuringus kasutatud PCR praimerite unikaalsust on kontrollitud inimese
genoomi vastu (BLAST) tuginedes NCBI referentsjirjestusele. LHB/CGB geenide
puhul olid aktsepteeritavad praimerite paarid, millest vihemalt iiks on genoomis
unikaalne. Kahte unikaalset praimerit iihe geeni kohta ei olnud vdimalik geeniklastri
keerulise struktuuri tttu disainida. Nested praimerid olid unikaalsed 8,3 kb PCR

produkti jarjestuse vastu kontrollides.

1F 2F 3F
—> —> —>
—>
<
3R
~ IR 2R )
-~
\\\ ///
N ///
N -~
~ - _ -~
Nested 1 ~ Nested3 _~ Nested 5
Se—_—— —_—
Nested 2 Nested 4 Nested 6
—
Cen [ G (Ml ra
<
CGB5 CGBS8 CGB7
—>» Sekveneerimise praimer
—>» PCR praimer

Joonis 15. Potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i ning CGBS piirkonna PCR-1 ning

sekveneerimise praimerite paigutus genoomis.
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3.5. Amplifikatsiooni protsess

3.5.1. LHB/CGB geenide amplifikatsioon

CGB, CGB1, CGB2, CGB5, CGB7 ja LHB geenid amplifitseeriti genoomselt
DNA-It (100 ng). PCR reaktsioonisegu (25 pl mahus) sisaldas veel 2,5 ul 10x PCR
puhvrit koos 15 mM MgCl,’ga (MBI Fermentas, Vilnius, Leedu), 0,2 mM dATP,
dCTP, dGTP ja dTTP (Amersham Biosciences Inc., Milwaukee, WI, USA), 10 pmol
igat praimerit (Metabion GmbH, Martinsried, SLV) ja 1U DNA poliimeraasi (Long
PCR Enzyme Mix, MBI Fermentas). Iga reaktsiooniseguga viidi alati ldbi ka
negatiivse kontrolli PCR (ilma DNA-ta). Amplifiaktsioon viidi 1abi PTC-200 (MJ
Research, Inc. Watertown, MA, USA) PCR masinaga jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 5 min
Denaturatsioon 95°C 20sek )
Praimerite seondumine 68°C 30 sek

, , > 10 tsiiklit
Temperatuuri langus tsiikli kohta 1°C

Ekstensioon 68°C 2 min

J
Denaturatsioon 95°C 20sek )
Praimerite seondumine 56°C 30 sek N 10 tsiiklit
Ekstensioon 68°C 2 min D
~
Denaturatsioon 95°C 20 sek
Praimerite seondumine 54°C 30 sek > 10 tstiklit
Ekstensioon 68°C 2 min
/
Denaturatsioon 95°C 20 sek R
Praimerite seondumine 51°C 30 sek >~ 10 tsiiklit
Ekstensioon 68°C 2 min
Inkubatsioon 68°C 10 min
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3.5.2. Potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i piirkonna amplifikatsioon

8,3 kb pikkune produkt amplifitseeriti genoomselt DNA-It (100 ng). Erinevalt
LHB/CGB geenide amplifikatsioonil kasutatavast reaktsioonisegust sisaldas kdesolev
PCR-i segu ka DMSO-t (3%, MBI Fermentas). Paralleelselt viidi 14bi sama seguga ka
ilma DNA-ta PCR negatiivse kontrollina. Amplifiaktsioon viidi 1abi GeneAmp® PCR
System 2700 (Applied Biosystems) PCR masinaga jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 94°C 5 min
Denaturatsioon 94°C 20sek )
Praimerite seondumine 68°C 30 sek
, , > 4 tsiiklit
Temperatuuri langus tsiikli kohta 1°C
Ekstensioon 68°C 8 min D
Denaturatsioon 94°C 20sek )
Praimerite seondumine 64°C 30 sek N 11 tsiiklit
Ekstensioon 68°C & min
g
\
Denaturatsioon 94°C 20 sek
Praimerite seondumine 64°C 30 sek
> 25 tsiiklit
Ekstensioon 68°C & min
Aja pikenemine iga tsiikli kohta +5 sek

-~/

Inkubatsioon 68°C 10 min

8,3 kb PCR produkti pdhjal viidi edasi ldbi nested-PCR. Reaktsioonisegu (25
ul mahus) sisaldas 0,5-1 pl 8,3 kb PCR produkti, 2,5 pul 10x PCR puhvrit (Solis
BioDyne, Estonia), 2,5 ul 25 mM MgCl, (Solis BioDyne, Estonia), 0,2 mM dATP,
dCTP, dGTP ja dTTP (Amersham Biosciences Inc., Milwaukee, WI, USA), 10 pmol
igat praimerit (Metabion GmbH, Martinsried, SLV), 3% DMSO-t (MBI Fermentas) ja
1-2U DNA poliimeraasi (Smart-Taq Hot DNA Polymerase, Naxo, Estonia). Nested
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fragmentide amplifikatsioon viidi 1dbi GeneAmp® PCR System 2700 (Applied

Biosystems) PCR masinaga jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 15 min
Denaturatsioon 95°C 20sek )
Praimerite seondumine 68°C 30 sek

, , > 10 tsiiklit
Temperatuuri langus tsiikli kohta 1°C

Ekstensioon 68°C 2 min

_J
Denaturatsioon 95°C 20sek )
Praimerite seondumine 56°C 30 sek P 10 tsiiklit
Ekstensioon 68°C 2 min

g

\
Denaturatsioon 95°C 20 sek
Praimerite seondumine 54°C 30 sek >

20 tsiiklit

Ekstensioon 68°C 2 min

_J
Inkubatsioon 68°C 10 min

CGBS geeni amplifikatsiooniks patsientidel viidi 1dbi esmalt 8,3 kb fragmendi
PCR genoomselt DNA-It ning seejdrel 8,3 kb produktilt kahe nested piirkonna
amplifikatsioon (nested2 ja nested3 ), mis holmasid uuritava geeni piirkonda (Joonis
15). Vastavad kaks nested produkti sekveneeriti CGBS geeni ulatuses kokku 8
sekveneerimispraimeriga (nested 2 — praimerid 2F, 2R, 3F ja 3R ning nested 3 —

praimerid 1F, IR, 2F ja 2R).
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3.6. Resekveneerimine

3.6.1. PCR produktide to6tlus

Kodik PCR produktid kontrolliti geelelektroforeesil korvuti koos negatiivse
kontrolliga. Seejdrel t6ddeldi Exol eksonukleaasiga (MBI Fermentas) ja kreveti
aluselise fosfataasiga (SAP, USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA): ~20 pul
produktile lisati 1U Exol ja 1,5U sAP ensiitimi. Reaktsioonid viidi 14bi GeneAmp®
PCR System 2700 (Applied Biosystems) PCR masina abil jargmistel tingimustel:

Inkubeerimine 37°C 20 min

Inaktiveerimine 80°C 15 min

3.6.2. Sekveneerimine

LHB/CGB geenide (v.a. CGBS8) resekveneerimisel kasutati iga geeni
kohta kokku 6 praimerit: geenispetsiifilised 2 otsmist ning 4 praimeriga 2 erinevat
komplekti sense (CGB2, CGB)5) ja antisense (CGB, CGBI, CGB7, LHB) geenide
jaoks. Sekveneeritava ala pikkus jii enamike geenidel vahemikku 1,5-1,6 kb, CGB7
puhul 2,1 kb.

CGBS sekveneerimisel kasutati 8 sekveneerimispraimerit ning substraadina
kahte nested produkti (nested2 ja nested3), mis katsid geeni CGBS piirkonda.
Rekombinatsiooni Afospot’i piirkonnast amplifitseeritud 6 nested PCR produkti
sekveneeriti kokku 6 erineva sekveneerimispraimeriga.

Sekveneerimisreaktsioonides kasutati DYEnamic ET Terminator Cycle
sekveneerimiskiti (Amersham Biosciences). Reaktsioonisegu (10 ul mahus) sisaldas 1
ul sekveneerimise pre-mix’i, 3 ul lahjenduspuhvrit [100 ul 10x PCR puhver (Solis
BioDyne, Estonia), 55 ul 25 mM MgCl, (Solis BioDyne, Estonia), 95 ul ddH,0], 3 ul
ddH,0, 1 pul 2pM praimerit ja 2 ul puhastatud PCR produkti. Reaktsioonid viidi 1dbi
GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) PCR masina abil jargmistel

tingimustel:
Denaturatsioon 95°C 30 sek
Praimerite seondumine 50°C 15 sek 50 tstiklit
Ekstensioon 60°C 1 min
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Sekveneerimisreaktsioonide sadestamiseks lisati igale proovile 1,5 ul 10 M
ammooniumatsetaadi ja dekstraani segu (1 pl ammooniumatsetaati ja 0,5 pl
dekstraani). Proovid segati, lisati 35 pl 96% -20°C etanooli, pandi 15 minutiks —20°C
juurde sadenema ning tsentrifuugiti 15 min 13 000 rpm. Seejdrel supernatant
eemaldati, lisati 200 pl 70% +20C etanooli ning tsentrifuugiti 10 min 13 000 rpm.
Peale supernatandi eemaldamist kuivatati proove 10-15 min 37°C juures ning lisati 3
ul ABI loading solution’it (Formamide loading dye, Amersham Biosciences). Proovid

sekveneeriti ABI Prism 377 masina abil.

3.7. DNA jirjestuste analiiiis ja poliimorfismide identifitseerimine

Sekveneerimisetapil saadud DNA jérjestused visualiseeriti BioEdit Sequence

Alignment Editor programmi abil (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html),

kus toimus jarjestuse kvaliteedi hindamine. Halva kvaliteediga sekventsi puhul vastav
proov sekveneeriti uuesti.
Hea kvaliteediga jérjestused assambleeriti konsensusjérjestuseks programmiga

Phrap (http://www.phrap.org), skaneeriti programmiga PolyPhred ning analiiiisiti

programmiga Consed (Gordon et al. 2001). PolyPhred programmi poolt
identifitseeritud potentsiaalsed heterosiigootsed positsioonid kontrolliti ning kinnitati
kaésitsi. Iga kinnitatud poliimorfne positsioon esines mdlemal ahelal.

Jarjestuste assambleerimisel saadud konsensusjarjestusi vorreldi NCBI

andmebaasi  referentsjirjestusega  (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) erinevuste

leidmiseks ning sekveneerimise kvaliteedi kontrolliks. Antud analiilisiks kasutati

veebipohist paarikaupa globaalset joondust, (http://www?2.igh.cnrs.fr/bin/align-

guess.cgi). GC sisalduse arvutamiseks kasutati programmi Oligo Calculator

(http://old.mclab.com/toolbox/oligo_calculator.jsp).
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3.8. Statistiline analiiiis

Sekveneerimise tulemuste analiiiisil (i) iseloomustati identifitseeritud
markereid, (ii) hinnati alleelse aheldatuse (LD) tugevust, (iii) piirkonna

rekombinatsioonilist ning (iv) ennustati haplotiilipide jaotuvust populatsioonis.

3.8.1. Markerite ning uuritava piirkonna varieeruvuse Uldiseloomustus

Markerite iseloomustamiseks miédrati esmalt nende alleelisagedused ning
kontrolliti vastavust Hardy-Weinbergi tasakaalule (p* + 2pq + q> = 1) programmiga
HaploView (Version 3). Statistiliselt oluliseks piirvddrtuseks HW tasakaalu
hindamisel loeti P < 0,05. (P-védértus on tdendosus, et antud tulemused on saadud
juhuslikult).

Analiitisitava piirkonna varieeruvuse kirjeldamiseks kasutati jérgnevaid
parameetreid (programmiga DnaSP, Version4.0): (i) nukleotiidne mitmekesisus (m),
mis on keskmine nukleotiidide erinevus kahe jarjestuse vahel, (i1) theta (0), mis soltub
olemasolevate poliimorfsete positsioonide arvust, jirjestuse pikkusest ja valimi
suurusest ning (iii) Tajima’s D, mis testib hiipoteesi, et kdik mutatisoonid on
selektiivselt neutraalsed, tuginedes m ja 0 erinevustele. Juhul kui © ja 6 on vordsed
ning Tajima’s D ldheneb nullile, on tegemist standartse neutraalse mudeliga.
Positiivse Tajima’s D viitab positiivsele selektsioonile antud piirkonnas ning
negatiivne védrtus puhastavale valikule, hitch-hiking’u efektile vdi populatsiooni

kasvule.

3.8.2. Alleelse aheldatuse defineerimine

Kahe lookuse/markeri vahelise alleelse aheldatuse miédratlemiseks kasutati
parameetrit D’, mis ldhtub D védirtusest. D hindab saadud haplotiiiipide sageduste
erinevust oodatavast (markerid segregeeruvad juhuslikult) (Lewontin, 1960). D’ on
aga suhteline D viirtus vorreldes selle maksimumiga antud alleelisageduste puhul
(D’=D/Dmax, D’>0) (Lewontin, 1964). Juhul kui D’=1, siis ei ole uuritavaid markereid
eraldatud meiootilise rekombinatsiooni kdigus ning esineb alleelne aheldatus.
Rekombinatsiooniliste siindmuste esinemisel antud kahe markeri vahel ldheneb D’
vadartus nullile. D’ véértuse determineerimiseks kasutati programmi HaploView

(Version 3), mis kalkuleerib lisaks D’-le ka LOD score viirtust (kiimnendlogaritm
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toendosusest, et LD markerite vahel esineb versus LD markerite vahel ei esine).
Markereid peetakse tugevalt aheldunuks D’ viértustel >0,7 (Gabriel et al. 2002) ning
LOD score vaartusel >3. Programm loeb mitte-informatiivseteks LD véartusi, mille
puhul D’ on korge, kuid LOD score madal (nditeks madala alleelisagedusega

markerid).

3.8.3. Rekombinatsiooni méaara defineerimine ja haplotliiipide ennustamine

Rekombinatsioonilise aktiivsuse (rho) ning haplotiitipide mustri ennustamiseks
rakendati programmi PHASE (Version 2.1.), mis kasutab analiiiisil sekveneerimisel
identifitseeritud populatsiooni varieeruvuse andmeid vastavalt Stephens et al.,. (2001)
algoritmile. Rho (p) on keskmine rekombinatsiooni sagedus populatsioonis. p=4N.r,
kus N, on efektiivne populatsiooni suurus ja r rekombinatsiooni méér generatsiooni
kohta. Rekombinatsioonilise aktiivsuse hindamiseks kahe jérjestikuse markeri vahel
leitakse parameetri A vairtus, mis iseloomustab, mitu korda on rekombinatsioon antud
kahe markeri vahel kdrgem kui p. Juhul kui A = 1, ei erine rekombinatsiooniline
aktiivsus kahe markeri vahel rho-st. Lambda véairtusel >1 viitab aga korgenenud
rekombinatsioonilisele aktiivsusele ning potentsiaalse rekombintasiooni hotspot’i
esinemisele. PHASE programmi parameetritena kasutati: tsiiklite arv — 1000; thinning
interval - 1; burn-in — 100.

Valimi haplotiilipide jaotuvuse hindamiseks geeniti kasutati programmi
PHASE (Version 2.1.), mis ennustab populatsiooni varieeruvuse andmete pdhjal

erinevate haplotiilipide mustrit ning sagedusi.
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4. Tulemused
4.1. LHB/CGB geeniklastri detailne struktuur

4.1.1. LHB/CGB geeniklastri tldiseloomustus

LHB/CGB geeniklastri in silico analiiisietapi tulemusena ilmnes antud
genoomse regiooni kompleksne struktuur. Piirkond on ~40 kb pikk ning asetseb 19.
kromosoomi pikas 0las (19q13.32) LHB/CGB klaster holmab seitse LH ja hCG beeta-
subtihikuid kodeerivat duplitseerunud geeni, mis on omavahel kdrge sarnasusega
(CGB, CGBI1, CGB2, CGBS5, CGB7, CGBS, LHB). Geenide pikkused on vahemikus
1365-1466 bp ning on valdavalt kodeeritud antisense ahelalt (v.a. CGB2 ja CGBY)
(Tabel 2) (Joonis 16). Klastrist tsentromeeri poole, vahetult enne LHB geeni, asetseb
RUVBL2, mis on bakterite RUVB geeni homoloog ning ei oma mingit sarnasust
LHB/CGB geenidega. Uuritud piirkonna telomeerses osas paikneb neutrofiin 5
(NTF5), mis on olnud tdendoliselt duplikatsioonisiindmuste iiheks substraadiks klastri
evolutsioneerumisel.

Praeguse LHB/CGB geeniklastri struktuuri (Joonis 16) pdhjal piistitasin
hiipoteesi, et see on kujunenud jargmiste evolutsiooniliste stindmuste kaudu:

(1) LHB ja NTF5 fragmendi (intron 2, ekson 3 ja 3’UTR) ning nende vahelise
intergeense ala duplikatsioon,

(2) ainult LHB ja NTF5 fragmenti hdlmavad jirjestikulised duplikatsioonid,

(3) interkromosomaalne (kromosoom 19 vrs. kromosoom 2 voi 3) A/u-vahendatud
mitte-homoloogiline rekombinatsioon, mille tagajirjel inserteerus CGBI ja
CGB2-spetsiifiline fragment, mis paikneb geenide 3’ osas. Antud mehhanismi

abil on tekkinud CGBI ja CGB2 -] alternatiivne promootor ja ekson 1.

Kirjeldatud evolutsiooniliste siindmuste tulemusena pani LHB duplikatsioon
aluse CGB geenidele ja NTF5 viimase eksoni duplikatsioon aluse viiele neutrofiin 6
pseudogeenile (psNTF6), mis paiknevad sama orientatsiooniga iga CGB geeni 5’ otsas
(v.a. LHB ja CGB?7). Eelnevalt olid antud piirkonnas teada pseudogeenid psNTF6A/B
ja psNTF6G. Kiesoleva analiiiisi kdigus aga identifitseeriti veel psNTF6A’ ja
psNTF6G’, mis on nimetatud vastavalt jarjestuse sarnasusele teadaolevate

pseudogeenidega.
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LHB/CGB geenide intergeensed piirkonnad jaddvad vahemikku 2330-7536 bp, on
Alu-rikkad (10-56%) ning 81-97% sarnased (Joonis 16). Kogu geeniklaster on ka

korge GC sisaldusega (>56%), mis on tunduvalt iile genoomi keskmise (45%).

Geenide piirkondades on GC sisaldus isegi kuni 65%.

Tabel 2. LHB/CGB geenide pikkused, orientatsioon ning sarnasus

Pikkus . . Omavaheline DNA
Geen Orientatsioon | ... .
(bp) jirjestuse sarnasus
1 LHB 1110 Antisense ~85% CGBI1,2
3 CGB2 1365 Sense 99 0
4 CGBI 1365 Antisense
2 CGB 1466 Antisense ~85%
5 CGB5 1466 Sense ~97-999%
6 CGBS 1466 Antisense
7 CGB7 1466 Antisense
19g13.32
RuvBL2 LHB CGB psNTFsA y PSNTF6G cGB2 CGB1
Cen >mmp{-a e e s > {—4—(}:&?
A A A
| X L PO »>| || psNTF6B
I 1 86°% 1
81% 91%, 97%, * A
{ I 78% I
I \',r === m———-- T-—--- * || psNTF&G’
b, SN, SS— L
Tel «—=f==> ’J—‘—»a:bﬁln-q—m- a:}ﬁ‘q:@
X NTF5 cGB7 ~ PSNTF6A' ooy CGB5

5 kb

Joonis 16. LHB/CGB geeniklastri struktuur. Uhte virvi nooled tihistavad sarnase

jarjestusega piirkondi.

Laiemad nooled esindavad geenide piirkondi

ning

pseudogeene, peenemad nooled aga sarnase jérjestusega intergeensete segmentide
alasid. Kastides sinised nooled margivad koikidele geenidele iihiseid promootorite
alasid, oranzid kastides nooled aga CGBI ja CGB2 spetsiifilisi potentsiaalseid
regulatoorseid alasid. Kollane piirkond NTF5 geenis tihistab antud klastris unikaalset
jarjestust. x— E.coli chi-jédrjestus.
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LHB/CGB geeniklastri detailsemal analiiiisil jarjestuste omavahelisel vordlusel
ilmnes CGB geenide viga kdrge homoloogia. Uhelt poolt CGB, CGBI, CGB5 ja
CGB7 ning teisalt CGBI ja CGB2 on omavahel sarnased 97-99% (Tabel 2). LHB
omab homoloogiat iilejddnud geenidega ca 92-93%, kuna erineb lilhema mRNA
poolest nii 5” kui 3° osas. Samuti sisaldab ta diferentseerunud eksonit 3, mis kannab
hormooni-spetsiifilisust. CGBI ja CGB2 on kiill omavahel d4rmiselt sarnased (~99%),
kuid erinevad jirjestuse pdhjal rohkem teistest klastri geenidest (sarnasus ~85%).
Detailsemal analiiiisil identifitseeriti CGBI ja CGB2 5’ otsas ka unikaalne jérjestus,
mis vOib olla antud geenidele spetsiifiline regulatoorne ala. (Joonis 16) Kuna CGBI ja
CGB2 kasutavad alternatiivset esimest eksonit ja ekson 2 ja 3 puhul on toimunud 1
aluspaariline raaminihe, siis pole nende geenide kodeeritud hiipoteetilisel valgul
mingit sarnasust hCG beeta-subiihikut kodeerivate geenide (CGB, CGBS,7,8)
valguga. Kogu genoomi vordlemisel antud jérjestusega leidusid homoloogilised
piirkonnad kromosoom 2 ning 3 mitte-kodeerivates alades. Lisaks omavad CGBI ja
CGB2 ka promootori regiooni, mis on ithine koigile LHB/CGB klastri geenidele.

Intergeensete piirkondade jdrjestuste omavahelisel vordlusel ilmnes ddrmiselt
keeruline korduvate elementide struktuur. Antud klastri geenidevahelised alad on
sarnased osale NTF5 geenist ning tdendoliselt tekkinud sealt A/u-vahendatud
duplikatsiooni teel. LHB ja CGB ning NTF5 ja CGB7 vahelised piirkonnad ei oma
sarnasust teiste intergeensete aladega klastris ning on ka A/u-vaesed (Joonis 16).
CGB-CGB2, CGBI-CGBS5 ning CGBS-CGB7 on koige sarnasemad NTF5-le ning
hdlmavad A/u-rikast segmenti, mis sisaldab rekombinatsiooni ning geenikonversiooni
stimuleerivad y—saiti. Antud piirkondades on kas hilisemate {imberkorralduste
tulemusena voi klastri duplikatsioonistindmuste kdigus tekkinud jéirjestustes
varieeruvused: CGB7-CGBS alas on puudu fragment koos pseudogeeniga, CGBI-
CGBS) alas on toimunud pseudogeenide vahelise ala inversioon ning kaotsi 1dinud osa
jarjestusest, mis eelneb psNTF6G -le (Joonis 16). Seetdttu on héiritud ka sekundaarse
struktuuri moodustumine antud piirkonnas (punkt 4.1.2.). CGB2-CGBI ning CGB5-
CGBS intergeensetes regioonides puuduvad nii pseudogeenid kui A/u-rikas fragment

y—jarjestusega.
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4.1.2. Palindroomide ning sekundaarsete struktuuride ennustamine

LHB/CGB geeniklastri detailsel analiitlisil identifitseeriti keeruline sarnastest
fragmentidest koosnev struktuur, mis vOib eeldatavalt olla aluseks erinevate
palindroomsete stem-loop sekundaarsete struktuuride moodustumisele. Viimaste
ennustamiseks kasutati programme EMBOSS einverted, RNAStructure ja mfold ning
saadud tulemused suuresti kattusid.

EMBOSS einverted ennustatud tulemuste pohjal sisaldab LHB/CGB regioon
kaks paari palindroomseid jérjestusi, mis voiksid potentsiaalselt moodustada
stabiilseid sekundaarseid struktuure. CGB-CGBI vahelises alas (Joon 15) esinevad
palindroomsetena intergeense ala otsad (2094 bp), mis hdlmavad ka pseudogeene ning
jaavad iiksteisest 2788 bp kaugusele. CGBS ja CGB7 vahelises piirkonnas leidusid
palindroomsed jérjestused ~100 bp y—saidist tsentromeeri suunas ddrmiselt A/u-rikkas
DNA segmendis. Palindroomid olid pikkusega 625 bp ning nende vaheline ala 222
bp. Vaatamata y-jarjestust sisaldava fragmendi esinemisele ka teistes klastri
piirkondades, ei ole seal palindroomide ning stabiilsete sekundaarsete struktuuride
moodustumine soodustatud DNA jérjestuse varieeruvuse tottu.

RNAStructure ning mfold programmidega leitud sarnased DNA stem-loop
sekundaarsed struktuurid holmasid samasid palindroomide, mis olid defineeritud
EMBOSS einverted poolt. CGB ja CGBI vahele ennustati struktuur, kus
poordkordusjérjestused moodustasid pika (~2000 bp) nn sfem osa ning nende vaheline
ala ~2780 bp pikkuse nn loop osa. CGBS-CGB?7 regioonis joonistus ~600 bp pikkuse
stem’1 ning ~200 bp pikkuse loop’ga sekundaarne struktuur (Joonis 17), mis voib
potentsiaalselt olla aluseks korgele rekombinatsioonilisele aktiivsusele ning

timberkorraldustele piirkonnas.
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Joonis 17. Mfold programmiga ennustatud psNTF6A’ ja CGB7 vahelise DNA
fragmendi sekundaarne struktuur. A.- Mfold programmi sekundaarne struktuur.
Identifitseetav on ~600 bp pikkune stem osa ning ~200 bp pikkune loop fragment.
Mairgitud on uuritava jérjestuse algus- (psNTF6A’ telomeeri poolsest otsast) ja 10pp-
punkt (CGB7 tsentromeeri poolse otsani). Samuti on lisatud E.coli y-jarjestuse
paiknemine ning dra ndidatud x ja CGB7 vahlise ala ebaspetsiifiline struktuur. B.
Sekundaarse struktuuri analiiiisis kasutatud jérjestuse paiknemine LHB/CGB
geeniklastris.

4.2. Potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i ning CGB8 iseloomustamine

4.2.1. Hotspot'i piirkonna amplifitseerimine ning sekveneerimine

Eelnevalt LHB/CGB geeniperekonna resekveneerimisel ning varieeruvuse
analiitisil (P. Hallast, 2004) identifitseeriti CGB7 ja CGB5 vahelises piirkonnas
oluliselt kdrgem rekombinatsiooni médér vorreldes iilejddnud piirkonnaga. Samuti oli
detekteeritav jirsk alleelse aheldatuse taseme langus antud regioonis (Joonis 18), mis
viitab potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i esinemisele piirkonnas. Geeniklastri
arvukate korduvate jérjestuste tottu ei olnud antud t66 raames voimalik CGBS eraldi

amplifitseerida ning iseloomustada.
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Joonis 18. Sekveneeritud LHB/CGB geenide (v.a. CGBS) alleelse aheldatuse muster
ning ennustatud rekombinatsiooni hotspot Eesti populatsioonis (P.Hallast, 2004).
Tugevas LD-s olevad alad on tdhistatud punase/roosaga, madala LD-ga piirkonnad
valgega ning mitte-informatiivsed alad sinisega. Musta joonega on iimbritsetud

programmi poolt ennustatud LD-blokid.

Identifitseeritud potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i  detailsemaks
analtitisiks amplifitseeriti liles kogu piirkond geenide CGBS5 ja CGB7 vahel, holmates
ka seni resekveneerimata CGBS (Joonis 15). Praimerid disainiti CGBS5 ja CGB7
geenide 3’ otsa, amplifitseerides seega 8338 bp pikkuse ala (Joonis 19). Seoses
kirjeldatud genoomse regiooni komplekse iilesehitusega ei olnud voimalik kasutada
PCR-1 100% unikaalseid praimereid. Sobivaimad disainitud praimerid seonduvad
lisaks ka amplifitseeritava piirkonna seesmistele aladele. Kuna aga viljaspool
amplifitseeritavat 8,3 kb pikkust ala disainitud praimeritel seondumiskohti ei esine,

siis ei sega PCR-I tekkivad alternatiivsed produktid jargnevaid analiilisietappe.
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Joonis 19 Amplifitseeritud produkt (8,3 kb) rekombinatsiooni Aotspot’i piirkonnast.
0,8 % agaroosgeel. M- GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas)

Jargmise etapina viidi ldbi nested-PCR, kus substraadiks oli eelnevalt
amplifitseeritud 8,3 kb PCR produkt. Kokku kasutati 6 paari nested praimereid (kaks
neist kattusid 8,3 kb PCR-l kasutatavate praimeritega), mis olid 8,3 kb piirkonna
suhtes unikaalsed, iilekattuvate otstega ning tagasid oodatava pikkusega produkti

(Joonis 20.).
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2000bp F

1500bp m-----

1000 bp

Nr geelil Piirkond Pikkus (bp)
1 Nested 1 1557
2 Nested 2 1577
3 Nested 3 1604
4 Nested 4 1675
5 Nested 5 1454
6 Nested 6 1195

Joonis 20. Nested-PCR produktid 1% agaroosgeelil. M- GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder (MBI Fermentas). Tabelis on vélja toodud vastavate nested produktide
pikkused

Koik korrektselt amplifitseeritud nested-PCR produktid sekveneeriti kokku 6
erineva praimeriga (3 praimerit sense ja 3 antisense ahela jaoks) (Joonis 15). Iga
indiviidi kohta laeckus seega 36 DNA jirjestust potentsiaalse rekombinatsiooni
hotspot’i piirkonnast. Jéarjestuse kvaliteedi kontrollimiseks viidi 1&bi vordlus NCBI
andmebaasi referentsjdrjestusega, kus ainsateks erinevusteks olid poliimorfsed
positsioonid. Kuna sekveneeritud piirkond on andmebaasiga vorreldes korrektne ning
alternatiivseid jérjestuste variante sekveneerimisel ei detekteeritud, siis vOib
kinnitada, et 8,3 kb PCR-1 amplifitseeritud alternatiivsed produktid périnevad sama
piirkonna sisemistelt aladelt ning ei tekita tulemuste interpreteerimisel

komplikatsioone.
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4.2.2. Hotspot'i piirkonna polimorfismide jaotuvus

CGB5 ja CGB7 vahel paikneva potentsiaalse rekombinatsiooni hotspot’i
kirjeldamiseks sekveneeriti antud piirkond kokku 11 indiviidil Eesti populatsioonist.
To6 tulemusena identifitseeriti 64 markerit, millest 20 asuvad CGBS5 ja CGBS
vahelises alas, 36 CGBS8 ja CGB7 vahelises regioonis ning 8 SNP-d CGBS8 geenis
(Tabel 3) (Lisa 3). Insertsioone/deletsioone (indel) leidus kokku 6, mis asetsesid ainult

intergeensetes piirkondades.

Tabel 3. Potentsiaalse rekombinatsiooni #otspot’i piirkonna varieeruvus

Pikkus Polim. Min. al. sag.| Singleton'de | Polim./
Piirkond (bp) arv Indel >10% arv kb
5' CGB8-st 2147 20 4 16 4 ~9
CGB8 1466 8 0 5 3 ~5
3' CGB8-st 4725 36 2 27 7 ~7
Kokku 8338 64 8 48 14 ~8

Keskmiseks markeri sageduseks kogu sekveneeritud ala kohta tuleb 8/kb.
Intergeensete piirkondade poliimorfismide tihedus on oodatavalt korgem (~7-9/kb)
vorreldes CGBS jirjestusega (~5/kb). Ulejasinud LHB/CGB perekonna geenide
varieeruvus on keskmiselt vordvaarne (~5,3/kb) (P. Hallast, 2004).
olid
valdavalt >10% - kogu potentsiaalse hotspot’i regioonis kokku 72%, CGBS ala piires
62,5% 72%).

(varieeruvus detekteeritud ainult iihel kromosoomil valimis) leiti kokku 14 8,3 kb

Analiitisitud markerite alleelisagedused sekveneeritud piirkonnas

(ilejddnud klastri geenides keskmiselt Singleton positsioone
pikkuse jarjestuse peale (Tabel 3 ).

CGBS geenist identifitseeritud SNP-d lokaliseerusid kdik intronite voi UTR-de
piirkonda ning seega puuduvad potentsiaalselt aminohappelist muutust voi raaminihet
genereerivad markerid (Tabel 4.). Markerite suurem tihedus 5 UTR-s ning intron 1-s
on korrelatsioonis teiste LHB/CGB perekonna geenide pohjal leitud andmetega (P.
Hallast, 2004). CGBS poliimorfismidest on NCBI andmebaasis esindatud ainult kaks

(Tabel 4).
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Tabel 4. SNP-de jaotuvus CGBS geenis ning esinemine NCBI andmebaasis

Piirkond SNP-de arv Arv NCBI’s
5’ UTR 4 1 (rs13345685)
Intron 1 3 -

Intron 2 1 1 (rs13345575)

Koikide sekveneerimisel leitud markerite allelisageduste vastavust Hardy-
Weinbergi tasakaalule kontrolliti HaploView programmi abil (P-vditus <0.05) ning
probleemseid positsioone ei identifitseeritud.

Kogu sekveneeritud hotspot’i piirkonna varieeruvuse analiiiisil hinnati &, 0 ja
Tajima’s D parameetreid. CGBS ala nukleotiidne varieeruvus (Tabel 5) oli sarnane
klastri keskel olevate CGBJ, 1, 2 geenidega (n = 0.00155) (Hallast, Nagirnaja et al.,
kasikiri). 0 ja Tajima’s D viirtused olid samuti kdige sarnasemad korvalasuva CGBS-
ga. Statistiliselt olulist erinevust null-hiipoteesist (kdik mutatsioonid on selektiivselt
neutraalsed, P<0.05) Tajima’s D puhul ei esinenud. CGBS§-ga piirnevate intergeensete
alade nukleotiidne varieeruvus oli suurem, mis on oodatav tulemus mitte-kodeerivate

alade puhul (Tabel 5).

Tabel 5. Rekombinatsiooni hotspot’t piirkonna nukleotiidne varieeruvus ja

neutraalsustest vorreldes CGBJ5-ga.

Piirkond 1 0 D
CGB5-CGBS | 0.00257 | 0.00219 | 0.61
CGBS 0.00152 | 0.00178 | -0.54
CGBS-CGB7 | 0.00227 | 0.00208 | 0.35
CGB5 0.00155 | 0.00153 | 0.03
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4.2.3. Haplotiiiipide jaotuvus

CGB5 ja CGB7 vahelise ala resekveneerimisel leitud markerite genotiitipide
pohjal ennustati ka piirkonna haplotiiiipide mustrit kasutades Li ja Stephens’i (2003)
algoritmi programmis PHASE. Geen CGBS hdlmab 10 erinevast haplotiiiipi, millest

kolm on iilejdénutest korgema sagedusega (>10%) (Tabel 6 ).

Tabel 6. CGBS haplotiiiipide muster 11 indiviidi (22 kromosoomi) genotiiiipide

pohjal. S- singeleton (haplotiilibi esinemine ainult iihel kromosoomil).

Haplotiiiip Esinemise arv | Esinemise
(22 krom) %
CGBS 1 7 31.8
CGBS 2 3 13.6
CGBS 3 3 13.6
CGBS8 4 2 9
CGBS8 5 2 9
CGBS 6 1 S
CGBS8 1 1 S
CGBS 8 1 S
CGB8 9 1 S
CGBS 10 1 S

Intergeensed piirkonnad osutusid vorreldes CGBS-ga tundvalt varieeruvamaks.
Lisaks suuremale markerite arvule on ka haplotiilipide jaotuvus mitmekesisem.
CGB5-CGBS piirkond holmas 23 poliimorfismi, mis moodustasid kokku 14 erinevat
haplotiilipi, millest kolme sagedused on >10% (Tabel 7) CGB8-CGB?7 intergeenne ala
on eelmisega vorreldes pikem, sisaldab rohkem markereid (36) ning moodustab ka
suurema arvu haplotiiiipe. Erinevalt CGB5-CGBS piirkonnast ei ole antud fragmendis
kujunenud enamlevinumaid haplotiilipe, mille sagedus iiletaks 10% ldve (Tabel 7).
Suur arv madala sagedusega haplotiilipe voib viidata korgenenud mutatsioonide
tekkimise tasemele, kuna tegemist on siiski intergeense alaga, vdi korgenenud

rekombinatsioonilisele aktiivsusele.
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Tabel 7. Intergeensete alade haplotiilipide muster 11 indiviidi (22 kromosoomi)

genotiitipide pohjal. S- singeleton (haplotiiiibi esinemine ainult {ihel kromosoomil).

Haplotiiiip Esinemise arv | Esinemise Haplotiiiip Esinemise arv | Esinemise
(22 krom) % (22 krom) %
CGB5-CGBS 1 4 18.2 CGBS8-CGB7 1 2 9
CGB5-CGBS 2 3 13.6 CGBS8-CGB7 2 2 9
CGB5-CGBS 3 3 13.6 CGBS8-CGB7 3 2 9
CGB5-CGBS 4 2 9 CGBS8-CGB7 4 2 9
CGB5-CGBS8 5 1 S CGBS8-CGB7_5 1 S
CGB5-CGBS 6 1 S CGBS8-CGB7 6 1 S
CGB5-CGBS_7 1 S CGBS8-CGB7 17 1 S
CGB5-CGBS_8 1 S CGBS8-CGB7 8 1 S
CGB5-CGBS8 9 1 S CGBS8-CGB7 9 1 S
CGB5-CGBS_10 1 S CGBS8-CGB7_10 1 S
CGB5-CGBS 11 1 S CGBS-CGB7 11 1 S
CGB5-CGBS 12 1 S CGBS-CGB7 12 1 S
CGB5-CGBS8 13 1 S CGB8-CGB7_13 1 S
CGBS-CGBS 14 1 S CGBS-CGB7_14 1 S
CGB8-CGB7_15 1 S
CGBS8-CGB7_16 1 S
CGBS8-CGB7_117 1 S
CGB8-CGB7_18 1 S

4.2.4. Rekombinatsioonilise aktiivsuse analiitis

Meiootiliste ristsiirete toimumisel korge sagedusega ehk rekombinatsiooni
hotspot’i esinemisel teatud piirkonnas langeb alleelse aheldatuse tase antud
fragmendis kahel pool ristsiirde saiti olevate markerite vahel. Seega kontrollimaks
CGB)5 ja CGBY7 vahelisel alal leiduva rekombinatsiooni hotspot’i hiipoteesi, viid ldbi
sekveneerimisel kogutud andmete pohjal alleelse aheldatuse analiiiis ning
rekombinatsiooni mééra (rho) hindamine.

LD analiitisil ennustatud alleelse aheldatuse mustris (Lewontin’i D’ koos LOD
score’i véirtusega) ei moodustunud iihtegi LD-blokki uuritavate markerite vahel
(Joonis 21). Kdrgem LD tase on ndhtav ainult CGB7 ldheduses, mis on varemalt
detekteeritud kui LD-s olev piirkond (Joonis 18., P.Hallast, 2004). LD-blokkide
puudumine on ka loogiline, eeldades et tegemist on rekombinatsiooniliselt aktiivse
piirkonnaga ning seega pole voimalust alleelse aheldatuse kujunemiseks. Selguse
mottes on LD analiiiisist vélja jdetud madala sagedusega (<10%) markerid, mida

késitletakse programmi poolt mitte-informatiivsetena.
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Joonis 21 Alleelse aheldatuse muster CGBS ja CGB7 vahelises intergeenses
piirkonnas. Markerite minoorse alleeli sagedus >10%. Tugevas LD-s olevad alad on
tdhistatud punase/roosaga, madala LD-ga piirkonnad valgega ning mitte-

informatiivsed alad sinisega.

Lisaks alleelse aheldatuse analiiiisile maiératleti ka antud piirkonna
rekombinatsiooni taset iseloomustav parameeter rho (p) kasutades statistilist algoritmi
programmis PHASE (Li ja Stephens, 2003) (p=4N.r, kus N. on efektiivne
populatsiooni suurus ja r rekombinatsiooni méér generatsiooni kohta). Kogu 8,3 kb
regiooni tausta rho védrtuseks saadi p = 3,6/kb, mis on ligi 10x kdorgem genoomi
keskmisest (0,4/kb). Samuti on vilja arvutatud lambda véartus (A), mis iseloomustab
iga jarjestikuse markeri vahel esinevat rekombinatsioonilist aktiivsust vorreldes tausta
p-ga. Tulemuste pdhjal ilmnes, et CGBS ning CGB7 vahelises alas on
rekombinatsiooni toimumine 7x sagedasem vorreldes {ilejadnud analiiisitud

piitkonnaga (Joonis 22). Kuna tausta rekombinatsiooni méédr on ligil0x kdrgem
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genoomi keskmisest, siis vOib leitud hotspot’i aktiivsust lugeda 70x korgemaks

genoomi keskmisest.

Lambzcla
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Joonis 22 .Rekombinatsiooniline aktiivsus CGBS5 ja CGB7 vahelises piirkonnas.
(markerite alleelisagedused >10%). Graafikule on mérgitud E. coli y—jarjestuse ning
CGBS suhteline asukoht. Numbritega 1 ja 2 on tdhistatud kahe poordkordusjdrjestuse
paiknemine rekombinatsiooni hotspot’s, mis potentsiaalselt moodustavad iithe stem-

loop struktuuri.
Identifitseeritud hotspot’i vahetus liheduses (<100bp) 3° suunas lokaliseerub

rekombinatsiooni stimuleeriv y—jdrjestus ning tdpselt hotspot’i alas stabiilset

sekundaarset struktuuri moodustavad palindroomid (Joonis 22).
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4.3. LHB/CGB geenide varieeruvus korduvate spontaanabortidega patsientidel
versus referentspopulatsioonil

4.3.1. LHB/CGB geenide amplifitseerimine ning sekveneerimine

LHB/CGB geenide analiiiisiks ning vOrdluseks kontroll-populatsiooniga koguti
24 korduvate spontaanabortidega patsientide ja nende meespartnerite proovist
koosnev DNA-pank. Vdordlusena kasutati eesti populatsiooni valimi (47 indiviidi)
genotiilipide materjali, mis périnevad eelnevalt sekveneeritud LHB/CGB geenide
analliisi andmetest (P. Hallast, 2004). CGBS8 vordluseks patsientide andmetega
kasutati potentsiaalse rekombinatsiooni /hotspot’i analiiiisil saadud 11 eestlase
genotiitipide andmeid.

LHB/CGB  geenide amplifitseerimiseks eraldati esmalt vere- ja
platsentaproovidest genoomne DNA, mille kvaliteeti kontrolliti agaroosgeelil ning
spektrofotomeetriliselt. Koikide eraldatud DNA-de kvaliteet agaroosgeelil vastas
nduetele (Joonis 23) ning spektrofotomeetri andmete pdhjal jdi enamike DNA-de
puhtuse aste vahemikku 1,72-2. Kontrollitud DNA-de kontsentratsioon mdddeti
spektrofotomeetri abil ning keskmiseks saagikuseks oli verede puhul 38 pg (5-9 ml-

st) ning platsentade puhul 24 pg (~30 mg koetiikist).

A ~R S B

10000bp e ‘ ] u - -

[

PR e

L O

Joonis 23. Vereproovidest ning platsentast eraldatud genoomne DNA 0,8%
agaroosgeelil. A — Platsenta genoomne DNA, B — Vere genoomne DNA. M-
MassRuler™ DNA Ladder Mix (MBI Fermentas).

LHB/CGB geenide amplifikatsiooniks patsientide grupi genoomselt DNA-It
kasutati praimereid, mis on eelnevalt vilja tootatud ning kvaliteedi suhtes kontrollitud

(Hallast, Nagirnaja et al, kdsikiri). CGBS8 analiiiisimiseks kasutati nested-PCR
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strateegiat nagu on kirjeldatud osas 3.4.2. Ulejdinud LHB/CGB geenide
amplifikatsioonil kasutati geeni-spetsiifilisi praimereid, millest vdhemalt {iks on
unikaalse jarjestusega ning tagavad teadaolevalt korrektse produkti (Joonis 24).
Koikide produktide &igsust kontrolliti geelelektroforeesil, kus kdrvalekaldeid

oodatavast pikkusest ei esinenud

. - 2500 bp
2000 bp
eew g 1500 bp

12 3 45 6

Nr geelil | Piirkond | Pikkus (bp)
1 CGB 1887
2 CGBI 1600
3 CGB2 1652
4 CGB5 1757
5 CGB7 2364
6 LHB 1599

Joonis 24. Amplifitseeritud LHB/CGB geenide (v.a. CGBS) produktid 1%
agaroosgelil. (geenide nimetused koos oodatava pikkusega) M - MassRuler™ DNA
Ladder, High Range (MBI Fermentas)

4.3.2. LHB/CGB geenide uldine varieeruvus patsientidel ja referentsvalimil

LHB/CGB geenide resekveneerimisel identifitseeriti kokku 120 markerit, mis
holmasid nii insertsioone kui ka deletsioone (n=5) (Lisa 4). Patsientide ning
referentsvalimi poliimorfsete positsioonide vordlusel esinesid vidikesed erinevused: (i)
patsientidel ei tuvastatud kokku 25 poliimorfismi, mis olid esindatud
referentsindiviididel, kuid samas (ii) identifitseeriti  patsientide  grupi
resekveneerimisel 15 wunikaalset poliimorfismi. Modlemal juhul on erinevusi
pOhjustavate positsioonide minoorse alleeli sagedus <10%. Paarikaupa markerite
alleelisageduste vordlusel ei ilmnenud olulisi kdikumisi, mis viitaks mone alleeli

rikastumisele voi alaesindatusele patsientide valimis.
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LHB/CGB geenides on identifiteeritud mitmeid aminohappe muutust
pOhjustavaid poliimorfisme, mis vdivad potentsiaalselt hdirida valkude normaalset
funktsioneerimist. Seetdttu kontrolliti antud markerite esinemist ka patsientidel.
Ainsad positsioonid, mis oluliselt (>10%) erinesid patsientidel vorreldes referents-
populatsiooniga, olid CGB7 geenis lokaliseeruvad kolm markerit: ¢7E417, c7E422,
c7E423 (Tabel 8). Esindatud olid ka koik iilejadnud teadaolevad eksonites olevad
varieeruvused. Lisaks identifitseeriti tihel indiviidil iiks uus mutatsioon CGB7 geeni
ekson 2-s (Lisa 4, c7E473), kus C deletsiooni tagajdrjel toimub raaminihe ning seega
toendoliselt on hCG valk mitte-funktsionaalne.

Erinevuste puudumine kahe valimi vahel enamiku positsioonide puhul, mis
pohjustavad aminohappelist muutust, v3ib seletada kahel viisil. Esiteks ei pruugi aset
leidvad muutused kaasa tuua valgu funktionaalseid hidireid. Alternatiivne hiipotees on,
et referentsina kasutatavas {iildpopulatsioonis esineb indiviide, kellel on samuti
probleeme raseduse normaalse kulgemisega. Seetdttu on edasi planeeritud ldbi viia
projekti jargmine etapp, kus korduvate spontaanabortidega patsiente vorreldakse
sobiva kontrollpopulatsiooniga, kellel ei ole esinenud problemaatilisi raseduse

juhtumeid.

Tabel 8. LHB/CGB geenide eksonites leiduvad poliimorfismid, vastavalt
poliimorfismile koodoni ja aminohappeline muutus ning sagedus patsientidel vrs
referentsvalimil. * - aminohappe muutust pohjustav positsioon.

SNP Amino- Sagedus Sagedus
Geen | Nr |positsioon|Ekson| Muutus hape |Koodon |patsientidel [referentspop-s
LHB 1 397* 2 ATG-ATA | Met-lle 15 - 0,02
2 434* 2 TGG-CGG | Trp-Arg 28 0.094 0.12
3 466 2 GTC-GTG | Val-val 38 0.312 0.3
4 484 2 CCA-CCC | Pro-Pro 44 0.364 0.41
5 873 3 |GGT-GGC|Gly-Gly | 95 [ MU 0.29
CGB [ 6 1026 3 | CCC-CCG| Pro-Pro 146 0,333 0.33
7 1038 3 AGC-AGT | Ser-Ser 150 0,354 0.33
CGB2| 8 531 2 CCG-CCA | Pro-Pro 44 0.125 0.13
CGB1| 9 458* 2 GAG-GGG| Glu-Gly 20 0.271 0.20
CGB5| 10 424 2 CCG-CCA | Pro-Pro 24 0.333 0.20
11 893 3 TAC-TAT | Tyr-Tyr 102 0.042 0,020
CGB7 | 12 417* 2 AGG-AAG | Arg-Lys 22 0.333 0.41
13 422* 2 ATG-CTG | Met-Leu 24 0.333 0.41
14 423* 2 ATG-ACG | Met-Thr 24 0.333 0.41
15 867* 3 CGC-TGC | Arg-Cys 94 0.021 0,05
16 | 1061 3 | TCATCG | Ser-ser| 158 |  Mitte 0.47
informatiivne
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LHB/CGB  geeniklastri  alleelse  aheldatuse = muster  korduvate
spontaanabortidega patsientidel (n=24) ning tildpopulatsioonil (n=47) oli vaatamata
indiviidide erinevale arvule saranane. Rekombinatiooni parameetrite p ja A (Li ja
Stephens’i algoritm, 2003) (Tabel 9) vordlusel oli kiill A véértus rekombinatsiooni
hotspot’i piirkonnas {ildpopulatsioonis kdrgem, mis vdib tuleneda suuremast
indiviidide arvust, kuid {ildine muster kahe valimi vahel ei erine (Joonis 25). Kuna nii
alleelse aheldatuse kui ka rekombinatsiooni muster on kahel vordluse all oleval
populatsioonil sarnane, siis on ka jirgnevalt ennustatud LHB/CGB geenide

haplotiilipid vorreldavad antud valimite vahel.

Tabel 9. Rekombinatsiooni parameetrite p ja A viddrtused vdrdlevalt korduvate
spontaanabortidega patsientidel ning iildpopulatsioonil. Poliimorfismid minoorse
alleli sagedusega >10%. A — rekombinatsiooni suhteline aktiivsus kordades kahe

markeri vahel vorreldes p-ga. (Genoomi keskmine p=0,4/kb).

Parameeter | Patsiendid | Uldpopulatsioon

Klastri p /kb 0.56 0.44
CGB-CGB2 ) 4.4 2.2
CGB5-CGB7 A 34 72.6
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Joonis 25. Rekombinatsiooni parameetri A (lambda) vdértused kogu analiitisitud
LHB/CGB Kklastri ulatuses vordlevalt korduvate spontaanabortidega patsientidel ning
ildpopulatsioonil. A — iildpopulatsioon, B — patsiendid. A — rekombinatsiooni
suhteline aktiivsus kordades kahe markeri vahel vorreldes p-ga.

4.3.3. Haplotlitpide analtis

Haplotiitipide  sageduste ning mustri  méiératlemiseks  viidi  1dbi
resekveneerimisel identifitseeritud genotiitipide info analiiiis Li ja Stephens’i (2003)
algoritmil pdhineva programmiga PHASE. Ennustatud haplotiilipide vordlusel
patsientide grupi ning iildpopulatsioonil pdhineva valimi vahel ilmnesid mitmed
olulised erinevused.

Jaotuvuse analiilisiks jérjestati ennustatud haplotiitibid geeni kaupa ning

vorreldi sageduse alusel kahe populatsiooni vahel. Oluliseks erinevuseks loeti
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sageduse koikumist ~10 % voi rohkem. Antud kriteeriumile vastas mitmed erinevate
geenide piirkonnas leiduvad haplotiiiibid:
1. CGBI geeni enimlevinud haplotiiiip oli patsientidel alaesindatud 9,4% vorra

(referentsvalim n=47, kastiga on iimbritsetud aminohappe muutust pdhjustav

alleel),

Sagedus
CGB1 Sagedus referents

Nr [haplotiitibid patsientidel valimis

1* |GGTTGGGCT 25,00 34,04

2 |GGTTGGGAT 25,00 27,66

3 |GGTIJAGGCT 20,83 20,21

4 |GGCTGGGCT 12,50 7,45

5 |IGGCTGGGAT 4,17 5,32

6 |AGTTGGGAT 4,17 3,19

2. rekombinatsiooni hotspot’t alaga piirnev CGBS geenis on haplotiiip 2

tileesindatud >11% vorra (referentsvalim n=11),

Sagedus

Sagedus referents

Nr |CGB8 haplotiitibid patsientidel valimis
1 [CTTGCGCGACGCC 45,83 50,00
2* |CTTGCGGGACACA 29,17 18,18
3 |ICTTGCGCGTCGCC 8,33 9,09
4 |CTTGCACAATGGC 8,33 4,55
5 [CTTGCGCGACGGC 4,17 4,55

3. koige suurema varieeruvusega tulemusi andis CGBS5, kus enimlevinud
haplotiitip 1 on ~24% vorra patsientidel alaesindatud, kuid samas esineb
haplotiitip 2 sagedusega ~21% vdrreldes ~4%-ga referentspopulatsioonis.
Samuti on CGBS5 piirkonda ennustatud haplotiilip, mille sageduseks on

tildpopulatsioonis ~10%, kuid patsientidel puudub (referentsvalim n=47).

Sagedus

Sagedus referents

Nr |CGB5 haplotiitibid patsientidel | valimis
1* JACGTCGCGGCCACCG 37,50 61,70
2* |JACCGCATAGCCACCG 20,83 4,26
3 |[ACGGCGTGGCTACCG 10,42 11,70
4* |GCCGCATAGCCACCG - 9,57
5 |GCGTCGCGGCCACCG 4,17 -
6 |[ACCGCATAGCCACTG 4,17 -
7 |GCGTCGCGGCTACCG 4,17 -
5 |[GCCGCATAGCCACTG - 2,13
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4. CGB7 geeni puhul on samuti ndhtavad erinevused, kus kdige sagedasem
haplotiiiip 1 esineb patsientidel 16% vorra sagedamini. (referentsvalim n=11,

kastiga on iimbritsetud aminohappe muutust pohjustav alleel).

Sagedus
Sagedus | referents
Nr |CGB7 haplotiilbid patsientidel | valimis
1* |CAGCCCTWGAGTGWATCCATGGTTTCCTA 27,08 11,70
2 |[CAGCCCCWGAGTGWATCCGTGGTTTGGTG 25,00 18,09
3 CCAGGATWGGGTCWWCACATCGGCGTA 18,75 25,53
4 CCAGGATWGAGCGVVI@CACATTGGCGCA 12,50 9,57
5 [CAGCCCCWGAGTGWATCCGTGGTTTGGTA - 6,38
6 |[CAGCCCCWGAGTGWATCCGTGGTTTGCTG 2,08 3,19
7 |CAGCCCCWGAATGWATCCGTGGTTTGGTA - 3,19
8 CAGCCCCW@AGTGWATCCGTGGTTTGGTG - 2,13
9 [CAGCCCTWGAGTGWATCCGTGGTTTGGTG - 2,13
10 [CAGCCATWGAGTGWATCCATGGTTTCCTA - 2,13

Geenides LHB, CGB ning CGB?2 olulisi erinevusi et leitud (Tabel 10).

Tabel 10. Haplotiiiipide jaotuvus geenides LHB, CGB ning CGB2 vordlevatl
korduvate spontaanabortidega patsientidel (n=24) ning tildpopulatsioonil (n=47). D —

T-deletsioon. Kastiga on iimbritsetud aminohappe muutust pdhjustav alleel.

Sagedus
Sagedus referents
Nr [LHB haplotiitibid patsientidel| valimis
1 |ICGGGDGGCACGCTGACTCCT| 56,25 51,06
2 |TTGATATGACACTGACTCTA 22,92 14,89
3 |CTAG DGTCCGCTGACCTTT 6,25 8,51
4 [TTGATATGACACCGACTCTA 4,17 9,57
5 |TTGATATGACACTTACTCTA 2,08 4,26
6 |CGGGDGGCACACTGACTCCT 2,08 2,13
7 |CGGGDGGCATGCTGACTCCT 2,08 2,13
Sagedus
Sagedus referents
Nr |CGB haplotuibid patsientidel| valimis
1 |GACATGGCCAGGGGTTCGTA 50,00 53,19
2 [TGGGCGGGTCTGGACGTCCG 20,83 20,21
3 |GACATGGCCAGGTGTTCGTA 10,42 4,26
4 |IGGGGCGGGTCTGGACGTCCG 4,17 1,06
5 |GACACGGCCAGGGGTTCGTA 2,08 6,38
6 [TGGGCGGCCAGAGGCTCGTA 2,08 2,13
7 [TGGGCGGGTCTGGGCGTCCG 2,08 2,13
8 [TGGGCGGGTCTGTGCGTCCG 2,08 2,13
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Sagedus
CGB2 Sagedus referents
Nr |haplotiitbid patsientidel valimis
1 [GCCGGCAT 29,17 32,98
2 |GTCGGCGT 25,00 27,66
3 |GTCGGAGT 25,00 21,28
4 |GTCGAAGT 12,50 10,64
5 |CCTGGCAT 4,17 2,13

Lisaks haplotiilipide iildisele jaotusele kontrolliti, kas aminohappe muutust
pohjustavate alleelide esinemine korreleerub haplotiilipidega, mille puhul
identifitseeriti oluline sageduse varieeruvuse kahe valimi vahel. Mérkimisvéddrne on
CGB7 geeni poliimorfismide c7E417, c7E422 ja c7E423 aminohapet muutvate
alleelide koosesinemine kahel haplotiiiibil, millest iiks, haplotiiiip 3 (tabel kdesoleva
peatiiki punkt 4-s), on iildpopulatsioonis enimlevinud. Samas on haplotiiip 3
alaesindatud  patsientidel,  kellel  domineerivad  alternatiivsed  markerite
kombinatsioonid, mis ei holma aminohappelist muutust pohjustavaid alleele.

Seega on identifitseeritud resekveneerimise tulemusena nii haplotiiiipe, mis
voivad potentsiaalselt olla riskifaktoriks (eelsoodumuseks) korduva spontaanabordi
kujunemiseks, kui ka markerite kombinatsioone, mille esinemine tundub pigem olevat

normaalset raseduse kulgu tagava efektiga (c7E417, c7E422 ja ¢7TE423).
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5. Arutelu

5.1. LHB/CGB geeniklastri struktuur ja evolutsioon

Eelnevate uuringute raames on inimese genoomist leitud kokku 6
kooriongonadotropiini B-subiihikuid kodeerivat geeni ja 3 NTF6 pseudogeeni ning
tdpselt mdidratletud nende asukoht ja orientatsioon iiksteise suhtes. Detailsemal
piitkonna analiilisil kdesoleva t60 raames aga ilmnes &irmiselt keeruline
segmentaalsete duplikatsioonide muster ning seni teadaoleva info puudlikkus. Saadud
tulemused viitavad mitmetele evolutsioonilistele  duplikatsioonisiindmustele,
mutatsioonidele ning potentsiaalsele ebastabiilsusele iimberkorralduste suhtes.

LHB/CGB geeniklastri kirjeldamisel selgus nii geenide kui ka intergeensete
alade suur sarnasus. Lisaks identifitseeriti CGBI-l ja CGB2-1 oma unikaalne,
voimaliku promootori, jirjestus ning intergeensete alade sarnasus klastri telomeerses
otsas paiknevale NTF5-le. Antud piirkond on Alu-rikas ning sisaldab
rekombinatsiooni ja geenikonversiooni stimuleerivat E. coli y—motiivi. LHB/CGB
geenide piirkonna struktuur on seletatav korduvate mitte-alleelse homoloogilise
rekombinatsiooni slindmuste esinemisega primaatide evolutsioonis, millega on
kaasnenud arvukad duplikatsioonid, inversioonid ning deletsioonid. LHB/CGB
geeniklastrile on tdendoliselt aluse pannud esialgne LHB geeni duplikatsioon 94 mat,
mis holmas ka osa NTF5 geenist. Kuna NTF5 sisaldab Alu-rikast ala ning
segmentaalsete duplikatsioonide levik genoomis kattub kirjanduse pohjal ajaliselt A/u-
elementide ekspansiooniga primaatidel, siis vois LHB/CGB geeniperekond kujuneda
tile Alu-Alu vahendatud rekombinatsiooni. Segmentaalsete duplikatsioonidele ning
Alu-dele on iseloomulik ka erinevate iimberkorralduste soodustamine, mis seletaks
LHB/CGB  geeniklastri  keerulist struktuurset iilesehitust tandeemsete ning
poordkordusjirjestustena. Kromosomaalsete iimberkorralduste esinemisele viitab ka
palindroomsetena paiknevate CGBI ja CGB)S vahelise ala inversioon (Joonis 16).

Lisaks mitmetele rekombinatsioonisiindmustele on LHB/CGB geeniklastris viiteid
ka geenikonversiooni toimumisest. Esiteks on piirkonnas kdrge GC sisaldus (>56%,
geenides kuni 65%), mis on iile genoomi keskmise (~45%). Antud néhtust seostatakse
sageli geenikonversiooniga, kuna on leitud eelistatult AT konverteerimist GC-ks.
Samuti seletaks geenikonversioon lisaks positiivsele selektsioonile mitme sarnase

funktsionaalse CGB geeni sdilimist paralleelselt, kuna eeldatavalt peaksid
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duplitseerunud geenid muteeruma ning omandama uue funktsiooni voi inaktiveeruma.
Geenikonversiooni teel toimub aga info lilekandumine sarnaste geenide vahel (eriti 5’
regulatoorsetes alades) ning seega paralleelselt mitme duplikaadi funktsioneerimist.
LHB/CGB geeniklastris on geenikonversioon tugevalt soodustatud LCR-de
esinemise tottu ning Hallast, Nagirnaja et al. (2005, kasikiri) poolt on ka kinnitatud
konversiooni intensiivne toimumine antud piirkonnas, kus akseptorina kdituvad klastri
ddrealadel paiknevad geenid. Antud ndhtus on seletatav akseptor-geenide (CGB ja
CGB7) vahetus ldheduses paiknevate nn rekombinatsiooni warm- ja hotspot’ga, mis
omakorda veel destabiliseerivad LHB/CGB geeniklastri struktuuri stimuleerides

rekombinatsioonilist aktiivsust ning uusi iimberkorraldusi.

5.2. Rekombinatsiooni hotspot

LHB/CGB geenide resekveneerimisel ning jérgneval LD ja rekombinatsiooni
parameetrite  hindamisel leiti piirkonnas korgenenud rekombinatsioonilise
aktiivsusega ala ehk hotspot, mis liletas markimisvdirselt regiooni keskmist (~73
korda) (Hallast, 2004). Identifitseeritud piirkonda analiiiisiti seejdrel detailsemalt
resekveneerides kogu hotspot’i hdlmav fragment, mille tulemusena identifitseeriti
rekombinatsioonisiindmuste klasterdumine geenide CGBS ja CGB7 vahelisse alasse.

Rekombinatsiooni intensiivsus leitud hotspot’s oli  vorreldes genoomi
keskmisega ca 70 korda korgem. Jdrjestuse detailsemal analiiiisil selgusid mitmed
faktorid, mis kirjanduse pohjal vdiksid seletada niivord intensiivset rekombinatsiooni
esinemist just antud piirkonnas:

vahetult hotspot’i 1dheduses (<100 nt) paiknev rekombinatsiooni soodustav

E. coli y—jérjestus,

NTF5 geenist pdrit piirkonna rikastatus Alu-elementidega (76%), millega
kaasnevad Alu-Alu vahendatud iimberkorraldused/rekombinatsioon (Bailey et

al., 2003),

stem-loop sekundaarset struktuuri tekitavad podrdkordusjirjestused, mis
hélmavad suhteliselt noori palindroomseid A/uS elemente (Joonis 26).
Kirjanduse andmetel v3ib palindroomide esinemine piirkonnas tdsta

rekombinatsioonilist aktiivsust mitmekiimne kordselt (Lobachev et al., 1998).
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Joonis 26. Alu-palindroomide poolt moodustatud stem-loop sekundaarne struktuur
hotspot’i piirkonnas. Mustad jooned tdhistavad suhtelist rekombinatsiooni hotspot’i
ala piiride paiknemist. y— E. coli rekobinatsiooni stimuleeriv jérjestus. MIR -

(Mammalian wide interspread repeat)

Analoogiline hotspot’i ehitus on leitav ka teistes genoomi piirkondades
(Jeffreys ja Neumann, 2002). LHB/CGB Kklastris on kirjeldatud hotspot’i sarnane
piirkonna ehitus ka CGB ja CGB2 vahelises regioonis, mis LD ning rho ja lambda
vadrtuste hinnangul holmab ka potentsiaalset rekombinatsiooni warmspot’i.
Sekundaarsete struktuuride ennustamisel aga ei moodustunud antud alasse nii
stabiilset stem-loop’i kui hotspot’i alas. CGBI ja CGBS5 vahelises regioonis on aga
toimunud klastri evolutsiooni kdigus inversioon ning praktiliselt iileni on deleteerunud
iiks stem-loop’1 moodustavatest palindroomidest.

Seoses erinevate jérjestuste isedrasustega hotspot’t piirkonnas, vdib
rekombinatsiooniline aktiivsus antud regioonis olla seletatav mitme mehhanismiga.
Uhelt poole soodustab rekombinatsiooni E. coli y— jirjestus, teisalt aga initsieeritakse
rekombinatsioon, tekitades DSB-i spetsiifiliste sekundaarsete struktuuride tottu.
Alternatiivse hiipoteesi kohaselt (v3i paralleelselt) vdib oluline roll olla ka kromatiini
avatusel ning ligipddsetavusel DSB tekamiseks vajalikule Dnaasile ning
rekombinatsiooni ldbiviivatele valkudele. Kuna kirjeldatud LHB/CGB geeniklastri
sisemised alad hdlmavad jirjest sarnaseid duplitseerunud fragmente, siis voivad antud
piirkonnad olla ka rohkem pakitud. Seega oleks seletatav warm- ja hotspot’i

paiknemine just klastri ddrealadele, kus tdendoliselt on kromatiini struktuur avatum.

73



Kolme erineva rekombinatsiooni stimuleeriva faktori (4/u-d, y— jérjestus ja
stem-loop) koosesinemine toetab resekveneerimise andmete analiiiisil saadud tulemusi
ning seega saab wviita, et antud piirkonnas esineb suure tdendosusega
rekombinatsiooni hotspot. Detailsem hotspot’i kirjeldamine otseselt haploidse sperma
DNA pdhjal (kdesolevaks hetkeks DNA materjal kogutud, koostod M. Punabiga,
M.D. TU Kliinikumi Androloogia kabinet) vdimaldaks teha pdhjendatud jireldusi
konkreetse rekombinatsiooni mehhanismi toimumise kohta ning méératleda

eksperimentaalselt rekombinatsiooni ning geenikonversiooni intensiivsust.

5.3. LHB/CGB geenide assotsiatsioon korduvate spontaanabortide esinemisega

Kooriongonadotropiin on platsentas ekspresseeritav gliikoproteiinhormoon,
mille kontsentratsiooni alusel naise seerumist diagnoositakse raseduse olemasolu ning
potentsiaalset kulgu. Vdhene hCG tase on mérk komplikatsioonidest raseduse
normaalsel kulgemisel ning voib viia spontaanabordi kujunemisele.

HCG funktsioonide uuringutel on leitud selle kriitiline olulisus raseduse I
trimestril, kus peamiseks determinandiks blastotsiisti pesastumisel on hCG piisav
ekspressiooni tase varajase embriio poolt. Seega voOib eeldada, et mutatsioonid,
koopia-arvu muutused ning itimberkorraldused hCG beeta-subiihikuid kodeerivate
geenide alas vdivad viia spontaanabortide tekkimiseni. Praeguseks on kirjeldatud
LHB/CGB geeniklastris ainult iihte mutatsiooni, mis pdhjustab B-subiihiku valesti
pakkumist ning seega hormooni inaktiveerumist. Uuritud on ka geenide
deletsioone/duplikatsioone, kuid siiani mingeid imberkorraldusi identifitseeritud ei
ole. Siiski ei tdhenda see kromosomaalsete struktuuri {imberkorralduste voi
mutatsioonide puudumist LHB/CGB geeniklastris, kuna seni kasutatud meetodid
voivad olla vihe-spetsiifilised ning mitte-informatiivsed piirkonna keerulise struktuuri
tottu.

Viiteid LHB/CGB geenide rollile spontaanabortide tekkimisel on hiljuti leitud
ekspressiooniuuringute raames. Viimaste andemete kohaselt leiti korrelatsioon hCG
hormooni B-subiihikut kodeerivate geenide CGB, CGBS5, CGB7 ja CGBS mRNA
madala seerumi kontsentratsiooni ning korduvate spontaanabortide esinemise vahel
(Rull ja Laan, 2005, ajakirja esitatud). Lisaks oli CGBI ja CGB2 mRNA detekteeritav
kontrollindiviididel I trimestri jooksul, kuid korduvate spontaanabordi patsientidel ei

leitud mingeid mairke transkriptsioonilisest aktiivsusest antud geenidelt. Kuigi
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erinevate CGB geenide jaoks on identifitseeritud individuaalne ekspressiooniprofiil,
on vihe informatsiooni selle funktsionaalse viljundi kohta. Arvatakse, et mitme
erineva CGB geeni transkribeerimine (i) kindlustab piisava hulga hCG-d, et tagada
raseduse sdilumine varajases staadiumis voi (i1) on mitme transkrptsiooniliselt aktiivse
geenikoopia olemasolu no kaitseks kiiresti evolutsioneeruva klastri puhul (Jameson ja
Hollenberg, 1993). Samas voib Rull ja Laan poolt esitatud CGBI ja CGB2 andmete
pohjal eeldada, et esineda voivad veel seni identifitseerimata CGB geenide valgulised
produktid, mille funktsiooni ning olulisust ei osata hetkel hinnata. Seega voib
jareldada, et spontaanabordi kujunemisel vdivad olla méérava rolliga nii mutatsioonid,
kromosomaalsed timberkorraldused kui ka CGB geenide alternatiivne transkriptsiooni
regulatsioon. Lisaks on leitud viiteid voimalikule imprintingu mustrile CGB geenides,
kus hCGPB on ekspresseeritud isapoolselt (Marshall et al., 1998, McFadden et al.,
1993). Seetdttu on hCG geenide analiilisil korduvate spontaanabortidega patsientidel
informatiivne uuringusse kaasata ka meespartnerid.

Kéesoleva t60 raames disainiti pilootprojekt LHB/CGB geeniperekonna
varieeruvuste vordlevaks analiilisiks 1 trimestri korduvate spontaanabortidega
patsientidel ja nende meespartneritel ning {iildpopulatsioonil pdhineval valimil.
Projekti tulemusena identifitseeriti patsientidel alternatiivne haplotiilipide jaotuvus,
mis kinnitab piistitatud hiipoteesi, et LHB/CGB geenide vdivad osaleda
spontaanabordi kujunemisel. Mitmed ennustatud CGB geenide haplotiilibid olid
rikastatud patsientide valimis (geenid CGBS, 8§ ja 7) ning samas esines ka alleelide
kombinatsioone, mille sagedus oli patsientidel tunduvalt madalam vdi puudusid
hoopis. Seega vdivad LHB/CGB geenid hdlmata nii spontaanaborti pohjustavaid riski-
haplotiiiipe kui ka normaalset rasedust tagavaid nn protektiivseid haplotiitipe.

Arvestades = LHB/CGB  geeniklastri  ebastabiilsust ~ segmentaalsete
duplikatsioonide, A/u-elementide ning E. coli y— jérjestuste tdttu, on timberkorralduste
ning varieeruvuste esinemine LHB/CGB geeniklastris eeldatav tulemus. Tadpsemate
andmete saamiseks viiakse jdrgnevalt 1dbi uuring, kus pilootprojekti raames
sekveneeritud patsientidele on valitud kontrollindiviidid, kellel on rasedus kulgenud
komplikatsioonideta (analiilisimaterjal kogutud, koost6d Kristiina Rulliga, M.D.).
Lisaks on konkreetsete timberkorralduste identifitseerimiseks plaanis kasutada
hiibridisatsioonil pohinevat FISH metoodikat, mis vdoimaldab detailsemalt kirjeldada
LHB/CGB geeniklastri varieeruvust korduvate spontaanabortidega patsientidel ning

referentspopulatsioonil.
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Kéesoleva t60 tulemused on olulised (i) segmentaalseid duplikatsioone
sisaldava geeniklastri olemuse selgitamise seisukohast, mis viitab vdimalikele
varieeruvusi genereerivatele siindmustele ka teistes duplikatsiooni teel tekkinud
klastrites. (i1) Kuna 50% spontaanabortidest klassifitseeritakse kui identifitseerimata
pOhjusega juhtumid, siis on kéiesolev uuring oluline ka spontaanabortide périliku

soodumuse méairatlemise, diagnostika, ravi ning patsientide ndustamise seisukohast.
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Kokkuvote

Kéesoleva magistritoo kirjanduse ilevaates on iseloomustatud genoomis
laialdaselt levinud segmentaalseid duplikatsioone ning kirjeldatud erinevaid
timberkorralduste tekkemehhanisme. Detailsemalt on analiiiisitud geenikonversiooni
ja rekombinatsiooni ndhtusi ning rekombinatsiooni hotspot’de omadusi. Lisaks on
iseloomustatud hormooni kooriongonadotropiini, LHB/CGB geeniklastrit ning
esitatud pogus lilevaade spontaanabortide tekkepdhjuste kohta.

Eksperimentaalne osa koosnes kolmest etapist. Esmalt méératleti in silico
LHB/CGB geeniklastri detailne struktuur. Seejérel iseloomustati eelnevalt LHB/CGB
geeniklastris ~ ennustatud ~ rekombinatsiooni  hotspot’i  regiooni,  sidudes
resekveneerimisel ning in silico piirkonna analiiiisil saadud andmeid. Viimase etapina
analiitisiti LHB/CGB geenide potentsiaalset seotust korduvate spontaanabortidega.
Selleks viidi 1dbi nn pilootprojekt, kus vorreldi sekveneerimisel saadud genotiitipide
andmeid I trimestri korduvate spontaanabortidega patsientidel ning iildpopulatsioonil
pohineval valimil.

Saadud tulemuste pdhjal on praeguseks teada keerulise {ilesehitusega
LHB/CGB geeniklastri detailne struktuur ning rekombinatsiooni hotspot’i
jarjestusepdhine iseloomustus, mis viitavad antud piirkonna ebastabiilsusele
timberkorralduste  suhtes. Samuti leiti  pilootprojekti raames korduvate
spontaanabortidega patsientidel iseloomulik LHB/CGB geenide haplotiiiipide
sageduste jaotuvus, mis kinnitab hCG kriitilist funktsiooni raseduse séilitamisel.

Edasiste plaanide hulka kuuluvad: (i) LHB/CGB geenide ning intergeensete
alade koopiaarvu midramine korduvate spontaanabortidega patisentidel FISH
meetodil; (i1)) LHB/CGB geenide iseloomustamine patsientidele vastaval
kontrollpopulatsioonil nii sekveneerimise kui ka FISH analiiiisi kaudu; (iii)
voimalusel identifitseeritud rekombinatsiooni Aotspot’i piirkonna detailsem analiiiis,

kasutades otsesest eksperimentaalset meetodit rekombinantse sperma DNA pdhjal.
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Summary

Chorionic gonadotropin (hCG) is a glycoprotein hormone with a crucial
function for normal outcome of pregnancy. Low levels of hCG mRNA in mother’s
serum indicates a possible malfunction of hCG protein that can lead to miscarriage.
Therefore an analysis of duplicated LHB/CGB genes that encode luteinizing hormone
and hCG B-subunits would provide useful information on genetic susceptibility to
recurrent miscarriages.

In this study a general description of segmental duplications and
recombination is presented with the focus on their involvement in generating genetic
variability. Also a comprehensive review of research papers on gonadotropins, their
function in pregnancy and mutations in LHB/CGB genes that have been found so far,
is given.

A detailed analysis of the structure of LHB/CGB gene cluster was undertaken
in order to describe a complicated pattern of segmental duplications and provide
thorough background information for further genetic analysis. As a result of the
following resequencing study of LHB/CGB gene cluster, an intense recombination
hotspot has been detected. A hypothesis has been postulated that the hotspot
destabilizes the region and promotes different chromosomal rearrangements because
of a palindromic secondary structure, A/u-sequences and recombination simulating y-
motif.

An extensive pilot-study has been designed in order to compare variations that
occur in LHB/CGB gene cluster between patients of recurrent miscarriages and a
reference population. A haplotype estimation analysis revealed several haplotypes of
LHB/CGB genes that might have a causative role in recurrent spontaneous abortions.
In order to provide well-founded explanation of different variations that might
alternate the normal function of hCG, an association study will be conducted with
patients of recurrent miscarriages and matching control individuals. Further plans also
involve a FISH (fluorescence in situ hybridisation) detection to reveal possible
chromosomal rearrangements in patients and reference individuals, based on the

detailed information of the structure of CGB/LHB gene cluster
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Lisad

Lisa 1. LHB/CGB geenide PCR ja sekveneerimise praimerid ning PCR produktide
pikkused (P. Hallast, 2004)
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Lisa 2. Hotspot‘i piirkonna PCR ja sekveneerimise praimerid ning PCR produktide
pikkused.

91



Lisa 3. CGB5 ja CGB7 vahel esineva rekombinatsiooni hotspot’i piirkonna

poliimorfismid .

Geen/ Markeri | Markeri | Mazoorne |Minoorne| Minoorse
markeri nr pos. kood Alleel Alleel |alleeli sagedus
1 CGB5-8 98 A T 0.182
2 CGB5-8 110 A T 0.182
3 CGB5-8 119 G T 0.045
4 CGB5-8 439 G T 0.2
5 CGB5-8 728 G A 0.182
6 CGB5-8 864 G A 0.5
7 CGB5-8 916 G A 0.091
8 CGB5-8 1079 TTTG - 0.318
9 CGB5-8 1345 C A 0.25
10 CGB5-8 1430 T C 0.15
11 CGB5-8 1447 G C 0.227
12 CGB5-8 1468 T G 0.25
13 CGB5-8 1469 G T 0.25
14 CGB5-8 1472 A G 0.25
15 CGB5-8 1473 G A 0.045
16 CGB5-8 1476 - G 0.05
17 CGB5-8 1622 G - 0.091
18 CGB5-8 | ¢c8E1369 G A 0.318
19 CGB5-8 | c8E1151 T C 0.045
20 CGB5-8 | c8E1146 TG - 0.045
21 Intron 2 | c8E673 G A 0.091
22 Intron 1 c8E199 G A 0.045
23 Intron 1 c8E169 C G 0.227
24 Intron 1 c8E124 G A 0.045
25 5'UTR c8E-72 A T 0.136
26 5'UTR | c8E-172 C T 0.045
27 S'UTR | c8E-265 G A 0.273
28 S'UTR | c8E-268 C G 0.091

29 CGBS8-7 | c8E-558 C A 0.2

30 CGBS8-7 | c8E-659 A G 0.45

31 CGBS8-7 | c8E-786 C G 0.045
32 CGB8-7 | c8E-787 A G 0.045
33 CGBS8-7 4100 T C 0.045
34 CGBS8-7 5334 A G 0.227
35 CGBS8-7 5384 C T 0.273
36 CGBS8-7 5664 C - 0.273
37 CGBS8-7 5862 - A 0.45

38 CGBS8-7 5884 C T 0.318
39 CGBS8-7 5890 T C 0.4

40 CGB8-7 5910 C G 0.318
41 CGBS8-7 5937 T C 0.125
42 CGBS8-7 5952 G A 0.083
43 CGBS8-7 5953 A G 0.083
44 CGBS8-7 5981 A G 0.167
45 CGB8-7 6051 C T 0.3
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46 CGBS§-7 6211 C T 0.5
47 CGBS-7 6494 A G 0.045
48 CGBS-7 6951 A C 0.5
49 CGBS§-7 6977 T C 0.364
50 CGBS-7 6979 A G 0.045
51 CGBS-7 7043 G T 0.45
- 0.045
52 CGBS§-7 7146 C T 0.273
53 CGBS§-7 7467 C T 0.045
54 CGBS-7 7542 T C 0.136
55 CGBS-7 7755 A G 0.045
56 CGBS-7 7756 A C 0.136
57 CGBS§-7 7758 T C 0.136
58 CGBS-7 7760 T C 0.136
59 CGBS-7 7801 G A 0.136
60 CGBS§-7 7803 A G 0.136
61 CGBS§-7 7852 A T 0.136
62 CGBS§-7 7937 C T 0.5
63 CGBS-7 8137 C G 0.136
64 CGBS-7 8205 C G 0.364
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Lisa 4. LHB/CGB geenides esinevad poliimorfismid vordlevalt patsientidel ning

referentspopulatsioonis. *- aminohappe muutust pShjustav poliimorfism.

Geen/markeri Markeri| Mazoorne | Minoorne Minoorse alleeli
nr Markeri pos.| kood Alleel Alleel sagedus
LHB Referents |Patsiendid
1 3' downstream| LE1281 C T 0.298 0.326
2 3" downstream| LE1109 G T 0.415 0.35
3 3'UTR LE1099 G A 0.117 0.087
4 Ekson 3 LE873 G A 0.289 -
5 Intron 2 LES53 - T 0.298 0.312
6 Intron 2 LE546 G A 0.298 0.312
7 Ekson 2 LE484 G T 0.415 0.364
8 Ekson 2 LE466 C G 0.298 0.312
9 Ekson 2* | LE434 A G 0.117 0.094
10 Ekson 2* | LE397 C T 0.021 -
11 Intron 1 LE342 G A 0.319 0.31
12 Intron 1 LE264 C G 0.021 -
13 Intron 1 LE263 T C 0.117 0.043
14 Intron 1 LE246 G T 0.043 0.021
15 Intron 1 LE219 A G 0.011 -
16 Intron 1 LE154 C A 0.011 -
17 Intron 1 LE125 T C 0.117 0.083
18 Intron 1 LE122 C T 0.117 0.083
19 Intron 1 LE24 C T 0.426 0.391
20 5'upstream | LE-34 T A 0.309 0.348
CGB
21 3' downstream| cE1110 G T 0.319 0.217
22 Ekson 3 cE1038 A G 0.330 0.354
23 Ekson 3 cE1026 C G 0.330 0.333
24 Intron 2 cE751 A G 0.309 0.333
25 Intron 2 cE554 T C 0.394 0.386
26 Intron 1 cE321 G A 0.011 -
27 Intron 1 cE302 G A 0.011 -
28 Intron 1 cE168 C G 0.298 0.292
29 Intron 1 cE163 C T 0.298 0.292
30 Intron 1 cE101 A C 0.298 0.292
31 Intron 1 cE88 G T 0.298 0.292
32 Intron 1 cE86 G A 0.032 0.042
33 5'UTR cE-76 G T 0.074 0.104
34 5'UTR cE-77 G A 0.245 0.261
35 5'UTR cE-111 T C 0.330 0.13
36 5'UTR cE-144 T G - 0.292
37 5'UTR cE-180 C T 0.298 0.292
38 5'UTR cE-185 G C 0.293 0.271
39 5'UTR cE-324 T C - 0.292
40 5'UTR cE-328 A G 0.287 0.292
CGB2
41 Intron 1 c2E140 G C 0.021 0.042
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42 Intron 1 c2E188 T C 0.372 0.333
43 Intron 1 c2E391 C T 0.021 0.043
44 Intron 1 c2E421 G A 0.011 -
45 Ekson 2 c2E531 G A 0.128 0.125
46 3'UTR  |c2E1087 C A 0.340 0.396
47 3' downstream|c2E1211 G A 0.372 0.375
48 3" downstream|c2E1273 T C 0.011 -
CGB1
49 3'UTR  |c1E1140 G A 0.033 0.021
50 Intron 2 c1E840 G A - 0.021
51 Intron 2 clE643 T C 0.138 0.13
52 Ekson 2* | c1E458 T C 0.202 0.271
53 Intron 1 c1E452 G A 0.189 0.292
54 Intron 1 c1E432 G A - 0.042
55 Intron 1 clE150 G T - 0.022
56 5'UTR clE-76 C A 0.367 0.271
57 5'UTR  |clE-116 - TCCCC - 0.042
CGB5
58 5'UTR  |c5E-228 A G 0.138 0.104
59 5'UTR  |c5E-209 C T 0.011 0.022
60 5'UTR cSE-21 G C 0.202 0.333
61 Intron 1 c5E179 T G 0.330 0.458
62 Intron 1 cSE186 C T 0.021 0.021
63 Intron 1 c5SE215 G A 0.202 0.375
64 Intron 1 c¢5SE301 C T 0.330 0.438
65 Ekson2 | c5E424 G A 0.202 0.333
66 Intron 2 cSES547 G C - 0.021
67 Intron 2 c5E553 C G 0.011 -
68 Intron 2 c5SE673 C T 0.128 0.188
69 Intron 2 c5E746 A T - 0.021
70 Intron 2 c5SE750 C T 0.021 0.021
71 Ekson 3 c5E893 C T 0.021 0.042
72 3' downstream|c5SE1214 G A 0.032 -
CGB8
73 3' downstream|c8E1369 G A 0.318 -
74 3' downstream|c8E1298 C G - 0.083
75 3" downstream|c8E1151 T C 0.045 -
76 3' downstream|c8E1146 TG - 0.045 -
77 Intron 2 c8E673 G A 0.091 -
78 Intron 2 c8E553 C G - 0.022
79 Intron 1 c8E199 G A 0.045 -
80 Intron 1 c8E169 C G 0.227 0.292
81 Intron 1 c8E124 G A 0.045 -
82 5'UTR c8E-72 A T 0.136 0.083
83 5S'UTR  [c8E-172 C T 0.045 -
84 5S'UTR  |c8E-265 G A 0.273 0.312
85 S'UTR  [c8E-268 C G 0.091 0.042
86 5'upstream |c8E-558 C A 0.2 0.333
CGB7
87 3' downstream|c7E1435 C T - 0.021
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88 3' downstream|c7E1278 A C 0.436 0.354
89 3' downstream|c7E1277 G A 0.415 0.354
90 3' downstream|c7E1261 C G 0.426 0.333
91 3' downstream|c7E1241 C G 0.426 0.333
92 3' downstream|c7E1224 C A 0.468 0.333
93 3' downstream|c7E1151 T C 0.404 0.354
94 3' downstream| c71136 - GT - 0.042
95 Ekson3 |c7E1061 T C 0.467 -
96 Ekson 3* | c7E867 G A - 0.021
97 Intron 2 c¢7E750 A G - 0.188
98 Intron 2 c7E724 G A 0.032 -
99 Intron 2 c7E683 T C 0.117 0.146
100 Intron 2 c7E553 G C 0.287 0.125
T 0.030 0.024
101 Ekson 2* | c7E473 - C - 0.042
102 Ekson 2* | c7E423 A G 0.415 0.333
103 Ekson 2* | c7E422 T G 0.415 0.333
104 Ekson 2* | c7E417 C T 0.415 0.333
105 Intron 1 c7E339 C T 0.011 -
106 Intron 1 c7E168 A G 0.436 0.354
107 Intron 1 c¢7E135 T C 0.404 0.333
108 Intron 1 c7E124 G A 0.415 0.333
109 Intron 1 c7E60 G T 0.426 0.354
110 5'UTR c7E-35 T C 0.298 0.196
111 5'UTR c7E-46 T G 0.415 0.348
112 5'UTR c7E-58 T G 0.415 0.326
113 5'UTR c7E-97 C G 0.426 0.333
114 5S'UTR  |c7E-147 G C 0.191 0.324
115 5'UTR  |c¢7E-201 G T 0.138 -
116 5'UTR  |c7E-252 C T 0.422 -
117 5'UTR  |c7E-357 G A 0.476 -
118 5' upstream |c7E-379 C T 0.422 -
119 5' upstream |c7E-468 T C 0.117 0.146
120 5'upstream |c7E-697 A G 0.237 0.348
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