TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

BIOTEHNOLOOGIA OPPETOOL

30 EAP

Diana Nommemees
Vanemaspetsiifiline geeniekspressioon inimese platsentas

Magistritoo

Juhendaja prof. Maris Laan

TARTU 2016



Vanemaspetsiifiline geeniekspressioon inimese platsentas
Genoomne vermitus on epigeneetiline nédhtus, mille puhul osadel geenidel ekspresseerub

ainult the vanema alleel ning teise vanema alleel on vaigistatud. Grupp vermitud geene
ekspresseerub platsentas, kus nad reguleerivad platsenta arengut ja loote kasvu. Vermituse
hdired voivad viia rasedustiisistusteni ning mitmeid geene on seostatud iisasisese
kasvupeetusega. Kéesoleva t66 eesmirk oli kirjanduses varem avaldatud vermitud geenide
vanemaspetsiifilise avaldumismustri tuvastamine inimese platsentakoes normaalse raseduse
kolme trimestri ja rasedustiisistuste korral. Minu magistritoo 1dhtematerjalideks oli 55 inimese
platsenta koeproovide transkriptoomid ning uuritavate perede iilegenoomsed genotiiiibid.
Kasutades rangeid kriteeriume ja mitut filtreerimise etappi, tuvastasin platsentas 11 vermitud
geeni. Kéesolevas magistritoos tuvastatud 10 vermitud geeni vastasid eelnevalt Kirjanduses

publitseeritule, vélja arvatud RTL1, mis nditas vastupidist alleelset vanemlikku péritolu.

Imprinted genes are exclusively expressed from either the paternally or maternally derived
allele and the other allele is silenced via epigenetic mechanisms. A number of imprinted
genes express in placenta, where they regulate placental and fetal growth. The aims of this
study were: 1) To determine imprinted gene transcript allele specific expression in placenta
based on previously published articles and Geneimprint database 2) To identify imprinted
gene expression in three pregnancy trimesters and in pregnancy complications. In this study
we identified 11 imprinted genes. 10 genes validated previously reported parent specific
allelic expression, but contrary to previously described paternal expression RTL1 exhibited
maternal expression in our study. We also detected 41 genes with biallelic expression and 3
with random monoallelic expression. 14 genes showed characteristics similar to random

monoallelic expression and biallelic expression.

Mirksonad: vermitus, platsenta, RNA-seq, monoalleelne ekspressioon, RMAE,

rasedustiisistus
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Kasutatud liihendid
aRMAE — autosomatic RMAE, autosomaalne RMAE

BAM — SAM ( jirjestuse joondamise info tekstifailina) faili binaarne versioon
Bp — base pair, aluspaar

BWS — Beckwith-Wiedemann siindroom

Chr — kromosoom

CTCF — CCCTC-seonduv faktor

EDTA — etiileendiamiintetraatseethape

FISH — fluorescence in situ hybridization, fluorestsents in situ hiibridisatsioon

FPKM — Fragments Per Kilobase per Million mapped fragments, fragmente kb kohta miljoni

joondatud fragmendi kohta

fRMAE - fixed RMAE, fikseerunud RMAE

GD - gestatsioonidiabeet

ICR — (Imprinting Control Region, ICR).

IUGR — intrauterine growth retardation, iisasisene kasvupeetus
KMI — kehamassiindeks

LGA — large for gestational age, makrosoomia ehk gestatsiooniaja kohta suur laps
IncRNA — long non-coding RNA, pikk mittekodeeriv RNA
MAF — minor alleele frequency, minoorne alleeli sagedus
mMIiRNA — mikroRNA

NGEM — Normaliseeritud geeniekspressiooni mediaan

PE — preeklampsia

RCF — Relative Centrifugal Force, relatiivne tsentrifugaaljoud

REPROMETA — REPROgrammed fetal and/or maternal METAbolism —
REPROgrammeeritud loote ja/vdi ema METAbolism



RMAE - random monoallelic expression, juhuslik monoalleelne ekspressioon
RNA-seq — RNA siigavsekveneerimine

RT-PCR — Reverse Transcriptase PCR, po6ordtranskriptaas PCR

SD - standard deviation, standardhélve

SDS — anioonne surfaktant

SGA — small for gestational age, hiipotroofia ehk gestatsiooniaja kohta viike laps
SNP — single nucelotide polymorphism, {ihenukleotiidne poliimorfism

SRS — Silver-Russell siindroom

TBE — Tris-boorhape-EDTA puhvrilahus

TE — puhvrilahus, mis koosneb Tris-ist ja EDTA-st

TNDML1 — Transient neonatal diabetes mellitus type 1 , mdoduv neonataalne tiitip 1 diabeet

XCI — X-Chromosone Inactivation, X-kromosoomi inaktivatsioon



Sissejuhatus

Diploidsed organismid parivad molemalt vanemalt iithe geenikoopia ning tavaliselt toimub
ekspressioon molemal alleelilt. Koige tuntum erand on naissoost imetajate X-kromosoomi
vaigistamine, kus iihelt vanemalt parit kromosoom vaigistatakse tdielikult, kuid tavaliselt on
mittepatoloogiline monoalleelne ekspressioon ithe geeni piires. Genoomne vermitus on
epigeneetiline nihtus, mille puhul osadel geenidel ekspresseerub ainult iihe vanema alleel

ning teise vanema alleel on vaigistatud.

Vermitud geenidega on seostatud mitmeid haigusi, nagu Prader-Willi ja Angelmani
stindroom. Grupp vermitud geene ekspresseerub platsentas, kus nad reguleerivad platsenta
arengut ja loote kasvu. Usasisest kasvupeetust on sesotatud vermituse hiirega ning seetdttu

tuleks vermitud geene uurida ka teiste raseduspatoloogiate puhul pdhjalikumalt.

Kéesoleva magistritoos fookuses oli kirjanduses varem avaldatud vermitud geenide
vanemaspetsiifilise avaldumismustri tuvastamine inimese platsentakoes normaalse raseduse
kolme trimestri ja rasedustiisistuste korral. Minu magistritdo lahtematerjalideks oli 55 inimese

platsenta koeproovide transkriptoomid ning uuritavate perede iilegenoomsed genotiiiibid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Geenide monoalleelne ekspressioon genoomis
Enamus imetajate autosomaalseid geene ekspresseerub kodominantselt mdlema vanema
kromosoomilt. Kuid mdnedes lookustes on {ihe vanema alleeli ekspressioon alla surutud
epigeneetiliste mehhanismidega. Kdige tuntum ndide on naissoost imetajate X-kromosoomi

vaigistamine, kus tihelt vanemalt parit kromosoom vaigistatakse téielikult.

1.1.1. Genoomne vermimine
Vermitud geenid ekspresseeruvad enamasti somaatilistes rakkudes eksklusiivselt kas emalt

vOi isalt paritud alleele (joonis 1. A). Vermituse olekut reguleerivad naise vOi mehe

sugurakkudes toimuvad epigeneetilised ndhtused. (Reinius ja Sandberg, 2015)

Uuringud hiirtel on ndidanud, et >80% teadaolevatest vermitud geenidest asuvad klastrites.
Enamasti on hiire ja inimese ortoloogsed klastrid sarnase paigutusega ning kdoik klastrid

sisaldavad nii emapoolse kui isapoolse alleelse ekspressiooniga geene.

Vanemaspetsiifilist alleelset ekspressiooni reguleerib klastris mitme geeni suhtes cis-
positsioonis olev vermituse kontrollregioon (Imprinting Control Region, ICR). ICR regioonis
on ithe vanema alleelspetsiifiline DNA metiilatsioon ja kromatiini modifikatsioonid.
Metiilatsioon ICR-des on omandatud kas ema voi isa sugurakkudes. Sugurakkude
metiilatsioon on  robustne ja resistentne ulatuslikule genoomi metiilatsiooni
timberprogrammeerimisele, mis toimub pérast viljastumist, kuid see eemaldatakse uute

sugurakkude arengu kdigus. (lilevaateartikkel Peters, 2014)

Enamus ICR-e omandavad metiilatsiooni naise sugurakkudes oogeneesi ajal ja nendes ICR-
des on tavaliselt pikkade mittekodeerivate RNA-de (IncRNA) promootorid, mida
transkribeeritakse vastasahelalt kodeerivate geenide klastris (joonis 2. A). ICR-id, mis
omandavad metiileerituse mehe sugurakkudes, paiknevad intergeensetes regioonides (joonis
X. B ja C). ICR on aktiivne mittemetiileeritult ning inaktiivne metiilatsiooni korral. ICR-id

reguleerivad vermitust kahe mehhanismiga:

1) IncRNA-d ICR-dest vaigistavad cis-positsioonis olevad vermitud geenid (joonis 2. A)
2) Aktiivne ICR moodustab isolaatori, seondudes CCCTC-seonduva faktorile (CTCF)
ning blokeerides 3’suunas olevate geenide promootorite enhancerid ja vaigistades

need geenid. (lilevaateartikkel Peters, 2014) (joonis 2.C)
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Joonis 1. Monoalleelse geeniekspressiooni tiiiibid. Vasakul pool on vdimalikud iihe raku
alleelse ekspressiooni olekud, kus transkriptsioon (méirgitud musta noolega) on maérgitud
vastavalt ema vOi isa geenikoopialt. Paremal pool on vilja toodud alleelne ekspressioon
rakupopulatsioonis (ringikesed, erinevate vérvidega tihistatud avalduv alleel). Varvilised
loogelised sulud tdhistavad klonaalseid rakke, kus fikseerunud monoalleelne voi bialleelne
ekspressioon on kandunud edasi raku jagunemisel. Iga rakupopulatsiooni all on valge nool ja
gradiendi ribal ndidatud alleelne ekspressioon kui ta oleks detekteeritud terve
rakupopulatsiooni peale. Eeldatavad vermituse mustrid on toodud: A) genoomse vermituse,
B)fikseeritud aRMAE ja C) diinaamilise aRMAE kohta. Joonis kohandatud Reinius ja
Sandberg, 2015 jargi.
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Joonis 2. Hiire vermitud geenide klastrite ndited. A) Snrpn Klastris on emapoolse alleelse
ekspressiooniga Ube3a geen ja viis isapoolse alleelse ekspressiooniga geeni, samuti mitu
mittekodeerivat RNA-d. B) DIkl —Dio3 klastris on neli isapoolse alleelse ekspressiooniga
geeni ja mitu emapoolse alleelse ekspressiooniga mittekodeerivat RNA-d. ICR on intergeenne
ja aktiivne emapoolsel alleelil. C) 1gf2 -H19 Kklastris on isapoolse alleelse ekspressiooniga
Igf2ja Ins2 ning emapoolse alleelse ekspressiooniga H19. ICR on intergeenne. Aktiivne
emapoolne ICR seondub CCCTC-seonduvale faktorile (CTCF), moodustades isolaatori, mis
vaigistab 1gf2 blokeerides 1gf2 enhanceritele ligipddsu. Nooltega on tdhistatud
transkribeeritavad alleelid ja geenid. Térniga on tdhistatud geen, mille vermitus inimestes ja
hiirtes on vastuoluline. C- tsentromeer, Ipw- vermitud regioon Prader-Willi siindroomi
regioonis, miR- miRNA, Mirg- miRNA-t kodeeriv geen, T- telomeer. Kohandatud Peters,
2014 pdhjal.
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1.1.2. Diinaamiline ja fikseeritud RMAE
aRMAE (autosomal Random MonoAllelic Expression) on juhuslik monoalleelne

ekspressioon, mis on defineeritud kui tihe alleeli ekspressioon, kus juhuslik alleelivalik
toimub somaatiliselt, nii et erinevad organismi rakud ekspresseerivad erinevaid alleele.
aRMAE uurimine on paras véljakutse, kuna erinevad meetodid ja tingimused toodavad
konfliktseid tulemusi ning ebatdiuslik RNA alleelne detektsioon iihes rakus suurendab

monoalleelse ekspressiooni vaatlusi. (Reinius ja Sandberg, 2015)
RMAE jaguneb omakorda:

2. fikseeritud RMAE (fRMAE)- alleelispetsiifiline ekspressioon péarandub edasi
tiitarrakule pérast mitoosi (joonis 1. B).
3. diinaamiline RMAE- ajutine alleelispetsiifiline ekspressioon, mis ei kandu

rakujagunemisel edasi (joonis 1. C)

fRMAE tekib bialleelselt ekspresseeritud geenilt kas {ihe alleeli vaigistamise voi eelnevalt
vaigistatud geeni iihe alleeli aktivatsiooniga (joonis 3). Alleeli aktivatsiooni puhul v3&ib
olemas olla ka tagasisideme mehhanism, mis hoiab &ra teise alleeli aktivatsiooni. Teise
voimalusena eksisteerib selline ajaaken, kus madala tdendosusega initsiatsioon voib saavutada

korge sagedusega rakke monoalleelse ekspressiooniga.

Kuna fRMAE alleelne valik on mitoosi teel edasi kanduv, peavad regulatoorsed
modifikatsioonid olema seotud cis positsioonis olevate allelidega. (Reinius and Sandberg,
2015)

Initsiatsioon fRMAE siilitamine Mitoos

rd /e.ma (—E ™~ d@ il /e.ma t—®'-—‘; N
( . ) — (. ,: =
\_sa e ) e vaigistamine 158 C 0/ . @)
— F S R °\. -Q-I

=

O Ajaaken ® C) @ /J<k )
@ \9)<k____ p—oo8
- S = = :/o ; '?le

\\\___l_ga -~ Alleeli aktivatsioon \\_‘1_% @E:/

: Emapoolse alleeli ekspressioon ® Alleeliga seotud vaigistamise miirge '@pi@ 5&11;51(;];5:]}1) resserivad

; Isapoolse allecli ekspressioon @ Alleeliga seotud aktivatsiooni mirge £y T]i'ga]fidl:t,i\lfnits hoiab dra teise
: alleeli aktivatsiooni

Joonis 3. Fikseeritud RMAE teke. Joonis kohandatud Reinius ja Sandberg, 2015 jargi.



1.1.3. Geenide vermimise hindamine

Alleelset geeniekspressiooni vdib méirata 8 erineva meetodiga (tabel 1). Uhe geeni pdhistest
lihenemistest kasutatakse kdige enam RT-PCR-i. Uhe geeni pdhisel lihenemisel on
puuduseks rakukultuurist tingitud mittefiisioloogilised DNA aberratsioonid. Samuti vdib
ebatdiuslik RNA detektsioon suurendada monoalleelse ekspressiooni hinnangut.
Ulegenoomsete lihenemiste puhul kasutatakse enim suure statistilise vdimsusega SNP-
tundlikke mikrokiipe ning aina enam RNA sekveneerimist (RNA-seq). Kahjuks ei saa nende
kahe meetodiga tuvastada diinaamilist aRMAE-d. Uhe raku RNA sekveneerimise puhul tuleb

hinnata alleelide tehnilistel pohjustel vilja langemise mééra.

Tabel 1. Alleelspetsiifilise geeniekspressiooni hindamise meetodid. Kohandatud Reinius ja
Sandberg, 2015 pohjal.

Meetod Resolutsioon Kasutamine

Kandidaatgeeni-pohine lihenemine

RT-PCR Rakk voi Kasutatakse koos alleelspetsiifiliste praimeritega,
klonaalne SNP- tundlike hiibridisatsiooniproovide,

populatsioon alleelspetsiifiliste restriktsioonisaitide voi cDNA
produktide sekveneerimisega

Asjasiinteesitud ~ Rakk in situ dsjasiinteesitud RNA visualiseerimine.

RNA FISH

Uhe raku RNA  Rakk SNP- tundlik meetod in situ RNA lokalisatsiooniks
FISH

Rakkude Rakk Soltub markeritest: pinnavalgud koos alleeltundlike
sorteerimine antikehadega voi fluorestseeruva alleelse produktiga.

Detektsioon valgu tasemel. Alleelse ekspressiooni
stabiilsust saab uurida samu rakke uuesti sorteerides

Elusraku Rakk Ekspressiooni diinaamika ajas, vajab geneetiliste
visualiseerimine konstruktide sisestamist. Detektsioon valgu tasemel
Ulegenoomsed lihenemised

SNP-tundlikud  Klonaalne Rakkude populatsiooni pdhjal hinnang eelnevalt
mikrokiibid populatsioon defineeritud proovide hulga transkriptidele

RNA Klonaalne Rakkude populatsiooni pdhjal hinnang transkriptidele
sekveneerimine  populatsioon

Uhe raku RNA  Rakk Uhe raku pdhjal hinnang transkriptidele. Tuvastab nii
sekveneerimine diinaamilise kui fikseeritud RMAE

FISH- fluorestsents in situ hiibridisatsioon; RMAE- juhuslik monoalleelne ekspressioon; RT-
PCR — pdordtranskriptaas PCR
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1.1.4. RNA sekveneerimine vermimise tuvastamiseks

Alleelse ekspressiooni mddramiseks saab kasutada RNA sekveneerimist, kasutades lugemeid,
mis katavad heterosiigootseid SNP-sid, mille genotiilip on teada. RNA sekveneerimine on
palju tundlikum meetod ning vdimaldab vaadata palju lookusi korraga ja seetottu leitakse

kergemini uusi vermitud transkripte.

RNA sekveneerimist on seni palju kasutatud hiire vermitud geenide tuvastamiseks. RNA-seq-
iga leiti hiire ajust 1300 uue vermitud lookuse, sealhulgas 484 mittekodeerivat RNA-d ja 347
soospetsiifilist geeni (Gregg et al., 2010a; Gregg et al., 2010b). Kuid vaatamata tehnilisest
kiiljest tipse eksperimendi replikatsioonile ei dnnestunud korduskatsetel kinnitada enamikke
uusi vermitud geene. Bioloogiline varieeruvus ja katse tehniline variatsioon tekitavad rohkem
miira kui varem eeldati ning tulemusi on keeruline replitseerida. RNA-seqi puhul ei saa
kasutada statistilisi meetodeid, mis eeldavad et iga lugem on juhuslikult ja iiksteisest
sOltumatult valitud ja vaba siistemaatilisest veast. Seetdttu tuleb miira piir selgelt defineerida.

(DeVeale et al., 2012)

Siiani ainuke RNA sekveneerimise t60 inimese platsentas on tehtud Metsalu et al. poolt
(Metsalu et al., 2014). Selles t60s kinnitati nelja geeni vermitust platsentas (AIM1,
PEG10, RHOBTB3 ja ZFAT-AS1), tuvastasid neli uut potentsiaalset vermitud geeni
(LGALSS, LGALS14, PAPPA2 ja SPTLCS3) ning leidsid neli geeni (ABP1, BCLAFL1, IFI30 ja

ZFAT), millel esines juhuslik alleelne kallutatus ekspresseerides ainult iihe vanema alleeli.

1.2.  Inimese vermitud geenid
Geneimprint andmebaasi jargi on inimesel 213 vermitud geeni. Allpool oleval joonisel on
vélja toodud vermitud geenidega seostatud teadaolevad molekulaarsed protsessid ja organid,

kus nad ekspresseeruvad (joonis 4).
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1.2.1. Patoloogiad
Nii geneetilised kui epigeneetilised mehhanismid voivad viia vermitud geenide

ekspresseerumise héireteni, mis omakorda vOib pohjustada haigusi. Geneetilisteks

mehhanismideks on vermitud geeni funktsiooni kaotus voi deletsioon ning uniparentaalne
disoomia, epigeneetilised mehhanismid on DNA metiilatsiooni muutumine vermitud geenide
Klastris (tabel 2). (Peters, 2014)

Tabel 2. Vermitud geenide ekspressiooniga seotud inimese siindroomid ja vastavad hiire

mudelid.

Inimese Peamised Pohjused Hiire mudel

patoloogiad  siimptomid

Prader-Willi  Arengu mahajaamus, 11 geeni isapoolse Olemas 30 hiire

stindroom raskused imetamisel, ekspressiooni kadumine mudelit. Esineb
rasvumine, 15g11-13 regioonis. Peamiselt  neonataalset
hiipogonadism, isapoolse kromosoomi osalise ~ suremust, raskused
kognitiivne hédlve, deletsiooni voi MatUPD15 imetamisel,
raevuhood ja tottu. Harva ka vermimise slinnijargne
obsessiiv- héire tdttu (SNURF/SNRPN) kasvupeetus,
kompulsiivne hdire rasvumine.

Angelmani Arengu mahajaamus, Deletsioonid 15q11-13 4 hiire mudelit.

stindroom mikrotsefaalia, raske  regioonis emapoolselt Esinevad
intellektuaalne puue, kromosoomilt, UBE3A kognitiivsed héired,
kone- ja unehdired,  emapoolse ekspressiooni motoorikahéired ja
iseloomulik EEG ja  kadumine voi PatUPDI15. ebanormaalne EEG.
onnelik kditumisviis ~ Harva ka vermimise héire
(sage naermine) tottu.

Beckwith- makrosoomia, ICRI1 hiipermetiilatsioon, ICR2  1gf2 transgeensed ja

Wiedemanni  gigantism, suur keel, hiipometiilatsioon Cdknlc-knockout

stindroom kohuseina defektid, =~ CDKN1C vaigistamine voi hiire mudelid.
eelsoodumus IGF2 biallelne ekspressioon ja  Esineb loote ja
embriionaalseteks H19 vaigistamine; PatUPD11.  vastsiindinu
kasvajateks suremust.

Silver- Diismorfism, [IUGR  ICR1 hiipometiilatsioon, Spetsiifiline hiire

Russeli ja stinnijirgne viib IGF2 vaigistamiseni ja mudel puudub

stindroom kasvupeetus. H19 bialleelse ekspressioonini;

MatUPD7

Moodduv Vastsiindinu PLAGLL1 ja HYMAI Hiire mudelil esineb

neonataalne  hiipergliitseemia ja tileekspresseerumine. Tervetel — neonataalne

tiiiip 1 IUGR indiviididel monoalleelsed, hiipergliitseemia, el

diabeet patsientidel bialleelsed ole kasvupeetust

MatUPD15- Emapoolne 15. kromosoomi uniparentaalne disoomia; PatUPD11- Isapoolne 11.
kromosoomi uniparentaalne disoomia; MatUPD7- Emapoolne 7. kromosoomi uniparentaalne
disoomia; ICR1- Vermitud kontrollregioon 1, reguleerib isapoolse ekspressiooniga IGF2 ja
emapoolse ekspressiooniga H19 vermitust; ICR2- Vermitud kontrollregioon 2, reguleerib
isapoolse ekspressiooniga KCNQ1OT1 ja emapoolse ekspressiooniga CDKN1C ja PHLDA2

vermitust



1.2.2. Rasedustiisistused ja platsentas vermitud geenid
Imetajate puhul on ndidatud mitmete vermitud geenide Kriitiline roll platsenta arengu ja loote

kasvu regulaatoritena (ndited tabelis 2 ja tulemuste osas tabelis 7).

1.2.2.1. Emapoolsed: preeklampsia ja gestatsioonidiabeet
Emapoolsete rasedusaegsete komplikatsioonide gruppi kuulusid raske preeklampsia (PE) ja

gestatsioonidiabeet (GD). Gestatsioonidabeet on raseduse jooksul esmakordselt diagnoositud
diabeet. Preeklampsia on siisteemne haigus, mille klassikalisteks siimptomiteks loetakse
raseduse ajal kdrgenenud vererdhku (vahemalt 140/90 mmHg) eelneva hiipertensioonita ning
proteinuuria vahemalt 0,3 g valku 24 h uriinist (English et al., 2015). Preeklampsiat peetakse

pohiliseks ema ja loote surma pohjustajaks.

Gestatsioonidiabeediga emade platsental on ndidatud 6,2-7 protsenti madalamat keskmist
metiilatsiooni MEST geenil kui kontrollidel. Usasisesel kokkupuutel gestatsioonidiabeediga
on pikaajalised efektid jéreltulijate epigenoomis, nditeks MEST geeni epigeneetiline

vadrprogrammeerimine voib soodustada rasvumist 1abi elu. (El Hajj et al., 2013)

MEG3 seostatakse emaka spiraalarterite remodelleerimise hédirega, mis vOib viia
preeklampsiani. MEG3 on madalama ekspressiooniga 80% preeklampsia platsentadel
vorreldes kontrollidega. (Zhang et al., 2015)

ZFAT on isapoolse ekspressiooniga monoalleelne geen platsentas, kuid bialleelne teistes
kudedes. ZFAT ekspressioon on kolm korda madalam preeklampsia platsentades kui
kontrollides (p = 0,002) (Barbaux et al., 2012).

Yu et al. on nididanud, et H19 ekspresseerub bialleelselt esimesed 10 gestatsiooninddalat
normaalse raseduse jooksul ning seejdrel muutub monoalleelseks. Pooltel preeklampsia
juhtudel esines H19 vermituse kadumist ning H19-1 oli bialleelne ekspressioon raseduse
16puni. Nendel patsientidel oli raske hiipertensioon, samas kui monoalleelselt ekspresseeritud

H19 patsientidel oli kergem haiguse vorm (Yu et al., 2009).
PEG10 oli preeklampsia patsientide platsentas alla reguleeritud (Liang et al., 2014).
PHLDAZ2 ekspressioonitase preeklampsia patsientides oli statistiliselt kdrgem kui kontrollides

(Jinetal., 2015).
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Seerumis esinev DLK1 on madalama kontsentratsiooniga GD patsientidel vorreldes

kontrollidega (P=0,001) (Li et al., 2014b).

1.2.2.2. Lapsepoolsed: hiipotroofia ja makrosoomia

Rasedustiisistuste hulka kuuluvad ka loote kasvuga seotud hiired. Gestatsiooniaja kohta
suured (LGA, Large for Gestational Age) lapsed on defineeritud siinnikaaluga >90 protsentiili
populatsiooni kasvukdveral. Gestatsiooniaja kohta viikesed (SGA, Small for Gestatsional
Age) lapsed on defineeritud siinnikaaluga <10 protsentiili populatsiooni kasvukdveral.
(Sildver et al., 2015). Usasisene kasvupeetus (intrauterine growth restriction, IUGR) on SGA
alavorm, mille puhul loode ei saavuta oma kasvupotentsiaali geneetilise haiguse, infektsiooni
voi muul pohjustel. IUGR vastsiindinud on tavaliselt siinnikaaluga alla 10. kasvuprotsentiili,
kuid leidub ka normaalpiiridesse jadva kaaluga imikuid. Selle tottu on SGA ja IUGR

eristamine keeruline.(Bamberg and Kalache, 2004)
DLK1 on alla reguleeritud SGA platsentades (P = 0,005) (Diaz et al., 2013).

Platsenta H19 geeniekspressioon on loote kasvupeetusega grupis oluliselt kdrgem kui
kontrollidel ning patsientidel esines H19 promotoorpiirkonna hiipometiilatsioon. H19 mRNA

tase jdi samaks nii vermituse kui selle kaotuse puhul kontrollides (Koukoura et al., 2011).

Mo6duv neonataalne tiitip 1 diabeet (Transient neonatal diabetes mellitus type 1, TNDM1) on
harvaesinev haigus, mis moddub esimestel elukuudel, kuid voib tagasi tulla puberteedieas
(Shield et al., 2004). Lisaks on >95% TNDMI patsientidel {isasisene kasvupeetus
(intrauterine growth retardation, IUGR) (Flanagan et al., 2007). Enamus TNDM1 juhtumitest
on pohjustatud vermitud lookuse 624, kus asub kaks geeni PLAGL1 ja HYMAI,
ileekspressioonist (Mackay ja Temple, 2010). Nendel geenidel ekspresserub tavaliselt ainult
isapoolne alleel ja emapoolne alleel on metiileeritud ning vaigistatud (Kamiya et al., 2000).
Tervetel indiviididel on need geenid monoalleelsed, TNDM1 puhul bialleelsed (Mackay et
al., 2002).

PHLDAZ2 ja CDKN1C on korgema ekspressioonitasemega IUGR platsentades, samas kui
MEST, MEG3, GNAS, PLAGL1, GATM ja IGF2 on madalama ekspressioonitasemega
vorreldes mitte-lUGR platsentadega (McMinn et al., 2006). Diplas et al. kinnitas PHLDAZ2,
NNAT ja PEG10 korgemat ekspressiooni ja PLAGL1 ja ZNF331 madalamat ekspressiooni
(Diplas et al., 2009).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Antud magistritdo otsis vastust jirgmisele votmekiisimusele:

Kas kirjanduses avaldatud vermitud geenid omavad vanemaspetsiifilist

avaldumismustrit ka inimese platsentakoes?
Kitsamad eesmérgid:

1. Madrata platsentas avaldunud ja kirjanduses raporteeritud potentsiaalselt vermitud
geenide transkriptide vanemaspetsiifiline paritolu (Joonis 5).
2. Tuvastada vermitud geenide ekspressiooniolekut 1dbi raseduse kolme trimestri ning

rasedustiisistuste puhul.

Magistritod ldhtematerjalideks oli kaks iilegenoomset analiiiisi, mis kombineerides

moodustasid tervikandmestiku ema-isa-platsenta triod/duo kohta:

1. 55 inimese platsenta koeproovide transkriptoomid (RNA-seq)
2. Ulegenoomsed genotiiiibid koos uuritavate perede (isa ja ema) veredest eraldatud

DNA variantide andmetega.

Bioloogilised materjalid on kogutud SA TUK Naistekliinikus ning tulemused on saadud TU

MRI Inimese molekulaargeneetika uurimisriihmas.
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Lihtematerjalid: [ Varasemalt kirjanduses ennustatud ] [ Trio (platsenta’ema’isa) ]

inimese vermitud geenid n=338% Duo (platsenta’ema)
Sagedased SNP-d Ulegenoomsed genotiiibid: Platsenta RNA
Ensembl andmebaasist IluminaHumanOmniexpress sekveneerimise andmed
n= 1676 n= 148%= n=35%E®
Etapp 1: lea geeni muritavate SNP-de Eemaldati vaga madala
alleelide vanemliku péaritasuse clcsoressioon cenid
suhtes hﬁ‘ormatii"s—V ga g
Andmete piisavus vermituse staatuse
otsustamise m#dramiseles: filtrid
Eemaldati geenid, mille Eemaldati SNP-d, mis Eemaldati SNP-d,
kohta oli <3 asuvad kattuvate millel oli <3 lugemit
informatiivset trio/duot geenide transkriptides SINP kohta
/
Etapp 2: Kiesolevas tdds

analifiisitav andmestik:
70 geeni ja 183 SNP-ga

Bialleelsed RMAE
geenid geenid

Joonis 5. Kéesoleva magistritoo tooplaan. RMAE on juhuslik monoalleelne ekspressioon,

mis on defineeritud kui tiihe alleeli ekspressioon kus juhuslik alleelivalik toimub
somaatiliselt, nii et erinevad organismi rakud ekspresseerivad erinevaid alleele (Reinius and
Sandberg, 2015). Sage SNP defineeriti kui Ensembl-i andmebaasis transkriptis asuv SNP,
mille MAF > 0,1. Madala ekspressiooniga geen defineeriti kui geen, millel on keskmiselt <50
lugemi koigil indiviididel. Informatiivseks trioks/duoks lugesin pere, kellel saab maéirata
alleelset parilikkust (platsenta heterosiigoot ning vdhemalt iiks vanematest homosiigoot).
Vermitud ja bialleelsete geenide definitsioonid on antud detailsemalt metoodikas ja
tulemustes.

* — Allikad: Geneimprint koduleht (veebiaadress 3), Metsalu et al., 2014, Court et al., 2014;
** _ Kasak et al., 2015; *** — Sgber et al., 2015.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim

Potentsiaalselt vermitud geenide diinaamika uurimiseks I&bi raseduse oli kiesoleva
magistritod fookuses kolm raseduse trimestrit. Lisaks vordlesime Oigeagsete siinnituste

platsenta vermitud geenide ekspressiooni nelja tiisistusega rasedusega (Joonis 6).

Omal soovil katkestatud rasedused Stnnitusega l&ppenud rasedused
(platsenta ja ema wveri) (platsenta ja vanemate wveri)
-E I trimester Norm (111 trimester) Loote kasvuga seotud Emapoolsed
g 8 duot (E/PL) 8 triot (E/I/PL) komplikatsioonid komplikatsioonid
=
5
2 11 trimester
Z 7 duot Hiipotroofia (SGA) Preeldampsia (PE)
1 duo (E/PL)
Makrosoomia (LGA) Gestatsioonidiabeet (GD)
7 triot (E/T/PL) 8 triot (E/T/PL)
1 duo (E/PL)
Joonis 6. Valimi alagrupid. E - ema, | - isa, PL- platsenta. Kolm trimestrit on maérgitud

rohelise taustaga. Tisistustega rasedused margitud punase taustaga. Alagruppe

iseloomustatakse pohjalikult jargnevates peatiikkides.

2.2.1.1.  ljall trimester
Valimit on pohjalikult kirjeldatud Kristiina Rulli doktorit6ds (Rull, 2009). Platsenta ja ema
vereproovid koguti aastatel 2003-2006 Tartu Ulikooli Kliinikumis Kristiina Rulli poolt
naistelt, kes 14bisid a) omal soovil (kirurgilise) abordi esimesel trimestril (8 juhtumit); b)
terapeutilise meditsiiniliselt indutseeritud abordi teisel trimestril ema riskifaktorite tottu (7
juhtumit, loote anomaaliaid ei tuvastatud). SA Tartu Ulikooli Kliinikumi Uhendlaboris
puhastati mikroskoobi all I trimestri platsenta koorionihatud Piret Illisoni poolt. Ema ja loote
parameetrid on toodud tabelis 3. Vilistati suured kromosomaalsed imberkorraldused, naiteks
aneuploidiad ja kromosomaalsed anomaaliad (Uhendlabor, Tartu Ulikooli Kliinikum).
Varasemalt on antud valimit kasutatud ja detailselt Kirjeldatud Kasak et al., 2015
teadusartiklis.
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Tabel 3. Katkestatud raseduse valimi kliinilised parameetrid, keskmine + SD.

Uhik | trimester 11 trimester
Emade
parameetrid
Vanus aasta 25,5+5,88 25,7+8,65
KMI enne rasedust  kg/m2  229+3,71 21,6 +2,87
Eelnevaid rasedusi  0/1/>2  2/5/1 4/1/2
Gestatsiooniaeg nidal+ 9+ 12 19+9

paev
Loote parameetrid
Sugu N/M 5/3 4/3

2.2.1.2.  Tiisistusteta ja tiisistustega rasedused

REPROMETA (REPROgrammeeritud loote ja/voi ema METAbolismi) uuringu valim koguti
aastatel 2006-2011 Tartu Ulikooli Kliinikumi Naistekliinikus platsenta geeniekspressiooni
profiili madramiseks. Proovide kogumist koordineerisid Maris Laan, Kristiina Rull, Pille Vaas
ning Pille Teesalu. REPROMETA valim sisaldab kliinilist informatsiooni ning bioloogilist
materjali liksikrasedustest gestatsiooniajaga 37-41 niadalat. Raseda kaardist ning siinnitusloost
koguti kliiniline ja epidemioloogiline informatsioon ema haiguste, kehamddtude ning
eelnevate siinnituste kohta. Loote siinniinformatsioon sisaldas gestatsiooniaega, siinnikaalu- ja
pikkust, sugu ja platsenta kaalu. Valimist jdeti vilja juhtumid a) loote- ja
kromosoomianomaalitega; b) perekonnad, kus esines périlikke haigusi (Siisteemne
eriitematoosne luupus, reumatoidartriit, trombofiilia — V faktori geeni Leideni mutatsioon) ; c)
patsiendid, kellel esines enne rasedust diabeeti, kroonilist hiipertensiooni ja kroonilisi
neeruhaigusi, valtimaks eelsoodumusi rasedustiisistusteks. Hiljuti on antud valimit kasutatud
Sober et al., 2015 teadusartiklis.

Valimis olevad indiviidid on jaotatud alagruppideks siinnikaalu ning rasedustiisistuse
puudumise/olemasolu alusel. Kontrollgrupp koosnes tiisistusteta rasedustest, mille tulemusena
stindis normaalkaalus laps (stinnikaal 10-90 protsentiili vahel; platsenta n=8). Loote kasvuga
seotud tiisistustega gruppi kuulusid gestatsiooniaja kohta viikesed (SGA, Small for
Gestatsional Age; <10 protsentiili; platsenta n=8) ja gestatsiooniaja kohta suured
vastsindinud (LGA, Large for Gestational Age; >90 protsentiili; platsenta n=8).
Kaaluprotsentiilid SGA ja LGA defineerimiseks on arvutatud Eesti siinniregistris oleva
informatsiooni alusel (Sildver et al., 2015). Vastsiindinud olid kasvupeetusega (IUGR;

IntraUterine Growth Restriction) kui viimane ultraheli nditas hdirunud Doppleri signaali



nabanoori voi keskmises tserebraalses arteris ja/voi vastsiindinu kaal ja/vai kohuiimbermdot
oli <10 protsentiili aga peatimbermdot >10 protsentiili. SGA ja LGA alagrupi emadel ei olnud
muid rasedustiisistusi. Emapoolsete rasedusaegsete komplikatsioonide gruppi kuulusid raske
preeklampsia (PE; platsenta n=8) ja gestatsioonidiabeet (GD; platsenta n=8). Raske
preeklampsia defineeriti kui hiipertensioon (siistoolne vererohk > 160 mmHg ja/vdi diastoolne
vererdhk > 110 mmHg), lisaks vdis esineda proteinuuria (=5 g valke uriinis 24 h jooksul).
Kdigi juhtumite puhul oli tegemist hilise preeklampsiaga (hiipertensioon ja/vdi proteinuuria
diagnoositi pérast 34. gestatsiooninddalat). GD diagnoositi kui 75 g suukaudse gliikoosi
tolerantsuse testil 24-28 gestatsiooninéddalaloli vereplasmas gliikoositase iile 5,1 mmol/l ja/voi
1h ja 2h plasma gliikkoositaset vastavalt >10 mmol/l ja >8,5 mmol/l. Gestatsiooniaeg ning
mees- ja naissoost laste suhe piiliti hoida voimalikult vordsena. Kasutatud alavalimite
vastsiindinute ning vanemate kliiniliste parameetrite keskmised koos standardhdlbega on

toodud tabelis 4.
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Tabel 4. Indiviidide kliinilised parameetrid, keskmine + SD. Modifitseeritud Sdber et al.,
2015 ja Kasak et al., 2015 pohjal.

Uhik Norm SGA LGA PE GD
Emade
parameetrid
Vanus aasta 29,3+7,.85 245+351 309+506 274+739 303+5,15
KMI enne rasedust  kg/m? 23.9+3,77 20,6+2.92 248+4,61 263+500 263+7,85
Rasedusaegne kg 172+3,52 13,3+ 21,7+7,25 10,9+ 14,8 £5,76
kaaluiive 3,47* 3,36*
Eelnevaid rasedusi  0/1/> 3/4/1 7/1/0* 2/2/4 6/1/1 3/3/2

2
Gestatsiooniaeg niadal 40+ 12 39+ 10 40+ 4 38+4 39+6

+

paev
Keisriloige/ 5/3 6/2 3/5 2/6 3/5
vaginaalne siinnitus
Isade parameetrid
Vanus aasta 31,8+5,99 27,1+5,64 358+8,28 32,8+8,94 33,5+7,05
KMI kg/m2 251 +£3,83 22,7+£2,04 299+5,65 28,8+634 27.8+4734
Lapse parameetrid
Kaal g 3703 +£392 2442 + 4726 + 2794 + 4269 +

235* 208* 488* 238*
Pikkus cm 51,3+1,89 46,3+ 534+ 47,6 + 52,4+ 1,30
1,04* 1,18* 1,51*
Platsenta kaal g 571,3 + 3975 + 816,2 + 476,9 + 658,1 £
115,8 89,9* 116,0* 119,9 185,2

IUGR arv 0 5 0 4 0
Sugu N/M  3/5 5/3 4/4 4/4 5/3

SGA - small for gestational age, viike gestatsiooniaja kohta; LGA — large for gestational

age, suur gestatsiooniaja kohta; PE — preeklampsia; GD — gestatsioonidiabeet; * — p-véirtus

<0,05 vorreldes kontrollidega; IUGR- intrauterine growth retardation, iisasisene kasvupeetus.

2.2.2. Genoomse DNA eraldamine

Uuringus analiiiisitud platsenta ja vererakkudest eraldatud genoomsed DNA-d pirinevad TU

MRI Inimese Molekulaargeneetika uurimisrithma bioloogiliste materjalide kogust. DNA-d on

eraldatud verest aastal 2012, platsentast aastatel 2009-2013. Kéesoleva magistritod autor on

biopanga loomises kaasa 166nud aastatel 2012-2013.

2.2.2.1.

DNA eraldamine verest

Inimese genoomset DNA-d eraldati plasmafraktsioonita EDTA verest, mida hoiti -80°C

juures. Kiilmunud vered soojendati toatemperatuuril, seejirel pipeteeriti vastavalt vere

kogusele 25ml voi1 50ml tuubi. Liitisietapid tehti jdal. Jargnevad kogused on 1 ml vere kohta.



Verele lisati 4 ml puhvrit A (Tabel 5). Vere ja puhvri korralikuks segunemiseks loksutati
ornalt tuubi. Saadud segu tsentrifuugiti 30 min 4°C ja 1942 RCF (relative centrifugal force)
juures. Supernatant eemaldati ning vererakkude véhese liiisumise puhul Korrati eelnevat
liitisietappi. Jargmises pesuetapis lisati 2 ml puhvrit A. Sade loksutati pohjast lahti ning
tsentrifuugiti 20 min 4°C ja 1942 RCF juures. Supernatant valati dra, ndrutati ning sademele
lisati 0,9 ml puhvrit B (Tabel 5). Sade toksiti lahusesse. Tilkhaaval lisati 100 pl puhvrit C
(Tabel 5) ja segu inkubeeriti {ile66 loksutil 37°C juures. Jargmisel pdeval lisati 270 ul
kiillastatud NaCl lahust. Tuubi raputati tugevalt 15 sek ning tsentrifuugiti toatemperatuuril 30
min 3452 RCF juures. Supernatant pipeteeriti uude tuubi ning lisati topeltkoguses filtreeritud
96% etanooli. Tuubi keerati segamiseks. Klaaskonksuga eemaldati DNA tuubist ning pandi
500 ul TE lahusesse. Eraldatud DNA-d sdilitati -80°C juures. Eraldatud DNA-de
kontsentratsioonid moddeti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga. Genoomse DNA
terviklikkust kontrolliti 1% agaroosgeelil (0,5x Tris/boorhape/EDTA (TBE)).

Tabel 5. Kasutatud puhvrite koostis.

Puhver A Puhver B Puhver C

10,95 % sahharoosi 400mM NaCl 10% SDS

1mM Tris-HCI 2mM EDTA 2mg/ml Proteinaas K
5mM MgCl, 10mM Tris-HCI

1% Triton X-100

2.2.2.2. DNA eraldamine platsentast
Platsentasid hoitakse -80 °C juures ning enne DNA eraldamist tdstetakse proov -20°C juurde.

Igast platsentast murtakse tihekaupa 0,02 g suurune tiikk ning DNA eraldamine toimub
NucleoSpin® Tissue kitiga (Machery-Nagel, Genomic DNA from tissue). Seejérel lisatakse
180 pul puhver T1-e ja 28 ul proteinaas K-d. Platsentatiikk pidi olema kaetud lahusega. Parast
platsentatiiki segamist Vortexil tuleb teda inkubeerida 4h 56 °C juures ning iga tunni tagant
vorteksida. Liitisimise 16puks ei tohiks platsentatiikki néha olla. Péarast Vortexil segamist lisati
200 pl puhver B3 ning inkubeeriti 10 min 70 °C juures. Seejérel tuleb uuesti Vortexil segada
ja lisada 210 pl 100% etanooli ning uuesti segada. Jargmiseks tuleb kogu lahus panna
NucleoSpin® koekolonni ning tsentrifuugida 1 min toatemperatuuril 11 200 RCF juures.
Lébivool valati vidlja ning lisati 500 ul puhver BW-d. Tsentrifuugiti uuesti 1 minut 11 200
RCF juures ja valati 1dbivool dra. Lisati 600 ul puhver B5-te ning tsentrifuugiti 11 200 RCF
juures 1 minut. Valati ldbivool &dra ning fuugiti uuesti 3 min 11 200 RCF juures. Seejérel

asetati kolonn 1dplikusse epsi nr I ning lisati 100 ul puhver BE-d pipeteerides voimalikult
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membraani vastu. Pédrast 5 minutit toatemperatuuril inkubeerimist tsentrifuugiti 2 minutit
11 200 RCEF juures. Lébivool tdsteti eemale ning kolonn tdsteti epsi nr II. Lisati 50 pl puhver
BE-d ning inkubeeriti 5 minutit. Seejdrel tsentrifuugiti 2 minutit 11 200 RCF juures. Lisati
uuesti 50 pl puhver BE-d ning inkubeeriti 5 minutit. Pdrast 2 minutit 11 200 RCF juures
fuugimist visati kolonnid dra. Labivooludes I ja II sisalduva DNA kontsentratsioonid moddeti

NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga. Eraldatud DNA siilitati -80 °C juures.

2.2.3. Platsentast RNA eraldamine ja sekveneerimine

Pérast vaginaalset siinnitust voi keisrildiget voeti iihe tunni jooksul +4 °C juures hoitud
platsentast proov. Platsenta keskmisest regioonist voeti tdispaks 2-3 cm suurune blokk, mis
pesti 1 x PBS lahuses ema vere kontaminatsiooni eemaldamiseks ning seejirel asetati
RNAIlater lahusesse (Ambion Inc, Life Technologies). Proovi hoiti -80 °C juures RNA
eraldamiseni. Totaalne RNA eraldati 200-300 mg homogeniseeritud platsentakoest kasutades
TRIzol reagenti (Invitrogen, Life Technologies) ning puhastati RNeasy MinElute kolonnidega
(Qiagen, Holland). RNA puhtuse taset ja kontsentratsioon méirati NanoDrop® ND-1000
UV-Vis spektrofotomeetris (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ja RIN (RNA intaktsuse
number) hinnati Agilent 2100 bioanaliisaatoriga (Agilent Technologies, USA). RIN vaartused
olid vahemikus 5,9-8,9 (mediaan 6,9). Platsentast eraldati RNA Tartu Ulikooli Molekulaar- ja

Rakubioloogia Instituudis Kristiina Rull, Rait Kivi, Jaana Méannik ja Mario Reimani poolt.

Raamatukogude valmistamine, RNA sekveneerimine ja esmane bioinformaatiline to6tlus viidi
labi FIMM-is (Institute for Molecular Medicine Finland; veebiaadress 1). Raamatukogu
valmistamise etapis osalesid Siim Sdber ja Mario Reiman, {ilejddnud tehti FIMM
sekveneerimise tuumiklabori poolt. Korge kvaliteediga DNA-vabast RNA-st (5 ug) eemaldati
rRNA kasutades Ribo-Zero™ rRNA Removal Kitti (Epicentre). Raamatukogu valmistati
Nextera™ Technology (Illumina) abil. Totaalne RNA sekveneerimine tehti Illumina
HiSeq2000-ga kasutades 46 aluspaari (bp) ja 100 bp paarislugemeid. Esialgne andmeanaliiiis
ja geeniekspressioonide hindamine teostati RNA-Seq pipeline v2.4 (FIMM sekveneerimise
tuumiklabor) abil. Kvaliteedi kontroll viidi 1dbi FastQC versioon 0.10.0-ga. Pythoni
skriptidega eemaldati adaptorite, rRNA, mitokondriaalse DNA ja homopoliimeeride pikad
jarjestused. Lugemid joondati inimese referentsgenoomile (GRCh37.p7/hgl9) TopHat
versiooniga 2.0.3 (Kim et al., 2013). Joondamise edukus oli 46 bp paarislugemite puhul
keskmiselt 83,6 % (76,5%-87,3%) ning 100 bp paarislugemite puhul 57,8% (56,3%-59,3%).
Pérast filtreerimist oli 46 bp paarislugemitega lugemeid igas transkriptoomis keskmiselt 37,6
miljonit (25,2 x 10° - 50,5 x 10°) ning 100 bp paarislugemitega 57,6 miljonit (45,2 x
10°- 70,0 x 10°) lugemit. Iga proovi kohta on 17- kordne kattuvus iile eksoonse ala.
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Transkriptid kvantifitseeriti cufflinks versioon 2.0.2-ga (Trapnell et al., 2010) ja geenide
ekspressiooni HTSeg-iga (Anders et al., 2015). RNA-seq andmete geenide diferentsiaalset
ekspressiooni testiti DESeq (Anders and Huber, 2010) ja DESeqg2 (Love et al., 2014) R (R
Development Core Team, 2011) pakettidega. Statistilist analiilisi on tdpsemalt kirjeldatud
Sober et al., 2015 teadusartiklis. Kéesolevas to0s kasutatavad SNP-d on RNA-seqist
tuvastatud ainult minoorse alleeli olemasolul ning SNP-d ja kdrge kvaliteediga lugemite
arvud molemalt alleelilt méédrati SAMtools v0.1.18 (Li et al., 2009) FIMM poolt. 10 bp
kaugusel ekson-intron piirist asuvad introonsed SNP-d filtreeriti vélja, kuna suure

tdendosusega oli tegemist joonduse veaga.

2.2.4. Perede iilegenoomsete SNP-de genotiipiseerimine

Platsenta ja vanemate vere genoomne DNA genotiipiseeriti [llumina HumanOmniExpress--
12-v1/24-v1 BeadChips kiibiga (715 000 markerit, mille keskmine vahekaugus 2,1 kb) Eesti
Geenivaramu poolt (veebiaadress 2). Proovide genotiipiseerimise keskmine tuvastamismaar
oli 99,6% (mediaan 99,7%). Antud valimit on kasutatud Kasak et al., 2015 teadusartiklis.

2.2.5. Potentsiaalselt vermitud geenide valik uuringusse

Uuritavad inimese geenid valiti Geneimprint andmebaasist (n=286 ;veebilink 3), kus on vilja
toodud vermitud geenide kandidaadid ning ekspresseeritud alleeli parituolu. Vilja jaid geenid,
millel puudus Ensembl andmebaasis sissekanne (n=7). Lisaks kaasasime uuringusse hiljuti
ilmunud Court et al., 2014 (n=23 geeni) ja Metsalu et al., 2014 (n=29 geeni) artiklid, kus on
tuvastatud uusi platsentas vermitud geene. Lisas 1 on vilja toodud vermitud geenide

kandidaatide loetelu.

2.2.6. Moisted

Lugemite kisitlemisel on kasutatud jargmisi pohidefinitsioone:

FPKM on fragmente tuhande aluspaari kohta miljoni joondatud fragmendi kohta (Fragments
Per Kilobase per Million mapped fragments).

Toorlugem on RNA-seqi BAM failist saadud lugemite arv antud positsioonis.

Korge kvaliteediga lugem on SAMtools-i poolt filtreeritud kvaliteetsed digesti joondatud

lugemid.

Normaliseeritud geeniekspressiooni mediaan (NGEM) on DESeq ja DESeqg2-ga

normaliseeritud HTSeqi lugemite arvude mediaan geeni kaupa iile indiviidide.
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2.2.7. Kiesolevas magistritoos analiiiisitava andmestiku filtrid

Enne uuritavate geenide RNA lugemite vanemlikku péritolu méidramist ldbis analiilisitav
andmestik mitu kvaliteedi- ja piisavuse filtrit. See oli vajalik selleks, et kinnitada v&i iimber
lilkkata nende geenide vanemspetsiifilise avaldumise staatus usaldusvidirsete andmetele

toetudes.

Esmane filtreerimine toimus geenide avaldumise taseme jargi (Sober et al., 2015). Eemaldati
geenid, mille normaliseeritud geeniekspressiooni mediaan jii alla 51 lugemi, kuna selliste
geenide puhul on vermituse olekut raske méadrata viahese sekveneerimise siigavuse voi madala

geeniekspressiooni tottu.

Teises etapis teostati potentsiaalselt uuritavate SNP-de valik Ensembl andmebaasist.
Vermitud kandidaatgeenide 5° ja 3’ UTR-is ning eksonis asuvad SNP-d valiti Ensembl
Biomart (Ensembl versioon 83) tooriistaga. Lisaks filtreeriti vélja haruldasemad SNP-d (MAF

< 10%), et uuritavad SNP-d oleks suurema tdendosusega antud valimis olemas.

Kolmandas andmet66tluse etapis kirjutati Pythoni v3.4.1. (Python Software Foundation,

veebiaadress 4) programmeerimiskeeles jargnevad skriptid (joonis 7) :

1. Otsiti kandidaatgeenide positsiooni jargi DNA Kiibilt neis asuvate SNP-de genotiiiibid.
Seejarel vorreldi neid uuritavate Ensembli SNP-dega. Loodi iga kiibi kohta tiks kaust,
mis sisaldas iga geeni kohta tekstifaili SNP-de genotiiiipidega.

2. Eristati ema ja platsenta kodeering iiksteisest, sest alguses asusid nad erinevatel
kiipidel kuid sama koodiga. Seejérel koostati nimekiri koigist informatiivsetest SNP-
dest, mille kohta on kiibil olemas genotiiiip. Loodi suur tabel, kus on kdik indiviidid
perede kaupa korvuti ning iga indiviidi all uuritavate geenide SNP-de genotiiiibid.
Seejuures arvestati erinevate inimese referentsgenoomi versioonidega.

3. Seejdrel madrati igale SNP-le informatiivsed pered, kus platsenta oli heterosiigootne
ning vahemalt {iks vanematest homosiigootne selles positsioonis (joonis 8).

4. Kasutades eespoolt loodud informatiivsete SNP-de nimekirja, filtreeriti need SNP-d
RNA-seq andmetest.

5. RNA-seq andmestikust filtreeriti vélja iga transkripti SNP kohta kdiva olulise info
(hetero/homostigootsus, korge kvaliteediga lugemite arv). Luuakse koondtabel, kus on

iga platsenta kohta informatiivsete SNP-de transkriptide genotiitip.

Seejarel iithendati EXCELis skriptis 3 saadud informatiivsete SNP/perede tabel ja skriptist
5 saadud RNA-seq transkriptide SNP-de genotiiiibi tabel.
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SKRIPT 1

Geenide positsioon Uwritavate indiviidide
Unritavate SMNP-de asulcoht genotiiiibiandmed
(4 kiipi = 4 faili)

Filtreeritakse kiihi andmetest valja mritavad geenides asuvad SINP-d
I N
[Iga Liibi kohta eraldi kaust iga geeni kohta eraldi telcstifail

SNP-de genotifiipidega

erinevatel kitpidel), siis lisati jmwde pl margis platsentale
r |

Koostatakse nimekiri kéigist wuritavatest
SNP-dest, mille kohta oli teada genotitiip

|

Koostatakse siur tabel, kus on kéilkdde indriidide
SNP-de genotiiiibid koos geeni nimetustega

SKRIPT ? [ Kuna ema ja platsental oli sama kodeering (kuid asusid ]

peidetakse mitteinformatiivsed pered

SKRIPT 4
Indviidi kaupa filtreeritakse wilja RINA-seq

geenitranskriptide SNP-d, mille kohta
genotiitip teada DINA kithiandmestikust

Filtreerib RNA-seq andmestikust SNP | \ 4
kohta kiiva info (homo/heterosiigoot, :
lngemite arv)

SKRIPT 5
Lunakse koondtabel, kus on iga
indiviidi transkriptide SNP-de
genotiiiip

J:

Joonis 7. Selgitav skeem t60s kasutatud skriptide t66pShimotetest. Sinisel taustal on esile

toodud algandmed, rohelisel taustal andmeanaliiiisi tulemusena saadud koondtabelid.
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Joonis 8. Informatiivsed pered, kus platsenta on heterosiigootne ning véhemalt {iks

vanematest on homosiigoot. Tumepunase ja sinise vérviga on esile toodud alleelne péritolu.

Neljandas etapis eemaldati veel ebapiisava informatsiooniga geenid ja SNP-d:

2.2.8.

geenid, millel oli <3 informatiivset pere;

kisitsi SNP-d, mis asusid intronites voi kattuvates geenides;

SNP-d, mille lugemite mediaan oli <3 toorlugemi/SNP kohta iile indiviidide (vastavalt
Pinter et al., 2015 kriteeriumitele). Tarmo Puurand (TU MRI Bioinformaatika
osakonna ja Geenivaramu programmeerija) abistas lugemite arve positsiooni kohta

saada.

Andmeanaliiiis vermitud geenide oleku miaramiseks

Bioinformaatilise andmeanaliiiisi kriteeriumid antud uurimistoos:

Geeni lugesin vermituks siis, kui >80%-1 platsentadest olid informatiivsete SNP-de
positsioonid monoalleelsed ja périt tihelt vanemalt.

Geeni lugesin bialleelseks siis, kui > 40%-1 platsentadest olid informatiivsete SNP-de
positsioonid bialleelsed.

Geeni lugesin RMAE-ks siis, kui < 40% platsentadest olid bialleelsed, iilejadnud olid
monoalleelsed, aga mdlema vanema alleelid olid esindatud.

Ulejasnud geenid klassifitseeriti konfliktseteks platsentas vermitud staatuse kohta.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Ainult pooled kirjanduses raporteeritud vermitud geenidest on avaldunud

Rangete andmete kvaliteedi- ja piisavuse kriteeriumite jargi filtreerimise tulemusena

platsentas

sal

vanemlikku péritolu usaldusvaarselt kinnitada voi timber liikata 338 geenist 70-1. Allpool

toodud skeem votab kokku neli etappi (joonis 9).

ETAPP 1

ETAPP 2

ETAPP 3

ETAPP 4

r ~

Teaduslikus kirjanduses raporteeritud inimese vermitud geenid
(n=338%)

\ J

1

(_Hinnang kandidaatgeenide avaldumise tasemele platsentas ning nende geenide

transkriptides paiknevate korge alleelisagedusega SINP-de olemasolule.

Andmestik:  Platsentakoe RNAseq (n=35)

Filter: Eemaldada geenid, mille normaliseeritud avaldumistasemete
mediaan on <51 lugemi
Tulem: Viilja langes 170 geeni
- J
I
rAndmestik: Sagedased SNP-duuritavate geenide transkriptides Ensembl
andmebaasi alusel
Filter: Eemaldada SNP-d, mille minoorse alleeli sagedus on <10%
Tulem: Vélja langes 5 geeni )

Alles jii 163 geenija 1676 SNP-d
|
/I:Ennang kandidaatgeenide transkriptides paiknevate sagedaste SNP-de alleelide \

vanemliku péritoln informatiivsusele platsenta genotiiiipide analifisil.
Andmestik:  Vanemate ja platsentade iilegenoomne genotiipiseerimise info

(lumina 715K)
Filter: Eemaldada SNP-d, mille pubul vanemlikku péaritolu méaarata ei
saa (n= 1247 SNP-d) (vaata joonis 8)
\Tulem: Vilia langes 38 geeni j

Alles jii 125 geeni ja 429 SNP-d

— [

r"'-Fll.lte:r. Eemaldada Filter: Kasitsi Filter: Eemaldada _-\
geenid, millel on =3 eemaldada SNP-d SNP-d, millel on =3
informatiivset pere kathivates geenides ja lugemit/SNP kohta
Tulem: Félia langes intronites (99 SNP-d) (131 SNP-d)
4 geeni Tulem: Vilia langes Tulem: Vilja langes

. 13 geeni 38 geeni

\l/ )

Loplik kiiesolevas toids kasutatav andmestik: 70 geeni 183
informatiivse SNP-ga

Joonis 9. Andmestiku filtreerimise etapid koos kriteeriumite ja tulemustega.
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Esmalt hinnati andmete piisavust geeniekspressiooni taseme jérgi, piisavaks loeti
normaliseeritud geeniekspressiooni mediaani iile 51. Selles etapis filtreeriti vélja koige
rohkem geene, ligikaudu 50% ehk 170 geeni (joonis 10). Vilja jadnud geenidest iile poole (87
geeni) ei olnud minu andmestikus platsentas iildse ekspresseerunud. Ulejiénutel oli platsentas
viaga madal ekspressioon. Nende geenide ekspressioon ei olnud piisav platsentas vermimise
taseme méadramiseks antud uuritavas materjalis ning vaja oleks suuremat valimit ja parema

kattuvusega sekveneerimisandmeid.

Ei ole platsentas
ekspresseerunud
Liiga madal
ekspressioon

N
—
—

indiviidide
s
]

Logaritm normaliseeritud
ekspressiooni mediaanist iile

T 50 100 150 200 250 300 350 400
-1
Joonis 10. Graafikul on vilja toodud 338 geeni logaritmiline normaliseeritud ekspressiooni

mediaanide jaotus iile indiviidide. Punaselt on tdhistatud 51 lugemi piirjoon.

Filtreeringu tulemusi toetab ka Proteinatlase andmebaas (joonis 11). Enamik geene ei
ekspresseeru vdi on madala ekspressioonitasemega platsentas ning suure tdendosusega selle
tottu ei suutnud ma nende geenide transkripte antud valimis tuvastada. Vilja langes 81 mitte-
kodeerivat RNA-d ja 60 geeni, mis ei ekspresseeru platsentas. Ekspressiooni ei ole tuvastatud

5 geenil. 24 geeni ekspresseerub platsentas ning 22 neist veel mitmes koes.
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1%

® Mitte-kodeeriv RNA

m Ekspressiooni ei ole detekteeritud
= Ekspresseerub koikjal

m Ekspresseerub paljudes kudedes

m Ekspresseerub <4 koes, vilja
arvatud platsentas

= Ekspresseerub lihes spetsiifilises
koes, mis ei ole platsenta

= Ekspresseerub spetsiifiliselt
platsentas

Joonis 11. Proteinatlase andmebaasi pohjal vilja filtreeritud geenide ekspressiooni asukoht.

Teises etapis filtreeriti vilja haruldasemad SNP-d, mille minoorse alleeli sagedus oli < 10%.
Viiel geenil (COPG2, IFITM1, MCTS2P, NNAT, ERLIN2) polnud kodeerivas alas piisavalt

sagedasi SNP-sid, et selle pohjal saaks méairata vanemaspetsiifilist ekspressiooni.

Kolmandas andmet6o6tluse etapis eemaldati SNP-d, mis puudusid DNA kiibilt (n= 38 geeni,
11% SNP-dest). Suure tdendosusega puudusid need SNP-d DNA kiibilt, kuna olid LD-s mone
teise sagedase SNP-ga.

Neljandas etapis filtreeriti vilja:

e geenid, millel oli <3 informatiivset pere (n=4 geeni);
e SNP-d, mis asusid intronites voi kattuvates geenides (n=99 SNP-d; n=13 geeni);
e SNP-d, millel oli <3 toorlugemit/SNP kohta (131 SNP-d; n= 38 geeni).

Selles etapis filtreeriti vélja 16% SNP-dest. Kéesolevas magistritods kasutatav 10plik
andmestik koosnes 70 geenist ja 183 informatiivsest SNP-st, mis moodustas algandmestikust

21%. Igas etapis vilja filtreeritud geenide protsentuaalset jaotust iseloomustab joonis 12.



andmestik
Etapp 3 21%
11% :
Etapp 2 __m—
2% Etapp 1
50%

Joonis 12. Skeemil on graafiliselt kujutatud, kui suure osa geenidest iga etapp vilja filtreeris.
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2.3.2. Vermitud geenid
Kéesolevas t60s oli vermitud geenil > 80% lugemitest informatiivsete SNP positsioonides

monoalleelsed ja pirit tihelt vanemalt. Kokku tuvastasin kindlalt ja usaldusvéérselt platsentas
11 vermitud geeni 70-st (15,7%): AIM1, DLK1, H19, IGF2, MEG3, MEST, PEG10, PHLDAZ?,
PLAGL1, RTL1 ja ZFAT (tabel 6).

7 geeni 11-st on platsentaspetsiifilised, 13 SNP-d 25-st olid tdieliku vermitusega. 12 SNP
puhul esines taustaekspressiooni. Kéesolevas magistritoos tuvastatud 10 vermitud geeni
vastasid eelnevalt kirjanduses publitseeritule, vélja arvatud RTL1, mis niitas vastupidist
alleelset vanemlikku paritolu (tabel 6). RTL1 geeni SNP rs6575805 puhul ekspresseerus 7
platsental emapoolne alleel ning ainult thel isapoolne, 4-1 platsental oli bialleelne
ekspressioon. Naiide erinevate indiviidide geeniekspressioonist samas SNP positsioonis

kasutades Integrative Genomics Viewerit (joonis 13) (Robinson et al., 2011).

A B C D E
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I cl [ [ | [
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i i1 b1 | by
ici Pr i T | by |
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Joonis 13. RNA-seqi tulemus esitatud graafiliselt Integrative Genomics Vieweriga. Pildil
PHLDA2 SNP rs1056819 5-1 informatiivsel indiviidil. A) Monoalleelne referentsalleeli
ekspressioon (C nukleotiid); B) Monoalleelne alternatiivse alleeli ekspressioon (T nukleotiid);
C) Monoalleelne ekspressioon viikese taustaekspressiooniga; D) Bialleelne ekspressioon E)

Bialleelne ekspressioon alleelse kallutatusega.

11-st vermitud geenist 8-t on seostatud loote kasvuga (tabel 7). 11 vermitud geeni asusid 7-s
genoomipiirkonnas ning kahes neist on mitu geeni (tabel X). IGF2, PHLDAZ2 ja H19 asuvad
samas klastris 11. kromosoomil (joonis 13.A). IGF2 on isapoolse ekspressiooniga, PHLDA2
ja H19 emapoolse avaldumisega. Samas klastris asub palju teisi kirjanduses raporteeritud
vermitud geene, mis kahjuks jdid minu andmestikus andmeanaliiiisist vélja. Varasemalt

publitseeritud andmete pohjal on isapoolse ekspressiooniga IGF2AS, INS ja KCNQ1OTJ;
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emapoolse ekspressiooniga KCNQ1, KCNQ1DN, CDKN1C ja SLC22A18AS; TH ja NAP1L4
pole inimesel vermitud, aga hiirel on; TSPAN32 on nii hiires kui inimeses bialleelne (Lisa 3).

DLK1, RTL1 ja MEG3 asuvad 14. kromosoomil iihes klastris (Joonis 13.B). Isapoolse
ekspressiooniga on DLK1 ja emapoolse ekspressiooniga MEG8. RTL1 ekspresseeris meie
andmestikus emapoolset alleeli, kirjanduses pohjal ekspresseerib isapoolset (tabel 6 ja 7).

RTL1 korval asetsev MEG8 on emapoolse ekspressiooniga.
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Tabel 6. Kédesolevas magistritoos tuvastatud vermitud geenid platsentas RNA-seqi andmete pohjal.

Lugemite péritolu (indiviidide arv)

Proteinatlas

Geen SNP ID chr SNP Inform. NGEM Ainult Ainultisa- Bialleelsed Ekspr RNA koe grupp
posit- indiviidid  selles emapoolsed poolsed alleel
sioon pos.-S
AIM1* rs1159148 6 Ekson 20 13,5 0 (0%) 18 (90%) 2 (10%) Isa Segagrupp
rs3747787 Ekson 11 29 0 (0%) 8 (73%) 3 (27%) Isa
rs4946759 5UTR 15 10 0 (0%) 12 (80%) 3 (20%) Isa
PLAGL1" rs9373409 6 UTR 18 25 0 (0%) 17 (94%) 1 (6%) Isa Koikjal
MEST# rs10863 7 JUTR 11 46 0 (0%) 11 (100%) 0 (0%) Isa Platsenta
PEG10" rs13073 7 3UTR 16 117 0 (0%) 16 (100%) 0 (0%) Isa Neerupealised, platsenta
rs13226637 3UTR 12 136 1 (8%) 11 (92%) 0 (0%) Isa
rs3750105 Ekson 12 166,5 1 (8%) 11 (92%) 0 (0%) Isa
ZFAT? rs11538239 8 JUTR 13 55,5 0 (0%) 13 (100%) 0 (0%) Isa Neerud, platsenta
rs12541381 Ekson 18 138,5 0 (0%) 18 (100%) 0 (0%) Isa
rs3739422 Ekson 12 165,5 0 (0%) 12 (100%) 0 (0%) Isa
rs3739429 Ekson 7 108,5 0 (0%) 7 (100%) 0 (0%) Isa
H19% rs217727 11 3UTR 14 886,5 14 (100%) 0 (0%) 0 (0%) Ema A/P
IGF2* rs2585 11 3UTR 18 156,5 0 (0%) 18 (100%) 0O (0%) Isa Platsenta
rs3802971 3UTR 4 38,5 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) Isa
rs7873 JUTR 5 476,5 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%) Isa
PHLDA2" rs1056819 11 3'UTR 14 4 12 (86%) 0 (0%) 2 (14%) Ema  Platsenta
DLK1* rs1802710 14 Ekson 16 56,5 0 (0%) 16 (100%) 0 (0%) Isa Neerupealised, platsenta
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Lugemite péritolu (indiviidide arv)

Proteinatlas

Geen SNP ID chr SNP Inform. NGEM Ainult Ainultisa- Bialleelse Ekspr  RNA koe grupp
posit- indiviidid selles emapoolsed poolsed d alleel
sioon pos.-s
MEG3" rs10132552 14 UTR 16 38 16 (100%) 0 (0%) 0% Ema A/P
rs10147988 5UTR 19 108,5 18 (95%) 0 (0%) 1 (5%) Ema
rs1054013 JUTR 18 12 17 (94%) 1 (6%) 0 (0%) Ema
rs11160608 JUTR 18 10 9 (50%) 9 (50%) 0 (0%) RMAE
rs3742395 3UTR 20 8,5 16 (80%) 4 (20%) 0 (0%) Ema
RTL1A rs3825569 14 Ekson 13 13 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) Ema* Neerupealised, platsenta
rs6575805 Ekson 12 8 7 (58%) 1 (8%) 4 (33%) RMAE

*_ Varasemalt raporteeritud kui isapoolne ekspressiooni, A/P — Andmed puuduvad, * — Geneimprint andmebaasi jirgi vermitud geenid, NGEM-

normaliseeritud geeniekspressiooni mediaan, chr- kromosoom, ekspr- ekspresseerunu

AIM1 geenil on kaks transkripti ning varasemalt on leitud, et vermitud on ainult pikem transkript ning liilhem on bialleelne (Das et al., 2013).

Kaéesolevas t60s kasutatud SNP-d kuulusid pikemasse transkripti. Vermitud geenide iildiseloomustus on toodud tabelis 7.
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Tabel 7. Vermitud geenide iseloomustus varasemalt publitseeritud teadusartiklite pohjal.

Geen Positsioon Ingliskeelne  Funktsioon Seos rasedus- Viide Ekspr. Ekspr.
nimetus patoloogiatega alleel alleel
hiires
AlM1 6021 absent in raku morfoloogia A/P Vainio et al., 2012 Isa Bialleelne
melanoma 1
PLAGL1 60g24-g25 PLAG1like  rakutsiikli TNDM1 Spengler et al., 1997; Mackay ja Isa Isa
zinc finger 1 reguleerimine, IUGR Temple, 2010; Iglesias-Platas et al.,
tuumorsupressor 2014; Huang et al., 2001
MEST 7932 mesoderm platsenta ja GD Mayer et al., 2000; El Hajj et al., 2013; Isa Isa
specific detsiidua IUGR McMinn et al., 2006
transcript angiogenees
PEG10 7921 paternally antiapoptootiline  IUGR Lux et al., 2010; Diplas et al., 2009; Isa Isa
expressed 10  faktor preeklampsia Liang et al., 2014; Doria et al., 2010
spontaanabort,
loote surm
ZFAT 8024.22 zinc finger transkriptsiooni preeklampsia Koyanagi et al., 2008; Barbaux et al., Isa Bialleelne
and AT-hook  regulaator angiogenees, 2012; Yoshida et al., 2010; Fujimoto et
domain apoptoos al., 2009
containing
H19 11p15.5 imprinted glutatiooni BWS Zheng et al., 2016; Li et al., 2014a; Ema Ema
maternally regulatsioon vdhi  PE Jiang et al., 2016; Weksberg et al.,
expressed korral, SGA 2010; Yu et al., 2009; Koukoura et al.,
transcript kartsinogenees, 2011; Gao et al., 2012

trofoblasti
proliferatsiooni
regulatsioon
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Geen Positsioon Inglis-keelne Funktsioon Seos rasedus- Viide Ekspr. Ekspr.
nimetus patoloogiatega alleel alleel
hiires
IGF2 11p15.5 insulin like platsenta ja loote  IUGR Constancia et al., 2002; McMinnetal., Isa Isa
growth factor kasvufaktor spontaanabort, 2006; Doria et al., 2010; Weksberg et
2 loote surm al., 2010; Azzi et al., 2014
BWS
SRS
PHLDA2 11p15.5 pleckstrin trofoblasti preeklampsia Jin et al., 2015; McMinn et al., 2006; Ema Ema
homology proliferatsiooni IUGR Doéria et al., 2010; De Crescenzo et al.,
like domain  regulatsioon spontaanabort, 2013
family A loote surm
member 2 BWS
DLK1 14932 delta-like 1 adipogeneesi GD Sul, 2009; Falix et al., 2012; Li et al., Isa Isa
homolog inhibiitor, Notch  SGA 2014b; Diaz et al., 2013
(Drosophila)  signaaliraja
regulaator
MEG3 14932 maternally tuumorsupressor, IUGR Zhang et al., 2003; McMinn et al., Ema Ema
expressed 3  apoptoosi PE 2006; Zhang et al., 2015; Zhou et al.,
reguleerimine, 2007
p53 aktiveerimine
RTL1 14932 retrotranspos  loote kapillaaride  loote surm”, Sekita et al., 2008; Riordan et al., 2013  Isa Isa
on-like 1 alalhoidmine”, neonataalne
kartsinogenees”  letaalsus”

ER- endoplasmaatiline retiikulum; A/P- andmed puuduvad; IUGR- iisasisene kasvupeetus; TNDM1- mooduv neonataalne tiitip 1 diabeet; SGA-

gestatsiooniaja kohta viike laps; BWS - Beckwith-Wiedemanni siindroom; PWS- Prader-Willi siindroom ; PE- preeklampsia;

mudelil; GD- gestatsioonidiabeet

#_ naidatud ainult hiire
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Joonis 13. Vermitud geenide klastrid. A) 11. Kromosoomil paiknevad H19 ja IGF2 asukoht iiksteise suhtes. IGF2 korval on néha INS, TH ja IGF2-

AS, mis filtreerimise kdigus vilja langesid. B) 14. Kromosoomil DLK1, MEG3 ja RTL1 paiknemine. Paremal dires paistab samas klastris ka MEGS,

mis kahjuks filtreerimisel vilja langes. Rohelise noolega margitud transkriptsiooni suund. Varviliselt margitud vanemaspetsiifiline ekspressioon meie

andmetes.
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2.3.2.1. Korvalekalded vermimisest
Nelja vermitud geeni puhul on erandite seas iiks indiviid II trimestri raseduste seast.
Korvalekallete seas on lisaks iiks gestatsioonidiabeediga platsenta kolmel korral ning kaks

makrosoomiaga platsentat kahel juhul (tabel 8).

Tabel 8. Indiviidid vastupidise vermitusega

Geen Rsnumber Erandid
Arv Esindatud alagrupid
AIM1 rs1159148 2 GD, MNA
rs3747787 3 PE , PE, GD
rs4946759 3 NN, SGA , SGA
PLAGL1 rs9373409 1 LGA
PEG10  rs13226637 1 MNA*
rs3750105 1 MNA?!
PHLDA2 rs1056819 2 GD?, MNA!
MEG3  rs10147988 1 PE
rs1054013 1 LGA3
rs11160608 9 SGA, LGA®, LGA* LGA, GD?, MNA, MNA,
MNA? OSA
rs3742395 4 SGA, LGA? LGA, GD?

Y213/ 4 - sarnaselt on tihistatud sama indiviid

Huvitavaks leiuks oli makrosoomia grupi platsenta, millel PLAGL1 ekspresseerus bialleelselt,
mis kirjanduse pohjal pdhjustab TNDM1 haigust. Kuid emal ei tuvastatud raseduse jooksul
gestatsioonidiabeeti ning lapsel ei esinenud neonataalselt diabeeti ning seda ei ole tekkinud
lapse 2 aasta vanuseni. Kéesolevas magistritods oli emapoolse paritoluga korge kvaliteediga

alleele 2 ja isapoolseid 7, mis viitab alleelsele kallutatusele bialleelse ekspressiooni puhul.

2.3.3. Geenid, mis ei ole platsentas vermitud

2.3.3.1. Bialleelse ekspressiooniga geenid

Kéesolevas magistritoos oli bialleelsel geenil > 40%-I platsentadest informatiivsete SNP-de
positsioonid bialleelsed. Sellele kriteeriumile vastas 41 geeni 70-st (59%) (Lisa 2).
Bialleelsete geenide grupi normaliseeritud geeniekspressiooni mediaan oli 18 lugemit SNP
kohta. 21 (51%) bialleelset geeni ekspresseerus koigis kudedes, platsentas ekspresseerus 3
geeni (joonis 14). Varasemalt on ndidatud, et SLC22A3 on I trimestri spetsiifiline vermitud
geen (Monk et al., 2006). Kahjuks ei olnud minu valimi | trimestris informatiivseid indiviide

ning ma ei saanud seda Kinnitada.
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m Kdikjal

m Segagrupp

u Platsenta

= Munandid

= Nahk

= Suurajukoor, platsenta

= S60gitoru, nahk

= Suurajukoor

Joonis 14. Kiesolevas magistritoos tuvastatud bialleelsete geenide ekspressiooni asukoht

Proteinatlase andmebaasi jargi.

2.3.3.2. RMAE
Geen loeti RMAE-ks, kui tal oli < 40% platsentadest olid bialleelsed, iilejadnud olid

monoalleelsed, aga mdlema vanema alleelid olid esindatud. RMAE geene oli 3 70-st (4%),
RMAE vai bialleelse ekspressiooni vahepealseid geene oli 14 70-st (20%). PAPPA2 jai
grupeerimata, kuna tulemused olid konfliktsed (Lisa 2). RMAE ja bialleelne/ RMAE gruppi
kuuluvatel geenidel oli iildiselt madalam ekspressioon ning NGEM SNP positsioonis jii
enamusel geenidest alla 10 lugemi (mediaan 4). RHOBTB3 ja PAPPA2, millel oli korge
ekspressioon, on esindatud molemad alleelid tugeva kallutatusega. RMAE geenid ei

ekspresseerunud spetsiifiliselt platsentas, 10 geeni (59%) ekspresserus koikjal (joonis 15).
m Koikjal

m Segagrupp

m Eesnaére

® Neerud, maks, pankreas

m Skeletilihased

Joonis 15. Kdesolevas magistritoos tuvastatud RMAE geenide ekspressiooni asukoht

Proteinatlase andmebaasi jirgi.
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2.4. Arutelu

2.4.1. Kiesoleva magistritoo kattuvus kirjanduses raporteeritud andmetega

Kiesolevas magistritods lugesin geeni vermituks siis, kui > 80%-l platsentadest olid
informatiivsete SNP-de positsioonid monoalleelselt ekspresseeritud ja k&igil indiviididel oli
avaldunud alleeli paritolu samalt vanemalt. Kahjuks ei eksisteeri teaduskirjanduses iihest
definitsiooni transkriptoomi andmete pdhjal geenide vermituse staatuse madramise kohta ning
loetud teadusartiklites oli kasutatud erinevat definitsiooni ja filtreerimise kriteeriume.

Kéesolevas t00s sain anda hinnangu ainult platsenta vermitusele, mitte loote iisasisese

perioodi vOi neonataalse vermituse kohta.

24.1.1. Andmete vordlus Geneimprint andmebaasiga

Antud t606s kinnitati 11 vermitud geeni platsentas, sealhulgas 10 vermitud geeni puhul langes
avaldunud alleeli vanemlik péritolu kokku kirjanduses avaldatud andmetega. Erandina
tuvastasime meie andmetes geeni RTL1, mille puhul tuvastasime {ihe analiiiisitud SNP
positisiooni kohta emapoolse alleeli ekspressiooni, kuigi kirjanduses on andmed isapoolse
alleeli avaldumise kohta. RTL1 geeni teise SNP alleelse ekspressiooni analiiiisimisel saadud
andmed néitasid pigem RMAE stsenaariumit. RTL1 vermimise staatust ja avaldunud alleelide

vanemlikku péritolu on plaanis uurida edasi lookuspdhise 1&henemisega.

Lisaks langes kokku Geneimprint andmebaasi andmetega AMPD3, ASCL2 ja DHCR7Y

bialleelse ekspressiooni tuvastamine.

Minu uurimistoéd andmed 25 geeni kohta ei vastanud andmebaasis olevale vermituse
staatusele ning 245 geeni jdid pohiliselt olematu vdi madala ekspressiooni tottu analiiiisist
vélja. Vihene kattuvus vaib olla pohjustatud organispetsiifilisest vermitusest, kuna platsentas

ei ekspresseerugi koik kirjanduses raporteeritud vermitud geenid (joonis 11).

Kuna hiire mudelil on vermitust palju uuritud, on hiire vermitud geenid hésti teada. Inimese ja
hiire geenide vermitus on sarnase mustriga (Wilkins et al., 2016), kuid Geneimprint
andmebaasis jargi on 204 inimese ja hiire ortoloogist ainult 49 molemal vermitud ja sama

vanema spetsiifilise alleelse ekspressiooniga (Joonis 16; Lisa 3).
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Vermitud erinev alleel

Vermitud inimeses,
hiires mitte

Vermitud hiires,
inimeses mitte

Vermitud sama alleel

Joonis 16. Geneimprint andmebaasi pdhjal inimese vermitud geenide tilekate hiire

ortoloogidega.

2.4.1.2. Andmete vordlus hiljuti avaldatud teaduskirjandusega

Metsalu et al. teadustoos oli vermitud geeni definitsioon erinev, vaadati alleelspetsiifilise
ekspressiooni  osakaalu geeni kohta heterosligootsetest SNP-dest. Tuvastati RNA
sekveneerimise meetodil neli vermitud geeni platsentas: AIM1,PEG10, RHOBTB3 ja ZFAT-
AS1 (Metsalu et al., 2014). Kédesolevas magistritdds kinnitasin platsentas AIM1 ja PEG10
vermitust. ZFAT-AS1 langes kahjuks filtreerimise kiigus vélja ning RHOBTB3-I
ekspresseeruvad siiski modlemad alleelid ning esineb bialleelset ekspressiooni. Oma t6ds ei
kinnitanud ma Metsalu et al. potentsiaalseid uusi vermitud geene (LGALS8, LGALS14,
PAPPA2 ja SPTLC3) ega teisi vermitud kandidaatgeene alleelspetsiifilise ekspressiooni
kallutatusega.

Hiljuti avaldatud Court et al. teadustoés maérati vermitud geenid platsentas DNA
metiilatsiooni analiiisiga. Kahjuks ei kinnitanud ma oma magistritods Court et al. uusi
potentsiaalselt vermitud geene, kiill aga kinnitusid varasemalt teadaolevad vermitud geenid
(AIM1, PLAGL1, MEST, PEG10, ZFAT, H19 ja IGF2).(Court et al., 2014)
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2.4.2. RNA sekveneerimise tugevad ja norgad kiiljed

RNA sekveneerimine on suure statistilise voimsusega meetod vermituse tuvastamiseks, kuid
ka sellel meetodil on omad puudused. Siistemaatiline viga vodib tekkida praimerite
seondumisel, fragmentatsioonil, PCR-i amplifikatsiooniprotsessil, raamatukogude tegemisel,

sekveneerimisel ja joondamisel (DeVeale et al., 2012).

Kéesoleva magistritod iiheks piiranguks oli sekveneerimise siigavus, eriti madala
ekspressiooniga geenide puhul, et otsustada vermitust positsiooni kohta. Liiga véheste

lugemite korral on juhuslikkusel suur roll ndhtavas jaotuses.

RNA sekveneerimisandmeid kasutades on voimalik eristada RMAE-d ning tdelist vermimist,
samas vajab see informatiivsete positsioonide olemasolu. Madala sagedusega SNP-de puhul
on vaja suuremat valimit, et leida piisavalt selliseid indiviide. Kdesolevas t60s ei vaadatud
transkriptoomi {ihe raku tasemel, seega ei saa eristada RMAE-d bialleelsest ekspressioonist.
Monoalleelne ekspressioon RMAE geenide puhul voib olla tingitud madalast

ekspressioonitasemest, kus teise alleeli lugemid on jaédnud detekteerimata.

Samuti ei saa informatsiooni geenide metiileerituse kohta, mida loetakse oluliseks

komponendiks geenide vermituse maaramisel.

Tulevikus on plaanis valideerida RTL1 vermitust, kuna meie valimis on tal vastupidine
tulemus kirjanduses publitseeritule, ning MEG3, kuna iiks SNP on juhusliku monoalleelse

ekspressiooniga (RMAE) ning ei {ihti teiste sama geeni SNP-de vermitusega.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas magistritods anti  kirjanduse alusel {ilevaade geenide monoalleelsest
ekspressioonist, diinaamilise ja fikseeritud RMAE erinevustest, vermituse hiiretest ning

inimese vermitud geenide seosest rasedustiisistustega.

Antud t00 eesmaérgiks oli middrata platsentas avaldunud ja kirjanduses raporteeritud
potentsiaalselt vermitud geenide transkriptide vanemaspetsiifiline péaritolu ja tuvastada
vermitud geenide ekspressiooniolekut 1dbi raseduse kolme trimestri ning rasedustiisistuste

puhul.

Magistritod ldahtematerjalideks oli kaks {iilegenoomset analiiisi, mis kombineerides

moodustasid tervikandmestiku ema-isa-platsenta triod/duo kohta:

1. 55 inimese platsenta koeproovide transkriptoomid (RNA-seq)
2. Ulegenoomsed genotiiiibid koos uuritavate perede (isa ja ema) veredest eraldatud

DNA variantide andmetega.

Rangete andmete kvaliteedi- ja piisavuse kriteeriumite jargi filtreerimise tulemusena sai
vanemlikku péritolu usaldusvéirselt kinnitada voi timber liikkata 338 geenist 70-1, kuna ainult

pooled ainult pooled kirjanduses raporteeritud vermitud geenidest on avaldunud platsentas.

Kasutades rangeid kriteeriume ja mitut filtreerimise etappi, tuvastasin platsentas 11 vermitud
geeni: AIM1, DLK1, H19, IGF2, MEG3, MEST, PEG10, PHLDA2, PLAGL1, RTL1 ja ZFAT.
Kéesolevas magistritods tuvastatud 10 vermitud geeni vastasid eelnevalt kirjanduses

publitseeritule, vélja arvatud RTL1, mis nditas vastupidist alleelset vanemlikku paritolu

Kéesolevas t60s tuvastasin 41 bialleelset geeni, 3 RMAE geeni ning RMAE vai bialleelse
ekspressiooni vahepealseid geene oli 14 70-st. PAPPA2 jii grupeerimata, kuna tulemused olid
konfliktsed.

Tulevikus on plaanis valideerida RTL1 vermitust, kuna meie valimis on tal vastupidine
tulemus kirjanduses publitseeritule, ning MEG3, kuna iiks SNP on juhusliku monoalleelse

ekspressiooniga (RMAE) ning ei {ihti teiste sama geeni SNP-de vermitusega.
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Monoallelic parent-of-origin gene expression in human placenta

Diana NOmmemees

SUMMARY

Diploid organisms inherit one gene copy from each parent and genes can be expressed from
both alleles (biallelic expression) or only one allele (monoallelic expression). Imprinted genes
are exclusively expressed from either the paternally or maternally derived allele and the other

allele is silenced via epigenetic mechanisms.

A number of imprinted genes express in placenta, where they regulate placental and fetal

growth. Disrupted imprinting can lead to pregnancy complications.
The aims of this study were:

1. To determine imprinted gene transcript allele specific expression in placenta based on
previously published articles and Geneimprint database
2. To identify imprinted gene expression in three pregnancy trimesters and in pregnancy

complications

In this study we identified 11 imprinted genes: AIM1, DLK1, H19, IGF2, MEG3, MEST,
PEG10, PHLDAZ2, PLAGL1, RTL1 ja ZFAT. 10 genes validated previously reported parent
specific allelic expression, but contrary to previously described paternal expression RTL1
exhibited maternal expression in our study. We also detected 41 genes with biallelic
expression and 3 with random monoallelic expression. 14 genes showed characteristics

similar to random monoallelic expression and biallelic expression.

In future we plan to validate maternal allele specific expression of RTL1 and MEG3 because
one of MEG3 SNP-s showed controversial results.
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LISAD

Lisa 1.

Tabel 9. Kéesolevas magistritoos uuritud potentsiaalselt vermitud geenide loetelu.

Platsentas potentsiaalselt vermitud geenide nimekiri

Geneimprint andebaasi potensiaalselt vermitud geenide nimekiri* Allikad**
ABCC9 GFI1 NDN SNORD115-3  TH AGBL3
ABCG8 GLI3 NKAIN3 SNORD115-30  TIGD1 CXORF56
ACD GLIS3 NKX6-2 SNORD115-31 TMEM255B | DCAF10
ADAMTS16  GNAS NLRP2 SNORD115-32 TMEM52 DOCK1
AIM1 GNAS-AS1 NNAT SNORD115-33 TMEM®60 ERLIN2
ALDH1L1 GPR1 NPAP1 SNORD115-35 TMEMS88 FAM196A
AMPD3 GPT NTM SNORD115-37 TP73 FAM20A
ANO1 GRB10 OBSCN SNORD115-38 TRPM5 GPR1-AS
APBA1 H19 OR11L1 SNORD115-39  TSHZ3 HTR5A
ASB4 HES1 OSBPL5 SNORD115-4  TSIX IGF1R
ASCL2 HIST3H2BB  OTX1 SNORD115-40  TSPAN32 MCCC1
ATP10A HM13 PAOX SNORD115-41 TSSC4 MIR4508
B4AGALNT4 HOXA11 PEG10 SNORD115-44 TTC40 MIR512-1
BLCAP HOXA2 PEG3 SNORD115-45 UBE3A N4BP2L1
BMP8B HOXA3 PEX10 SNORD115-47 USB1 NHP2L1
BTNL2 HOXA4 PHLDA2 SNORD115-48  USP29 PDE4D
C100rf91 HOXA5 PHPT1 SNORD115-5  UVSSA PPIEL
C90rf116 HOXB2 PKP3 SNORD115-6  VAX2 RGMA
C90rf85 HOXB3 PLAGL1 SNORD115-8  VENTX ZNF331
CALCR HOXC4 PON1 SNORD115-9  WRAP73 ZNF396
CCDCB85A HOXC9 PON2 SNORD116-1 ~ WT1 TRAPPC9
CD81 HSPA6 PON3 SNORD116-10  XIST WDR27
CDH18 HTR2A PPAP2C SNORD116-11 AKAP7 WRB
CDK4 HYMAI PPP1R9A SNORD116-12 ANLN AKAP7
CDKN1C IFITM1 PRDM16 SNORD116-13 AOC1 ANLN
CELF4 IGF2 PRIM2 SNORD116-15 BCLAF1 AOC1
CHMP2A IGF2AS PTPN14 SNORD116-16 CASC5 BCLAF1
CHSTS IGF2R PURG SNORD116-18 CEP170 CASC5
COL9A3 IMPACT PYY2 SNORD116-19 CEP63 CEP170
COMMD1 INPPSF RAB1B SNORD116-2  CHD1 CEP63
COPG2 INS RASGRF1 SNORD116-20 CLASP1 CHD1
CPA4 ISM1 RB1 SNORD116-23 DLG5 CLASP1
CSF2 KBTBD3 RBP5 SNORD116-24 ELMO2 DLG5
CTNNA3 KCNK9 RNU5D-1 SNORD116-25 GRHL1 ELMO2
CYP1B1 KCNQ1 RPL22 SNORD116-26 HEG1 GRHL1
DCN KCNQ1DN RTL1 SNORD116-29 HLA-DRB1 |HEG1
DDC KCNQ10T1 SALL1 SNORD116-3  IFI30 HLA-DRB1
DGCR6 KLF14 SDHD SNORD116-5  KIAA1191  [IFI30
DGCR6L L3MBTL1 SFMBT?2 SNORD116-8  KIAA1551 |KIAA1191
DHCR? LDB1 SGCE SNORD116-4  KIAA1919 |KIAA1551

56



DIO3
DIRAS3
DLGAP2
DLK1
DLX5
DNMT1
DVL1
E2F7
EGFL7
EVX1
FAM50B
FASTK
FBRSL1
FERMT?2
FGFRL1
FOXF1
FOXG1
FUCA1
GAB1
GABRAS5S
GABRB3
GABRG3
GAREM
GATA3
GATM
GDAP1L1

LILRB4
LIN28B
LMX1B
LRRTM1
LY6D
MAGEL?2
MAGI2
MCTS2P
MEG3
MEG8
MEST
MESTIT1
MIMT1
MIR184
MIR296
MIR298
MIR371A
MKRN3
MPC1
MRAP2
MRGBP
MZF1
MYEOV2
NAAGO
NAP1L4
NAP1L5

SGK2

SIM2
SLC22A18
SLC22A18AS
SLC22A2
SLC22A3
SLC26A10
SLC38A4
SLC4A2
SNORD107
SNORD108
SNORD109A
SNORD109B
SNORD115-1
SNORD115-10
SNORD115-11
SNORD115-14
SNORD115-15
SNORD115-16
SNORD115-17
SNORD115-2
SNORD115-22
SNORD115-24
SNORD115-25
SNORD115-27
SNORD115-28

SNORD116-28
SNORD116-22
SNORD115-7
SNORD115-26
SNORD115-13
SNORD64
SNRPN
SNURF

SOX8
SPATA31D1
SPONZ2
ZC3H12C
ZDBF2

ZFAT
ZFAT-AS1
ZFP36L2

ZIC1

ZIM2

ZIM3

ZNF215
ZNF225
ZNF229
ZNF264
ZNF597
TCEB3C
TFPI2

LGALS14
LGALS8
OR51B5
OVCH2
PAPPA2
PTGFRN
RHOBTB3
SEC16A
SPTLC3
SYNE2
TLR3

KIAA1919
LGALS14
LGALS8
OR51B5
OVCH2
PAPPA2
PTGFRN
RHOBTB3
SEC16A
SPTLC3
SYNE2
TLR3

* Mustaga mérgitud geenid on voetud Geneimprint kodulehelt (veebiaadress 3).

** Rohelises kirjas on mérgitud geenid, mis on vdetud Court et al., 2014 teadusartiklist.

Tumesinises kirjas on mérgitud geenid Metsalu et al., 2014 artiklist.
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Lisa 2.

Tabel 10. Kdesolevas magistritoos tuvastatud mittevermitud geenid platsentas RNA-seqi andmete pShjal.

Lugemite péritolu (indiviidide arv) Ekspr Kirjanduses  Proteinatlas
kohta raporteeritud
ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0S.
AMPD3" rs16907852 Ekson 6 IZ,OO 1 (17%) 2 (33%) 3 (50%) Bi Bi Kaikjal
rs3741041  Ekson 23 5,00 9 (39%) 3 (13%) 11 (48%)
ANO1* rs10898112 Ekson 7 9,00 2 (29%) 1 (14%) 4 (57%) Bi Ema Segagrupp
rs2276066  Ekson 13 8,00 3 (23%) 4 (31%) 6 (46%)
AOC1° rs10156191 Ekson 15 178,50 2 (13%) 2 (13%) 11(73%) Bi RMAE Platsenta
rs1049748  Ekson 18 83,00 7 (39%) 3 (17%) 8 (44%)
rs10893 Ekson 13 91,50 1 (8%) 2 (15%) 10 (77%)
AsCL2* rs7126721 5'UTR 5 7,00 3 (60%) 0 (0%) 2 (40%) Bi Bi Segagrupp
CASC5° rs8040502  Ekson 13 3,00 1 (8%) 7 (54%) 5 (38%) Bi Isa# Munandid
CLASP1¢ rs2304560  Ekson 6 12,00 1(17%) 0 (0%) 5 (83%) Bi Isa# Kaikjal
DHCR7# rs4316537  Ekson 5 4,00 1 (20%) 0 (0%) 4 (80%) Bi Bi Kaikjal
DLG5® rs1058198  Ekson 19 123,00 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%) Bi RMAE# Koikjal
rs1058202 3'UTR 25 97,00 1 (4%) 0 (0%) 24 (96%)
rs1058203 3'UTR 19 92,00 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%)
rs2165046 3'UTR 21 93,00 2 (10%) 0 (0%) 19 (90%)
rs2165047 3'UTR 19 41,00 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%)
DNMT1# rs2228611  Ekson 16 16,50 0 (0%) 4 (25%) 12 (75%)  Bi Isa Kaikjal
DOCK1°? rs1060561  Ekson 14 22,50 1 (7%) 0 (0%) 13 (93%) Bi Isa Segagrupp
rs2229597  Ekson 11 59,50 0 (0%) 0 (0%) 11 (100%)
rs2296635  Ekson 16 9,00 3 (19%) 1 (6%) 12 (75%)
rs3740543 3'UTR 27 5,00 6 (22%) 4 (15%) 17 (63%)
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Lugemite péritolu (indiviidide arv)

Ekspr

Kirjanduses

Proteinatlas

kohta raporteeritud
ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0.
EGFL7" rs2297538  Ekson 9 ?36,50 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%) Bi Isa Kaikjal
FERMT2® 52357947  Ekson 6 29,00 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%) Bi Isa Segagrupp
rs7143400 3'UTR 7 17,00 1 (14%) 0 (0%) 6 (86%)
GAREM”* rs3786308  Ekson 11 9,50 4 (36%) 1 (9%) 6 (55%) Bi Isa Segagrupp
GATA3" rs1058240 3'UTR 8 7,50 2 (25%) 0 (0%) 6 (75%) Bi Isa Nahk
rs10905277 UTR 19 11,00 1 (5%) 0 (0%) 18 (95%)
GNAS* rs7121 Ekson 21 85,00 0 (0%) 0 (0%) 21 (100%) Bi Isovorm Kaikjal
soltuv
GRB10” rs1800504  Ekson 15 14,00 4 (27%) 1 (7%) 10 (67%) Bi Isovorm Koikjal
soltuv
rs4947710  Ekson 11 5,50 4 (36%) 1 (9%) 6 (55%)
GRHL1° rs1465638 3'UTR 13 24,50 0 (0%) 2 (15%) 11 (85%) Bi RMAE# S6ogitoru, nahk
rs16867251 Ekson 14 95,00 0 (0%) 0 (0%) 14 (100%)
rs16867256 Ekson 14 74,00 0 (0%) 0 (0%) 14 (100%)
rs2303920  Ekson 16 56,00 0 (0%) 1 (6%) 15 (94%)
rs934303 3UTR 13 22,50 1 (8%) 2 (15%) 10 (77%)
HEG1® rs10804567 Ekson 16 13,00 1 (6%) 2 (13%) 13 (81%) Bi RMAE# Kaikjal
rs16836316 3'UTR 12 13,00 1 (8%) 2 (17%) 9 (75%)
rs1909586 3'UTR 20 14,00 4 (20%) 2 (10%) 14 (70%)
rs2860440  Ekson 19 20,50 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%)
rs2981546  Ekson 19 18,00 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%)
rs3184121 3'UTR 16 11,50 5 (31%) 5 (31%) 6 (38%)
rs4404487  Ekson 16 14,00 1 (6%) 0 (0%) 15 (94%)
rs6438869  Ekson 18 10,00 0 (0%) 2 (11%) 16 (89%)
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Lugemite péritolu (indiviidide arv)

Ekspr

Kirjanduses

Proteinatlas

kohta raporteeritud
ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0.
HEG1® rs6438874  Ekson 19 23,00 1 (5%) 1 (5%) 17 (89%)  Bi RMAE# Kaikjal
rs6790837  Ekson 19 7,00 5 (26%) 5 (26%) 9 (47%)
IGF1R® rs2684788 3'UTR 23 7,00 3 (13%) 2 (9%) 18 (78%)  Bi Isa Kaikjal
rs3743249  3'UTR 11 12,00 2 (18%) 2 (18%) 7 (64%)
rs3743262  Ekson 5 17,00 1 (20%) 0 (0%) 4 (80%)
IGF2R" rs1803989  Ekson 6 22,50 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)  Bi Bi Koikjal
rs1805075  Ekson 7 23,00 0 (0%) 0 (0%) 7 (100%)
rs998075 Ekson 17 35,50 0 (0%) 0 (0%) 17 (100%)
KIAA1551° 510771894 Ekson 20 10,50 6 (30%) 2 (10%) 12 (60%)  Bi RMAE# Kaikjal
rs16919122 Ekson 11 16,00 0 (0%) 0 (0%) 11 (100%)
rs2388982  Ekson 17 23,00 0 (0%) 0 (0%) 17 (100%)
rs3759300  Ekson 7 25,00 0 (0%) 0 (0%) 7 (100%)
rs3759302  Ekson 11 15,00 1 (9%) 1 (9%) 9 (82%)
KIAA1919° rs240987 3UTR 9 18,00 0 (0%) 0 (0%) 9(100%)  Bi RMAE# Segagrupp
rs240988 3UTR 13 17,00 0 (0%) 0 (0%) 13 (100%)
LGALS14°  rs4830 Ekson 15 56,00 0 (0%) 3 (20%) 12 (80%)  Bi Isa Platsenta
LGALS8®  rs1041934  Ekson 15 49,50 2 (13%) 0 (0%) 13 (87%)  Bi Ema Kaikjal
rs1041939 3'UTR 1 33,50 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
rs15701 Ekson 15 38,00 1 (7%) 0 (0%) 14 (93%)
rs2273863  Ekson 1 33,00 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
rs2472126  Ekson 15 35,50 1 (7%) 1 (7%) 13 (87%)
rs2758997 3'UTR 14 36,00 0 (0%) 0 (0%) 14 (100%)
MKRN3" rs2239669  Ekson 14 8,00 3 (21%) 5 (36%) 6 (43%) Bi Isa Suurajukoor, platsenta
NLRP2* rs10412915 Ekson 14 23,50 6 (43%) 0 (0%) 8 (57%) Bi Ema Segagrupp
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Lugemite péritolu (indiviidide arv) Ekspr Kirjanduses  Proteinatlas

kohta raporteeritud
ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0.
PKP3" rs1134578  Ekson 21 ?7,00 0 (0%) 1 (5%) 20 (95%) Bi Ema S66gitoru, nahk
rs11748 Ekson 22 18,50 0 (0%) 0 (0%) 22 (100%)
PTGFRN®  rs10801923 3'UTR 19 12,00 4 (21%) 5 (26%) 10 (53%) Bi RMAE# Segagrupp
rs10923191 3'UTR 19 6,00 3 (16%) 3 (16%) 13 (68%)
rs1127655 3'UTR 19 12,00 7 (37%) 4 (21%) 8 (42%)
rs13951 3UTR 20 7,00 5 (25%) 2 (10%) 13 (65%)
rs3829881 3'UTR 19 9,50 0 (0%) 2 (11%) 17 (89%)
PTPN14% rs1135352 Ekson 11 16,50 1 (9%) 0 (0%) 10 (91%) Bi Ema Segagrupp
rs1472441 3'UTR 15 18,00 0 (0%) 0 (0%) 15 (100%)
rs2291831 3'UTR 10 10,00 1 (10%) 1 (10%) 8 (80%)
rs7543972  3'UTR 5 10,00 1 (20%) 0 (0%) 4 (80%)
SEC16A° rs10781497 Ekson 9 18,00 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%) Bi RMAE# Koikjal
rs1127162 3'UTR 9 8,00 3 (33%) 1(11%) 5 (56%)
rs3812589 3'UTR 9 7,00 4 (44%) 1 (11%) 4 (44%)
rs3812595  Ekson 15 10,00 6 (40%) 1 (7%) 8 (53%)
SLC22A3" 51810126 3'UTR 10 6,50 1 (10%) 2 (20%) 7 (70%) Bi Ema® Segagrupp
rs2076828 3'UTR 12 3,00 5 (42%) 2 (17%) 5 (42%)
rs2292334  Ekson 10 6,00 3 (30%) 1 (10%) 6 (60%)
sLc4A2? rs2303937  Ekson 17 48,00 0 (0%) 0 (0%) 17 (100%) Bi Ema Kaikjal
SPTLC3® rs243887 Ekson 20 256,50 1 (5%) 2 (10%) 17 (85%) Bi Isa Segagrupp
rs243888 Ekson 21 245,50 0 (0%) 0 (0%) 21 (100%)
rs3761896 5'UTR 17 145,00 1 (6%) 1 (6%) 15 (88%)
rs4510290 3'UTR 20 80,50 0 (0%) 0 (0%) 20 (100%)
rs6078938  Ekson 6 122,00 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)
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Lugemite piritolu (indiviidide arv) Ekspr Kirjanduses  Proteinatlas

kohta raporteeritud
ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0.
SYNE2® rs1890908  Ekson 4 24,00 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%) Bi RMAE# Koikjal
rs3829767  Ekson 11 62,00 0 (0%) 0 (0%) 11 (100%)
rs4027402  Ekson 9 57,50 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%)
rs4027404  Ekson 9 44,50 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%)
rs4027405  Ekson 6 50,50 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)
rs4902264  Ekson 9 65,50 0 (0%) 0 (0%) 9 (100%)
rs8010699  Ekson 11 75,50 0 (0%) 0 (0%) 11 (100%)
rs9944035  Ekson 5 90,50 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%)
TLR3® rs3775291  Ekson 18 14,00 1 (6%) 2 (11%) 15 (83%) Bi RMAE# Segagrupp
rs3775296 UTR 15 11,50 0 (0%) 1 (7%) 14 (93%)
TRAPPC9®  rs3735801  Ekson 21 43,00 0 (0%) 0 (0%) 21 (100%) Bi Isa Kaikjal
rs3735803  Ekson 19 41,50 0 (0%) 0 (0%) 19 (100%)
WDR27° rs1137523 5'UTR 14 6,00 4 (29%) 4(29%) 6 (43%) Bi Isa Koikjal
rs4236176  Ekson 14 6,00 4 (29%) 2 (14%) 8 (57%)
ZNF264" rs917340 Ekson 12 12,50 1 (8%) 0 (0%) 11 (92%) Bi Teadmata Kaikjal
ZNF331° rs8109631  Ekson 14 18,50 1 (7%) 3 (21%) 10 (71%) Bi Isa Koikjal
rs8110538 3'UTR 14 6,50 2 (14%) 6 (43%) 6 (43%)
CCDC85A" 15960489 5UTR 9 8,00 4 (44%) 1 (11%) 4 (44%) Bi Isa Suurajukoor
INPP5FA rs3188055  Ekson 11 6,00 1 (9%) 2 (18%) 8 (73%) Bi Isa Kaikjal
ZDBF2* rs10932150 Ekson 18 19,00 1 (6%) 13 (72%) 4 (22%) RMAE/Bi Isa Koikjal
rs1448902 3'UTR 14 3,00 3 (21%) 7 (50%) 4 (29%)
rs3732084  Ekson 14 11,00 1 (7%) 7 (50%) 6 (43%)
rs7582864  Ekson 16 13,00 2 (13%) 6 (38%) 8 (50%)
PPPIR9A™  rs12536183 Ekson 10 5,00 7 (70%) 1 (10%) 2 (20%) RMAE/Bi Ema Segagrupp
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ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0.
DCAF10° rs10115457 3'UTR 13 2,00 4 (31%) 6 (46%) 3 (23%) RMAE/Bi Isa Koikjal
GATMA rs12437887 5'UTR 18 12,00 11 (61%) 4 (22%) 3 (17%) RMAE/Bi Teadmata Neerud, maks,
ankreas.
L3MBTL1"* rs2071969 5UTR 6 3,00 3 (50%) 2 (33%) 1(17%) RMAE/Bi Isa gegagrupp
CEP63° rs1874883 5UTR 18 3,00 6 (33%) 12 (67%) 0 (0%) RMAE/Bi RMAE# Koikjal
rs9821505 3'UTR 11 3,00 6 (55%) 5 (45%) 0 (0%)
rs9827878  Ekson 13 3,50 3 (23%) 7 (54%) 3 (23%)
KIAA1191¢  rs409744 3UTR 19 3,00 9 (47%) 8 (42%) 2 (11%) RMAE/Bi  Ema# Koikjal
NAAG0" rs13740 3UTR 13 4,00 8 (62%) 0 (0%) 5 (38%) RMAE/Bi Ema Koikjal
rs2074524  3'UTR 4 5,50 0 (0%) 1 (25%) 3 (75%)
rs2285815 3'UTR 14 5,00 6 (43%) 3 (21%) 5 (36%)
RHOBTB3® 534896 Ekson 18 342,00 7 (39%) 8 (44%) 3 (17%) RMAE/Bi Isa Kaikjal
mMccc1® rs2270968  Ekson 16 5,00 2 (13%) 10 (63%) 4 (25%) RMAE/Bi Isa Koikjal
PDE4D® rs10071088 3'UTR 12 3,00 5 (42%) 5(42%) 2 (17%) RMAE/Bi Isa Koikjal
rs702531 3'UTR 13 3,00 3 (23%) 8 (62%) 2 (15%)
TMEM60”  rs7953 Ekson 16 3,00 9 (56%) 3 (19%) 4 (25%) RMAE/Bi Isa Kaikjal
OBSCN* rs12035900 Ekson 14 4,00 5 (36%) 4 (29%) 5 (36%) RMAE/Bi Isa Skeletilihased.
SPON2” rs2242278  Intron/ 19 4,00 11 (58%) 8 (42%) 0 (0%) RMAE Isa Eesnédre.
platsenta
spetsiifiline
transkript
CHMP2A* 15873104 5'UTR 19 6,00 10 (53%) 9 (47%) 0 (0%) RMAE Ema Kaikjal
FAM20A®  rs2286562  Ekson 15 3,00 5 (33%) 10 (67%) 0 (0%) RMAE Isa Segagrupp
rs2302234  Ekson 17 4,00 5 (29%) 11 (65%) 1 (6%)
rs2907373  Ekson 9 4,00 2 (22%) 4 (44%) 3 (33%)
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kohta raporteeritud
ekspr alleel
Geen SNP ID SNP Inform. NGEM  Ainult Ainult Bialleelsed RNA koe grupp
positsioon  Ind. selles emapoolsed isapoolsed
0.

GLI3* rs2051935 3'UTR 17 g,OO 9 (53%) 6 (35%) 2 (12%) RMAE/Bi Ema Segagrupp

rs3735361 3'UTR 21 4,00 10 (48%) 6 (29%) 5 (24%)

rs846266 Ekson 15 4,00 4 (27%) 6 (40%) 5 (33%)
PAPPA2° rs1044299 3'UTR 11 260,00 6 (55%) 2 (18%) 3 (27%) Konfliktne Ema Platsenta

rs4492574  3'UTR 10 708,50 1 (10%) 0 (0%) 9 (90%)

A -Geneimprinti andmebaasist; B - Court et al., 2014; C- Metsalu et al., 2014; %_ I trimestri spetsiifiline vermitus; #- vermituse kandidaatgeen, millel
on alleelse kallutatusega ekspressioon
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Lisa 3.
Tabel 11. Geneimprint andmebaasi pdhjal inimese ja hiire vermitud ortoloogide tilekate.

1. Vermitud sama alleel

GPR1, ZDBF2, NAP1L5, PLAGL1, HYMAI, DDC, PEG10, SGCE, CALCR, PPP1R9A,
TFPI12, MEST, KLF14, KCNK9, PEG13, INPP5F, KCNQ1OT1, IGF2AS, PHLDA2, H19,
KCNQ1, IGF2, SLC22A18, INS, CDKN1C, ANO1, HTR2A, MEG3, DLK1, RTL1, MEGS,
MAGEL2, MKRN3, UBE3A, ATP10A, PWCR1, SNRPN, NDN, SNURF, PEG3, PSIMCT-1,
BLCAP, NNAT, MCTS2, GNAS, MIR298, MIR296, SLC22A2, SLC22A3

2. Vermitud erinev alleel

GRB10, MAGI2, COPG2, ZIM2

B. Vermitud kas hiires voi inimeses

1. Vermitud hiires, inimeses mitte

Commdl, Gabl, Igf2r, Asb4, Pon3, Pon2, Sfmbt2, Ampd3, Napll4, Th, Tssc4, Ascl2, Cd81,
Dhcr7, Slc38a4, Dcn, Dio3, Znfl27as, Gatm, Rasgrfl, Mirl84, Impact, Znf264, Usp29, Zim3,
Hm13, Tsix, Xist

2. Vermitud inimeses, hiires mitte

GFI1, FUCAL, BMP8B, DVL1, TP73, WRAP73, RPL22, PRDM16, PEX10, TMEM52,
PTPN14, OBSCN, OR11L1, LRRTM1, OTX1, VAX2, CCDCB85A, CYP1B1, ABCGS,
ZFP36L2, MYEOV2, ALDHI1L1, ZIC1, HES1, FGFRL1, UVSSA, SPON2, ADAMTSI16,
CDH18, CSF2, BTNL2, FAM50B, MRAP2, AIM1, TMEMG60, LIN28B, EVX1, HOXA4,
HOXA2, HOXA11, HOXA3, MPC1, GLI3, HOXA5, PON1, DLX5, CPA4, FASTK, SLC4A2,
PURG, DLGAP2, NKAIN3, LY6D, GPT, ZFAT, GLIS3, APBA1, C9orf85, SPATA31D1,
LMX1B, C9orf116, EGFL7, PHPT1, GATA3, CTNNA3, LDB1, NKX6-2, CFAP46, PAOX,
WT1, PKP3, OSBPL5, BAGALNT4, TRPM5, IFITM1, RAB1B, ZC3H12C, KBTBD3, SDHD,
ABCC9, SLC26A10, HOXC4, HOXC9, CDK4, E2F7, FBRSL1, RB1, FAM70B, FOXGI1,
FERMT2, SNORD116@, SNORD115@, GABRA5, GABRB3, GABRG3, SNORD64, NAA6O,
ZNF597, SOX8, SALL1, USB1, ACD, FOXF1, TMEM88, HOXB2, HOXB3, CELF4, GAREM,
PLPP2, DNMT1, CHMP2A, TSHZ3, CHST8, MZF1, NLRP2, ISM1, GDAP1L1, SGK2,
COL9A3, L3MBTL, MRGBP, SIM2

@- geeniklaster, sinine - inimesel isapoolne, punane - inimesel emapoolne, must — sdltub
isovormist
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