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Platsenta metüloomi profiil ja dünaamika raseduse esimeses pooles 

Magistriprojekti  kaigus uuriti  metulatsiooni  normaalselt  kulgenud raseduse 1.  ja  2. 

trimestri platsentakoes ning spontaanabordiga lõppenud raseduse platsentakoes. Metulatsiooni 

maaramiseks  kasutati  RRBS  tehnoloogiat.  1.  ja  2.  trimestri  proovide  võrdlus  naitas,  et 

metulatsiooni muutustest mõjutatud geenide hulgas oli palju neid, mille funktsioon on seotud 

uldiste  organismi  arenguliste  protsesside,  sh.  olid  paljud  geenid  seotud  narvisusteemi 

arenguga.  Spontaanabordi  proovide  metuloomide  analuusi  eesmargiks  oli  kontrollida,  kas 

raseduse  katkemise  võisid  põhjustada  uleuldised,  kogu  genoomi  puudutavad  haired 

metulatsioonis. Algne hupotees ei leidnud kinnitust – uldine metulatsiooniprofiil oli sarnane 

1. trimestri proovidega.

Marksõnad: platsenta metuloom, metulatsioon, RRBS, korduv spontaanabort
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The profile and dynamics of placental methylome during the first half of pregnancy 

The aim of the master's project was to analyze methylation in the 1st and 2nd trimester 

placental  samples from pregnancies  without  complications  and from pregnancies  that had 

ended with spontaneous abortion.  RRBS technology was used for measuring methylation. 

Comparison between the 1st and 2nd trimester samples showed that among the genes affected 

by methylation changes were many whose function is connected to general developmental 

processes, a subset of the genes was connected to nervous system development. The aim of 

the analysis of the samples from recurrent miscarriage patients was to investigate whether 

pregnancy loss could have been caused by general perturbations in methylation affecting the 

whole genome. The initial hypothesis was not confirmed – the methylation profile was highly 

similar to the 1st trimester samples.
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Kasutatud lühendid

APS – antifosfolipiidsundroom (ingl. k. antiphospholipid syndrome)

DMR – differentsiaalselt metuleeritud piirkond (ingl. k. differentially methylated region)

GLUT – glukoosi transporter (ingl. k. glucose transporter)

hCG – inimese kooriongonadotropiin (ingl. k. human chorionic gonadotropin)

hESC – inimese embruonaalne tuvirakk (ingl. k. human embryonic stem cell)

hPL – inimese platsenta laktogeen (ingl. k. human placental lactogen)

ICR – imprintingu kontrollregioon (ingl. k. imprinting control region)

LH – luteiniseeriv hormoon

LINE – pikk insertsiooniline hajuskorduselement (ingl. k. long interspersed nuclear element)

lncRNA – pikk mittekodeeriv RNA (ingl. k. long non-coding RNA)

meC – 5-metuultsutosiin 

PBS – fosfaadiga puhverdatud soolalahus (ingl. k. phosphate-buffered saline)

PCC – Pearsoni korrelatsiooni koefitsent

PGH – platsenta kasvuhormoon (ingl. k. placental growth hormone)

PMD – osaliselt metuleeritud ala (ingl. k. partially methylated domain)

PGC – primordiaalsed idurakud (ingl. k. primordial germ cells)

RM – korduv spontaanabort (ingl. k. recurrent miscarriage)

RRBS – vahendatud esindatusega bilsufitsekveneerimine (ingl. k. reduced representation 

bilsulfite sequencing)

TFBS – transkriptsioonifaktori seondumiskoht (ingl. k. transcription factor binding site)

TSS – transkriptsiooni alguspositsioon (ingl. k. transcription start site)

WGBS – ulegenoomne bilsufitsekveneerimine (ingl. k. whole-genome bilsulfite sequencing)
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Sissejuhatus

Platsenta on ajutine rasedusaegne organ, mis toetab loote arengut ja ema organismi 

kohanemist  rasedusega.  Platsenta  talitluse  hairetega  seostatakse  mitmeid  rasedusaegseid 

komplikatsioone ning seetõttu on platsenta arengu ja funktsiooni mõistmine suure tahtsusega. 

Valdav enamus teadmistest inimese platsenta kohta parinevad töödest, kus on uuritud lõpuni 

valja  arenenud  platsentat  raseduse  3.  trimestril.  Põhjuseks  on  asjaolu,  et  uuritav  materjal 

parineb  siis  sunnitusega  lõppenud  rasedustest  ning  need  proovid  on  teadlastele 

kattesaadavamad.  Oluline  on  aga  mõista  platsenta  arengut  ka  raseduse  esimese  pooles. 

Kaesolevas töös uuritakse metulatsiooni 1. ja 2. trimestri platsentakoe proovides. Lisaks on 

uuritavaks  materjaliks  platsentakoe  proovid  patsientidelt,  kellel  on  rasedus  korduvalt 

lõppenud iseenesesliku katkemisega. Korduv spontaanabort puudutab 1-3% last soovivatest 

paaridest (Berry et al., 1995; Branch et al., 2010) ning ligi 50%-l juhtudest ei osata probleemi 

esinemise  põhjuseid  selgitada  (Rull  et  al.,  2012).  Kaesolevas  töös  kusitakse,  kas 

iseeneseslikku aborti võisid neil juhtudel põhjustada haired platsenta genoomi metulatsioonis.

Magistritöö autori  ulesandeks oli antud uuringus labi viia andmeanaluus, uuritavate 

platsentakoe proovide kogumine ning kõik laboratoorne töö DNA metulatsiooni maaramiseks 

oli eelnevalt teostatud.

Magistritöö  jatkub  kirjanduse  ulevaatega,  kus  kirjeldatakse  esmalt  platsenta 

anatoomiat  ning  organi  funktsiooni  ning  antakse  ulevaade  senistest  teadmistest  korduva 

spontaanabordi  esinemise  põhjuste  kohta.  Samuti  kasitletakse  sissejuhatavalt  DNA 

metulatsiooni temaatikat ning tutvustatakse seniseid uuringuid metulatsiooni kohta platsentas. 

Jargmises  peatukis  kirjeldatakse  uuritavat  materjali,  metulatsiooni  maaramiseks  kasutatud 

metodoloogiat  ning  andmeanaluusi.  Viimasena on esitatud  uurimisprojekti  tulemused ning 

nende analuus.
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1. Kirjanduse ülevaade

1.1 Platsenta

Platsenta on ajutine rasedusaegne organ, mis vahendab ema ja loote vahelist kontakti – 

ema ja  loote  vereringed ei  ole  otseses  uhenduses,  vaid ainevahetus toimub labi platsenta. 

Platsenta peamisteks ulesanneteks on: hapniku, vee ja toitainete vahendamine lootele ning 

jaakainete eemaldamine; kaitstud usasisese keskkonna tagamine, mh. kaitse patogeenide ja 

ksenobiootikumide  eest,  aga  ka  ema immuunsusteemi eest;  hormoonide ja  teiste  uhendite 

sekreteerimine, mis mõjutavad nii ema organismi kohanemist rasedusega kui ka loote arengut.

1.1.1 Platsenta struktuur

Inimese  platsenta  on  hemokoriaalne  platsenta,  mis  tahendab,  et  organ  on  vahetus 

kontaktis ema verega.  Skemaatiline esitus platsenta struktuuri  kohta on toodud joonisel 1. 

Platsenta lootepoolset pinda kutsutakse koriaalplaadiks ning emapoolset pinda basaalplaadiks. 

Koriaalplaadi  pinnal  asuvad  platsenta  veresooni  sisaldavad  koorionihatud.  Hattude  vahel 

intervilloosses  ruumis  voolab  ema  veri  ning  hattudes  sisalduvad  rakukihid  on  seega 

eraldajateks ema ja loote vere vahel.  Koondnimetus vereringeid eraldavatele rakukihtidele 

uhiselt on platsentamembraan. Koorionihattudes paiknevad veresooned on nabanööri kaudu 
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Joonis 1. Platsenta struktuur. Kujutatud on skemaatiline esitus platsenta struktuuri 
kohta, B-osas on detailsemalt naidatud platsenta hattudes sisalduvad rakutuubid. EVT 
– ekstravilloosne tsutotrofoblast; CTB – tsutotrofoblast; SYN – sunsuutsiotrofoblast. 
Kasutatud joonis parineb allikast (Zeldovich et al., 2011).



omakorda uhenduses loote veresoonkonnaga.

Kogu  hattude  pind  on  kaetud  multituumse  sunsuutsiumiga,  kus  rakuvaheseinad 

puuduvad.  Seda  kihti  nimetatakse  sunsuutsiotrofoblastiks.  Sunsuutsiotrofoblast  laieneb  ja 

uueneb selle all paiknevate jagunemisvõimelisete tsutotrofoblasti rakkude arvelt, mis esmalt 

differentseeruvad  ja  siis  uhinevad  sunsuutsiumiga.  Tsutotrofoblasti  rakkude  teine 

differentseerumissuund  on  muutumine  ekstravilloosse  trofoblasti  rakkudeks.  Need  rakud 

migreeruvad  hattudest  valja  endomeetriumisse,  kas  interstitsiaalselt  või  sisenedes  emaka 

spiraalarteritesse,  ning  tanu  nende  ja  emapoolsete  rakkude  suhtlusele  saab  võimalikuks 

platsenta invasioon. Ekstravilloosetel trofoblastidel on muuhulgas oluline roll spiraalarterite 

remodelleerimisel, mis on vajalik platsentale piisava vere juurdevoolu tagamiseks. Siinjuures 

on oluline markida, et arteritesse sisenenud rakud esialgu blokeerivad sealt vere juurdepaasu. 

Blokeerimine  kaob ja  seos  loote  ja  ema vereringete  vahel  luuakse  10.-12.  rasedusnadalal 

(Gude et al., 2004). Seega raseduse varajases faasis areneb embruo hupoksia tingimustes ning 

toitumine  on  histiotroofiline  –  selliselt  nimetatakse  fagotsutoosi  teel  endomeetriumist 

parinevate  uhendite,  peamiselt  emakanaarme sekretsioonide  omastamist.  Trofoblasti  rakud 

parinevad trofektodermi liinist.

Hattude sisemus koosneb veresoontest ja sidekoest ning see on trofoblasti rakkudest 

eraldatud basaalmembraaniga. Olulisim rakutuup hattude stroomas on mesenhuumirakk, kuna 

see on eellaseks kõikidele ulejaanutele strooma rakkudele: nii endoteeli kui vererakkudele, 

makrofaagidele, muofibroblastidele, silelihasrakkudele ja fibroblastidele. Hattude mesenhuum 

parineb ekstraembruonaalsest mesodermist.

Hattude  morfoloogia  kirjeldamisel  jaotatakse  need  sõltuvalt  labimõõdust,  strooma 

rakulisest  koosseisust  ja  veresoonte  ehitusest  viide  kategooriasse  ning  eri  tuupi  hattude 

osakaal on platsenta eri arenguetappidel erinev (Huppertz,  2008).  Ka trofoblasti  rakkudest 

koosneva  epiteeli  struktuur  muutub  raseduse  jooksul.  Esimesel  trimestril  on  epiteel 

kahekihiline, hiljem jark-jargult laieneb ala, kus tsutotrofoblastide kiht puudub. 3. trimestri 

lõpuks  on  ~85%  kogu  epiteelist  uhekihiline  (Huppertz,  2008).  Samas  muutus  tuleneb 

sunsuutsiotrofoblasti  mahu  suurenemisest,  sunsuutsio-  ja  tsutotrofoblasti  rakkude 

rakutuumade suhe jaab kogu raseduse jooksul samaks (Robison ja Price, 2015).
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1.1.2 Platsenta funktsioon

Platsenta  kaudu  leiab  aset  gaasivahetus,  samuti  vee  ja  toitainete  liikumine  emalt 

lootele  ning  jaakainete  eemaldamine.  Hapnik  ja  CO2 liiguvad  labi  platsentamembraani 

diffusiooni teel.  Teiste molekulide vahendamiseks sisaldab sunsuutsiotrofoblasti  membraan 

mitmesuguseid transportervalke, mille ekspressioon on osaliselt ka endokriinse kontrolli all. 

Põhiliseks  susivesikute,  aga  ka  energia  allikaks,  on  lootele  glukoos,  mis  labib 

platsentamembraani  GLUT-perekonda  (ingl.  k.  glucose  trasnsporters,  eesti  k.  glukoosi 

trasnporterid)  kuuluvate  transportervalkude  kaudu  transporter-vahendatud  diffusiooni  teel. 

Teada on, et hattude eri rakutuupide GLUT valkude sisaldus raseduse jooksul muutub, millel 

arvatakse olevat ka funktsionaalne tahendus.  Aminohapete kontsentratsioon on loote veres 

kõrgem,  mistõttu  toimub  nende  molekulide  liikumine  aktiivse  transpordi  abil.  Eri 

transportervalke on palju ning need kuuluvad ka mitmetesse eri valguperekondadesse. Labi 

platsenta  liiguvad  ka  rasvad,  kas  diffusiooniga  või  transporterite  kaasabil.  Platsenta 

emapoolses osas toodetakse lipoproteiinlipaas valke, mis vabastavad ema veres ringlevatest 

lipoproteiinidest vabu rasvhappeid. Vee labimiseks arvatakse eksisteerivat samuti spetsiaalsed 

valkudest moodustuvad kanalid ning tegemist on passiivse transpordiga. Labi valgukanalite 

on vahendatud on ka ioonide ja vitamiinide transport. Teatud molekulid liiguvad labi platsenta 

endo-  või  eksotsutoosi  teel  –  naiteks  emapoolsed  immunoglobuliin  G  antikehad. 

Kokkuvõtteks,  need  vahesed  toodud  faktid  naitavad,  et  platsenta  omab  keerukaid 

transpordimehhanisme. Samas tuleb meeles pidada, et platsenta roll ei piirdu kindlasti ainult 

transpordiga.  Selle  vaite  kinnituseks on kasvõi  see,  et  platsentasse jõudvast  hapnikust  ligi 

40% tarbib platsenta ise (Carter, 2000).

Platsenta  teiseks  oluliseks  funktsiooniks  on  raseduse  hormonaalne  regulatsioon. 

Platsenta toodab progesterooni ja östrogeene, olles alatest ligikaudu 9. rasedusnadalast nende 

hormoonide  peamiseks  allikaks.  Progesteroon  inhibeerib  emaka  kokkutõmbeid  ning 

luteiniseeriva hormooni (LH) sekretsiooni ajuripatsist. Östrogeenid kutsuvad esile muutuseid 

ema reproduktiivorganites – rinnanaarmetes, emakas, emakakaelas ja tupes. Platsenta poolt 

sunteesitav inimese kooriongonadotropiin (hCG) on raseduse algusjargus vajalik kollaskeha 

alalhoiuks ning samuti stimuleerib see hormoon tsutotrofoblasti rakkude differentseerumist ja 

uhinemist  sunsuutsiumiga.  Inimese  platsenta  laktogeen  (hPL)  mõjutab  ema  organismi 

metabolismi nii, et raseduse esimeses pooles energiavarud rasvkoesse talletatuna suurenevad, 

et  siis  hiljem need kasvava loote jaoks kasutusse võtta.  hPL mõjub koos progesterooniga 

söögisu tõstvalt, sealjuures arvatakse see olevat seotud resistentsuse tekkega leptiini suhtes. 

Leptiin  on  rasvkoe  poolt  sunteesitav  uhend,  mis  hupotalamuse  kaudu  peaks  söögiisu 
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vahendama. hPL stimuleerib ka pankrease beeta rakkude proliferatsiooni, mille jarel tõuseb 

vere  insuliini  tase  ning  see  kiirendab  samuti  rasvkoe  teket.  Salvestatud  energiavarud 

kasutatakse  ara  raseduse  hilisemas  faasis.  Siis  tekib  teiste  muutuste  kõrval  emal  ka 

insuliiniresistentsus, mistõttu saab platsenta glukoosi tarbimine tõusta. Arvatakse, et selles on 

oluline roll platsenta kasvuhormoonil (PGH). Samal hormoonil on tahtsus ka ema organismis 

sunteesitava insluliiinisarnase kasvufaktori I (IGF-1) taseme regulatsioonil, mis on omakorda 

oluline emapoolse metabolismi regulaator. Lisaks mainitutele toodab platsenta veel paljusid 

teisi uhendeid: kasvufaktoreid, tsutokiine, kemokiine, eikosanoide, vasoaktiivseid autakoide, 

kortikoliberiini, gonadoliberiini, tureoliberiini jm. Mitmeid hormoone sekreteeritakse ka loote 

vereringesse, kuid siinkohal nende mõju loote arengule ei kasitleta. Huvitav fakt on siinkohal 

see, et  mitmeid platsenta võtmehormoone kodeerivad geenid on tekkinud alles inimahvide 

liini evolutsiooni kaigus (hCG, hPL, PGH jne).

Platsenta  pakub  lootele  kaitset  võimalike  ema  veres  leiduvate  ksenobiootikumide, 

bakterite ja viiruste eest. Samuti takistab see ligipaasu uhenditele, mis ema fusioloogia jaoks 

on  tavaparased,  aga  mõjuksid  lootele  kahjustavalt.  Naitena  sellistest  ainetest  on 

suguhormoonid või ka ema stressihormoonid. Kahjulikud ained võivad platsentasse jõuda kas 

diffusiooni teel, kui molekul on vaikesemõõtmeline, või transportervalgu vahendusel, juhul 

kui aine on strukturaalselt sarnane mõnele platsenta jaoks vajalikule uhendile, mille suhtes 

transporter ei ole piisavalt spetsiifiline. Kahjulike uhendite eemaldamiseks on kaks võimalust. 

Osadel  juhtudel  konverteeritakse  need  ensumaatiliselt  uuteks  uhenditeks,  millel  ei  ole 

kahjulikku mõju.  Teiseks  võimaluseks  on  nende  molekulide  tagasi  suunamine  ema verre. 

Naited transportervalkudest, mis seda valjutamist labi viivad: MDR1 valk (ingl. k. multidrug 

resistance protein), MRP perekonna valgud (ingl. k. multidrug resistance-associated protein), 

ABCP valgud (ingl. k.  placenta-specific ATP-binding cassette protein), MXR valk (ingl. k. 

mitoxantrone resistance-associated protein).

1.2 Korduv spontaanabort

Korduv spontaanabort (RM, ingl. k. recurrent miscarriage) on defineeritud kui kolme 

või  enama  jarjestikkuse  raseduse  iseeneseslik  katkemine  enne  22.  gestatsiooninadalat 

(Jauniaux et al., 2006; Kolte et al., 2015). RM esineb 1-3%-l kõigist last soovivatest paaridest 

(Berry et al., 1995; Branch et al., 2010). Üksikult esinevat raseduse katkemist ei peeta haireks 

– seda mõistetakse kui mehhanismi, mis valistab mitteeluvõimeliste embruote edasise arengu. 

Hinnanguliselt  vaid  uks  kolmandik  kõikidest  rasedustest  lõpeb  lapse  sunniga.  Enamikel 

juhtudel  hukkub  embruo  vaga  varajases  staadiumis  ning  raseduse  olemasolust  annab 

10



tunnistust  vaid  ajutine  hCG  hormooni  olemasolu  ema  veres  (Larsen  et  al.,  2013).  Neist 

rasedustest, mis on kliiniliselt kinnitatud, lõpeb raseduse katkemisega ligikaudu 10% (Branch 

et  al.,  2010).  RM-i  esinemissagedus on aga kõrgem, kui viimati  nimetatud numbri  põhjal 

teoreetiliselt  olema  peaks.  Jarelikult  ei  ole  RM puhtalt  juhuslik,  vaid  osadel  paaridel  on 

selleks eelsoodumus ning seda kasitletakse sustemaatilise kliinilise probleemina. Alljargnevalt 

on  toodud  luhike  kirjeldus  raseduse  katkemiste  põhjustest  RM-i  korral,  samuti  loetelu 

riskifaktoritest,  mida  haiguse  esinemisega  seostatakse.  Mõningad  mainitud  hairetest  on 

haiguse põhjustena veenvalt tõendust leidnud ning nende olemasolu kontrollimine on jõudnud 

diagnostikasse.  Osad kasitletavatest  teguritest  on aga hupoteetilised,  mille  osas uurimistöö 

kaib.  Praeguste  teadmiste  seisu  iseloomustamiseks  sobib  fakt,  et  vahemalt  50%  RM-i 

juhtudest  kasitletakse  iodiopaatilistena.  Neil  patsientidel  ei  esine  kasutusel  olevatest 

diagnostilistest testidest kõrvalekaldeid ning patsiendile ei osata neil juhtudel RM-i esinemise 

põhjust selgitada (Rull et al., 2012).

Ligikaudu 75% kõikidest sporaadilistest  raseduse katkemistest  on põhjustatud loote 

kromosoomianomaaliate poolt.  RM-i juhtude korral  on aga loote ebanormaalse karuotuubi 

sagedus hinnanguliselt  ainult kuni 40% (Sugiura-Ogasawara  et al.,  2012) ning sagedus on 

madalam RM  patsientide  hulgas,  kellel  on  varasemaid  raseduse  katkemisi  olnud  rohkem 

(Larsen  et al.,  2013). Loote kromosoomianomaaliad on RM-i põhjuseks eelkõige juhtudel, 

mil  uks  vanematest  on  ebanormaalse  karuotuubiga.  Kõige  levinum  on  retsiprookse  või 

Robertsoni translokatsiooni olemasolu, mis vanema fenotuupi  ei mõjuta,  kuid lapsele võib 

paranduda tasakaalustamata translokatsioon (Larsen et al., 2013).

Umbes  15%-l  RM-i  juhtudest  esineb  naisel  emaka  strukturaalseid  anomaaliad. 

Võrdluseks uldpopulatsioonis on nende anomaaliate esinemissageduseks hinnanguliselt  5% 

(Larsen et al., 2013). 

RM-i riskiteguriks peetakse ka nii kaasasundinud kui omandatud trombofiiliat. Samas 

teemakohase kirjanduse kriitilisel analuusil jaab siiski ebaselgeks, mil maaral kaasasundinud 

trombofiiliad RM-i esinemise riski tõstavad ning ka see, kas tegemist on põhjusliku seosega 

(Branch et al., 2010; McNamee et al., 2012). Kuid omandatud trombofiliiaseisundite puhul, 

isearanis antifosfolipiidsundroomi (APS) korral,  on seos RM-iga tugev. APS valjendub kas 

veresoonte  tromboosidena  või  erinevate  rasedustusistustena  ning  sellele  on  iseloomulik 

fosfolipiidide vastaste või nendega seotud plasmavalkude vastaste autoantikehade olemasolu 

veres või antikoagulandi hulga tõus veres. On leitud, et APS diagnoosi saanud naistel on ilma 

ravita  tõenaosus  jargmise  raseduse  katkemiseks  90%  (Rai  ja  Regan,  2006).  APS 

esinemissagedus RM patsientide hulgas on 15% (Rai ja Regan, 2006). Traditsiooniliselt on 
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raseduse  katkemise  põhjuseks  APS  korral  peetud  tromboosi  teket  platsenta  veresoontes. 

Samas uued lisanduvad teadmised annavad alust arvata, et APS võib RM-i põhjustada ka labi 

muude mehhanismide. Autoantikehad võivad hairida trofoblasti rakkude funktsioneerimist, nt. 

soodustada rakkude apoptoosi või takistada uhinemist sunsuutiumiks (Rai ja Regan, 2006). 

Samuti  on  pakutud,  et  APS  võib  olla  kahjulik  labi  immunoloogiliste  mehhanismide  – 

autoantikehad võivad aktiveerida komplemendisusteemi (Larsen et al., 2013). 

RM-i esinemise põhjuseid otsitakse immuunsusteemiga seotult ka laiemalt. Raseduse 

olemasolu jaoks on vajalik, et emal tekiks loote suhtes immuuntolerants ning arvatakse, et 

võimalikud  haired  seotud  protsessides  võivad  põhjustada  ka  RM-i.  Seni  siiski  veenvaid 

tõendeid  immuunsusteemihairete  ja  RM-i  seoste  kohta  palju  ei  ole.  On  leitud,  et  RM 

patsientidel  on  enam  mitmeid  autoantikehi.  Ei  ole  teada,  kas  antikehad  ise  on  kahjuliku 

mõjuga  või  need  on  lihtsalt  indikaatoriks  uldisele  immuuntolerantsi  tekkemehhanismide 

hairumisele (Larsen  et al., 2013). Samuti on leitud, et RM patsientidel on endomeetriumis 

lokaliseeruvaid NK-rakke (ingl. k. natural killer cell) tavalisest rohkem (Rai ja Regan, 2006). 

Ka on teada,  et  RM patsientidel  esineb tavalisest  enam geenivariante,  mida  on  seostatud 

immuunsusteemi dusfunktsiooniga (Larsen et al., 2013).

RM-i  riskifaktoriteks  peetakse  ka  endokriinsusteemi  haireid,  millest  on  jargnevalt 

toodud mõned naited. RM-i seostatakse luteaalfaasis esineva progesterooni defitsiiga (Branch 

et al., 2010), samuti võib haigus olla seotud prolaktiini vahesuse või liiaga (Rai ja Regan, 

2006). RM-i seostatakse kilpnaarme alatalitlusega – 28 uuringut kaasanud meta-analuusiga on 

naidatud,  et  kilpnaarme  vastaste  autoantikehade,  tapsemalt  tureoid  peroksudaasi  vastaste 

autoantikehad olemasolu  tõstab  oluliselt  nii  sporaadilise  kui  korduva spontaanabordi  riski 

(Boogaard  et al.,  2011). Ka on uuritud RM-i võimalikku seost polutsustiliste munasarjade 

sundroomiga, kuid praeguseks on domineeriv arusaam, et seos tuleneb pigem sundroomiga 

koosesinevast kõrgest kehakaalust (Larsen et al., 2013).

1.3 DNA metülatsioon

1.3.1 Inimese genoomse DNA metülatsiooni üldiseloomustus

Metulatsiooni naol on tegemist DNA modifikatsiooniga, kus tsutosiini 5. susinik on 

metuleeritud.  Inimese  genoomis  esineb  5-metuultsutosiin  (meC)  peamiselt  kontekstis,  kus 

tsutosiinile jargnev nukleotiid on guaniin ning nahtusele viitamisel kasutatakse terminit CpG 

metulatsioon. Avastus,  et  inimese  genoomis  võib  tsutosiin  omada  metuulruhma  ka  muus 

kontekstis  on  alles  hiljutine  –  seda  on leitud  embruonaalsetes  tuvirakkudes  (Lister  et  al., 

2009), ajus (Lister  et al., 2013) ning suurusjargu võrra vahemal maaral ka muudes kudedes 
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(Schultz  et al., 2015) ning seetõttu on teadmised metulatsiooni funktsiooni kohta valjaspool 

CG-dinukleotiidi vaga vahesed. Kaesolevas töös kasitletakse ainult CpG metulatsiooni.

Imetajate ja sealhulgas ka inimese genoom on 70-80% ulatuses metuleeritud (Bird, 

2002). Eristuvad CpG-tihedad piirkonnad, mida nimetatakse CpG saarteks, kus metulatsioon 

valdavalt  puudub. CpG saartest  valjaspool  on genoomis CG-dinukleotiidi  esinemissagedus 

madal, olles oluliselt madalam, kui see statistiliselt C ja G esinemissagedust eraldi arvestades 

olema  peaks.  CpG-de  vahesus  tuleneb  sellest,  et  meC  on  kõrge  mutatsioonisagedusega. 

Tsutosiinilt võib kas spontaanselt või ensumaatiliselt eemalduda aminoruhm ning allesjaavaks 

nukleotiidiks  on  meC  puhul  T,  metuulruhma  puudumisel  U.  Uratsiil  on  DNA 

reparatsiooniensuumidele  hasti  aratuntav,  C->T  mutatsioon  aga  mitte.  Seega  on  meC 

mutatsioonidele  vastuvõtlikum ja  et  genoom on enamuses  metuleeritud,  siis  see  seletabki 

CpG-de vahesust. Arvatakse, et CpG saared on sugurakkude liinis metuleerimata, nii ei ole 

neisse  aladesse  mutatsioone  kogunenud  ning  need  on  sailitanud  kõrgema  CpG-tiheduse. 

Seega globaalses vaates on inimese genoomi metulatsiooniprofiil bimodaalne – see on suures 

osas  metuleeritud,  kuid  CpG-tihedates  piirkondades  metuleerimata.  Sellele  lisanduvad 

muidugi ka CpG saartest valjaspool asuvad metuleerimata alad. 

Globaalses  vaates  on  genoomi  metulatsioon  ka  suhteliselt  stabiilne.  Metulatsiooni 

võrdlemine eri kudedes on naidanud, et  genoomi ligi 28 miljonist CpG-st on suurusjargus 

80%-l positsioonidest metulatsioon muutumatu (Schultz  et al., 2015), st. sõltumata koest on 

need positsioonid alati uhtemoodi kas metuleeritud või mitte. 

Kui  uldiseks  reegliks  on,  et  genoom on valdavalt  metuleeritud  ja  varieeruvust  eri 

kudede  võrdluses  on  suhteliselt  vahe,  siis  oluliseks  erandiks  sellest  uldistusest  on 

metulatsioonis toimuvad muutused primordiaalsetes idurakkudes (PGC) ja varajases embruos. 

Neil  arenguperioodidel  kaotab  genoom  enamuse  metulatsioonist,  misjarel  see  uuesti 

taastatakse.  See  on  justkui  osa  epigeneetilise  malu  kustutamisest  ja  ettevalmistuseks 

totipotentsuse  saavutamisel,  mh.  on  PGC rakkudes  toimuv  metulatsiooni  eemaldamine  ja 

taastamine oluline imprintingu jaoks. Imprinting on nahtus, mille korral avaldub geeni kahest 

olemasolevast geenikoopiast alati  kas ainult emalt või isalt paritud alleel (vt.  jaotis 1.4.1). 

Hiiremudeli abil on teada, et demetulatsioon leiab PGC rakkudes aset kahes laines rakkude 

migreerumisel  genitaalvalli  ja  sinna  sisenemise  jargselt  (Seisenberger  et  al.,  2012). 

Metulatsioon jark-jargult  taastatakse ning tavaparane metulatsioonitase saavutatakse  isastel 

sunnimomendiks, emastel sugukupsuse saabumisel. Teine demetulatsiooni toimumise periood 

on vahetult  parast  viljastumist ning metulatsioon taatatakse embruos implantatsiooni  ajaks 

(Smith et al., 2014).
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1.3.2 DNA metülatsiooni funktsioon

Genoomi metulatsioon on kull suhteliselt stabiilne, kuid markimisvaarne osa CpG-dest 

–  ligi  20%  –  on  eri  kudede  võrdluses  varieeruva  metulatsiooniga  ning  need  kuuluvad 

eeldatavalt  piirkondadesse,  mis  osalevad  erinevate  rakuliste  protsesside  regulatsioonis. 

Vaatamata  juba  mitme  aastakumne  pikkusele  uurimustööle  –  esmakordselt  juhiti  CpG 

metulatsiooni  olulisusele  tahelepanu aastal  1975 (Riggs,  1975;  Holliday ja  Pugh, 1975) – 

teatakse  metulatsiooni  osas  dunaamikat  omavate  piirkondade  kohta  siiski  kullaltki  vahe. 

Jõutud  on  arusaamiseni,  et  universaalseid,  uldkehtivaid  reegleid  pigem  ei  ole  ning 

metulatsiooni tahendus sõltub suuresti genoomsest kontekstist. St. metulatsiooni funktsioon 

on genoomi eri  elementide  juures erinev (Jones,  2012).  Metulatsiooni  seostatakse geenide 

regulaatoralades  repressiooniga.  Üha  enam  on  aga  tõendeid  selle  kohta,  et  DNA 

metuleerimine ei ole repressiooni algatavaks etapiks, vaid selle taga on muud epigeneetilised 

protsessid ning metulatsioonil on repressiooni sailitav ja stabiliseeriv roll (Jones, 2012).

Teada on, et metulatsiooni olemasolu on imetajatel absoluutselt vajalik normaalseks 

embruonaalseks arenguks. Seda on tõendatud hiires labiviidud knock-out eksperimentide abil, 

milles on manipuleeritud DNA metuleerimist labi viivate ensuumidega (Li et al., 1992; Okano 

et  al.,  1999).  Eraldi  on  naidatud,  et  metulatsioon  on vajalik  rakkude  differentseerumisel. 

Samuti  ei  ole  metulatsiooni  puudumisel  mitmed  somaatilised  rakud  ega  ka  vahirakud 

elujõulised.  Samas  ei  mõjuta  metulatsiooni  puudumine  embruonaalsete  tuvirakkude 

fenotuupi, kuid need ei ole siiski võimelised differentseeruma.

Metulatsioon  on  uks  vajalikest  mehhanismidest  genoomi  kordusjarjestuste 

vaigistamisel  (Smith  ja  Meissner,  2013).  Ligi  40%  imetajate  genoomist  koosneb 

transponeeruvatest elementidest, mis omavad tugevaid promootoreid ning seega potensiaali 

avaldumiseks.  Need  piirkonnad  on  konstitutiivselt  metulatsiooni  osalusel  represseeritud. 

Samuti  on  metulatsiooni  abil  vaigistatud  peritsentromeersed  satelliitjarjestused. 

Peritsentromeerse  heterokromatiini  alalhoidmine  omab  tahtsust  rakkude  jagunemisel,  et 

mitoosis oleks tagatud korrektne kromosoomide paardumine ja lahknemine.

Selgitamaks  metulatsiooni  rolli  geeniekspressiooni  regulatsioonis  on  seni  uuritud 

kõige  enam  promootoralade  metulatsiooni,  eelkõige  CpG  saari  sisaldavaid  promootoreid. 

Geenide osakaal, mille promootoralad CpG saari sisaldavad, on ligikaudu 60% kõigist. Teada 

on, et  metuleeritud promootorala  CpG saar  blokeerib  vastava geeni  transkriptsiooni.  Kuid 

selliselt  on  reguleeritud  vaga  vahesed  geenid  –  enamik  promootorala  CpG  saari  on 

metuleeritamata, ka siis, kui geen ei ekspresseeru. Metuleeritud on need piirkonnad siis, kui 

tegemist on pikaajalise repressiooniga: X-kromosoomi inaktivatsiooni ja imprintingu korral 
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ning somaatilistes rakkudes on metuleeritud ka vahesed ainult sugurakkudes ekspressiooni 

omavad geenid. Seega CpG saartes reeglina metulatsioon puudub. CpG saartega kulgnevad 

piirkonnad omavad aga metulatsiooni osas rohkem dunaamikat. Neid alasid nimetatakse CpG 

saarte kallasteks ja defineeritakse sageli kui CpG saartest 2kb ules- ja allavoolu paiknevate 

piirkondadena. CpG saarte kallastele on iseloomulik koespetsiifiline metulatsioon, kuid selle 

funktsioon  ei  ole  teada.  CpG  saared  ei  paikne  mitte  ainult  promootoralades,  vaid  ka 

geenikehades ja geenidevahelises alas, kus need on marka sagedamini metuleeritud. Jallegi ei 

ole valjaspool promootoreid paiknevate CpG saarte tahendus ja funktsioon teada. On pakutud, 

et  need alad tahistavad positsioone,  kus  siiski  mõnel  varasemal  arenguetapil  ekspressioon 

toimub (Illingworth et al., 2010). 

Tehnoloogiate kasutamise abil, millega on võimalik maarata kogu genoomi metuloom, 

on  nuudseks  aga  jõutud  teadmiseni,  et  enamik  eri  kudede  vahelistest  erinevustest 

metulatsioonis  paikneb  siiski  promootoraladest  valjaspool.  Töös,  kus  võrreldi  inimese 

embruonaalsete tuvirakkude (hESC), hESC rakkude differentseerumisel saadud rakkude ja eri 

kudedest  parinevate  proovide  metuloome  (kokku  oli  proove  24),  leiti,  et  differentsiaalse 

metulatsiooniga olid 21,8% kõikidest autosoomide CpG positsioonidest (Ziller  et al., 2013). 

Differentsiaalselt metuleeritud piirkondade (DMR) iseloomustamisel leiti, et neist vaid vaike 

alamosa paiknes promootorites või CpG saartes – töös on valja toodud, et promootoralaga, 

geeni  eksoniga  ja  CpG  saare  või  kaldaga  olid  ulekattes  vaid  12,2%  DMR  aladest. 

Metulatsiooni varieeruvust oli seevastu enam enhaanserites ja teistes regulatoorsetes alades, 

kus paiknevad transkriptsioonifaktorite seondumiskohad (TFBS). Leiti, et 26,1% DMR-idest 

olid ulekattes enhaanserelemendiga ning 50% juhtudest sisaldas DMR vahemalt uhte TFBS-i. 

Eraldi  juhiti  tahelepanu  ainult  kindlas  rakutuubis  või  koes  hupometulatsiooni  omanud 

piirkondadele – need alad olid rikastatud rakutuubi-  või koespetsiifiliste TFBS-ide suhtes. 

Seega enamik muutusi metulatsioonis leiab aset geenide transkriptsiooni alguspositsioonidest 

eemal ning markimisvaarne osa neist muutustest on seotud TFBS-idega. Üldiste põhimõtete 

kirjeldamiseni, kuidas metulatsioon nende alade aktiivust mõjutab, ei ole aga veel jõutud.

1.4 DNA metülatsioon platsentas 

1.4.1 Platsenta genoomse DNA metülatsiooni üldiseloomustus

Metulatsiooni  eriparaks platsentas on genoomi uldine madalam metulatsioonitase – 

teiste inimese kudedega võrreldes on see ~10-25% madalam (Ehrlich et al., 1982). Hiljutised 

ulegenoomsete tehnoloogiatega teostatud uuringud on naidanud, et mitte kogu genoom ei ole 

uhtlaselt madalama metulatsiooniga, vaid madalama metulatsioonitasemega piirkonnad, nn. 
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osaliselt  metuleeritud  alad  (PMD,  ingl.  k.  partially  methylated  domains)  vahelduvad 

piirkondadega,  kus  genoom on  tavaparaselt  kõrgelt  metuleeritud  (Schroeder  et  al.,  2013; 

Jensen  et  al.,  2015)  (joonis  2).  PMD  alad  võivad  ulatuda  paarisaja  tuhandest  paari  Mb 

pikkuste  lõikudeni  ning  kokku  moodustavad  need  37%  kogu  genoomist.  Madalam 

metulatsioon  esineb  pigem  genoomi  geenivaesemates  piirkondades  või  siis  lõikudel,  kus 

CpG-tihedus on keskmisest madalam. PMD alade esinemise põhjus, st. see, mis protsessidega 

nahtus seotud võiks olla, ei ole teada. Teada on vaid see, et neisse aladesse jaavad geenid on 

represseeritud.

Arvatakse, et PMD alade asukohtade osas on indiviidide vaheline varieeruvus vaike – 

artiklis  (Schroeder  et  al.,  2013)  on  võrreldud  kolme  3.  trimestri  platsentakoe  proovi 

metuloome ja PMD alad on olnud vahemalt 90% ulatuses ulekattes. Samas töös on jõutud ka 

jarelduseni,  et  PMD alad  pusivad kogu raseduse jooksul  muutumatuna.  Tahelepanu  tuleb 

juhtida  siiski  sellele,  et  metulatsiooni  maaramiseks  eri  gestatsiooniajaga  platsentakoe 

proovides on nimetatud uuringus kasutatatud  Illumina  Infinium 450K tehnoloogiat.  Antud 

platvorm on aga orienteeritud CpG saartele ja promootoraladele, mis on teadaolevalt madala 

metulatsiooniga ja seega ei ole kõige sobivam PMD alade tuvastamiseks. Seetõttu peaksid 

jargnevad uuringud PMD alade asukohtade stabiilsust taiendavalt uurima.

Ainuke  teine  organ,  milles  on  samasugust  metulatsioonitaseme  vaheldumist 

kirjeldatud ja seejuures ei ole olnud tegemist haigusega kaasnenud muutustega, on pankreas 

(Schultz et al., 2015). PMD alade esinemist on lisaks leitud vahkkoes (Hon et al., 2012) ning 

loote  kopsu  fibroblastide  rakuliinis  IMR90  (Lister  et  al.,  2009).  Seniteadaoleva  põhjal 

paiknevad PMD alad genoomis ka eri rakutuupides suuresti samades piirkondades – artiklis 

(Schultz  et  al.,  2015) on võrreldud platsenta,  pankrease ja  IMR90 rakuliini  metuloome ja 
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Joonis  2.  Platsenta  genoomi madalam metülatsioonitase. Platsenta  genoomi osaliselt 
metuleeritud  alad  tulevad  nahtavale  võrdluses  kudedega,  kus  genoom  on  tavaparaselt 
kõrgelt metuleeritud. Joonis parineb allikast (Jensen et al., 2015), võrreldud on platsenta ja 
tsirkuleeriva rakuvaba DNA metulatsiooni.



leitud, et PMD alad on 40% ulatuses või enam ulekattes.

Platsenta genoomi metulatsiooniga seotult on oluline imprintingu nahtus. Imprintingu 

korral  avaldub geeni kahest  olemasolevast  geenikoopiast  ainult  uks ning konkreetse geeni 

puhul  alati  kas  emalt  või  isalt  paritud  alleel.  Monoalleelsus  tagatakse  muuhulgas 

metulatsiooni kaasabil. Imprinditud geenid mõjutavad platsenta suurust ja morfoloogiat ning 

platsenta pinna ulatus, platsentamembraani koosseis ja hattude vaskularisatsioon mõjutavad 

otseselt platsenta transpordifunktsiooni (Fowden et al., 2011). Ka on imprintingu kontrolli all 

olevate geenide hulgas neid, millest  sõltub platsenta transportervalkude hulk.  Platsenta on 

võimeline transpordifunktsiooni taites reageerima loote suurenevale toitainete vajadusele või 

muutustele  nende kattesaadavuses ema verest  ning selle paindlikkuse tagamisel  on samuti 

oma  roll  imprinditud  geenidel  (Fowden  et  al.,  2011).  Lisaks  platsentale  ekspreseeruvad 

imprinditud  geenid  ka  arenevas  lootes  ning  ka  sunnijargselt  mõjutades  kasvu.  Geenid  on 

olulised  ka  metabolismis  nii  sunnijargselt  kui  ka  taiskasvanueas,  samuti  omavad  need 

ekspresiooni ajus (Peters, 2014).    

Imprinditud geenide paiknemise kohta genoomis on hiiremudelis labi viidud uuringute 

põhjal teada, et >80% neist geenidest asuvad koondatult klastrites ning ortoloogsed geenid 

omavad inimese genoomis sarnast paigutust  (Peters, 2014). Klastrisse kuuluvad geenid on 

reguleeritud mitmekaupa uhise imprintingu kontrollregiooni poolt (ICR, ingl. k.  imprinting 

control region). ICR regiooni alleelid on metuleeritud vanemaspetsiifiselt ning samuti omavad 

eri alleelid erinevaid histoonide modifikatsioone. Mehhanismide kohta, kuidas ICR regioonist 

sõltuvalt geeniekspresiooni regulatsioon aset leiab, eksisteerib kaks mudelit (Peters, 2014). 

Neist uks selgitab olukorda, kus ICR kattub mõne lncRNA (ingl. k.  long non-coding RNA, 

eesti  k.  pikk mittekodeeriv  RNA) promootoriga.  lncRNA ekspreseerub,  kui  promootor  on 

metuleerimata, vastasel juhul mitte. ICR regiooni kontrolli all olevate geenide vaigistamine 

toimub  kas  lncRNA geeni  produkti  osalusel  või  vaigistamine  võib  vajada  ka  ainult  sealt 

lookusest  lahtuvat  trankriptsiooni.  Teiseks  võimaluseks  on,  et  ICR  regioonid  on 

insulaatorelementideks, mis metulatsiooni puudumisel seovad transkriptsiooni repressorvalke 

ja vastavate geenide ekspresioon on tanu sellele allasurutud.

1.4.2 Gestatsiooniajast sõltuvad muutused metülatsioonis 

Teadmised platsenta metulatsioonis toimuvate muutuste kohta raseduse eri etappidel 

on  seni  kullaltki  piiratud.  Uuritud  on  uksikuid  lookuseid,  kuid  kaesoleva  töö  autorile 

teadaolevalt on ainus ulegenoomset metoodikat kasutanud uuring (Novakovic  et al.,  2011). 

Lisaks on varasemalt tehtud kindlaks, et globaalne metulatsioonitase platsentas tõuseb (Fuke 
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et al.,  2004). Muutus on raseduse alguspoolel kiirem, st. erinevus 1. ja 2. trimestri vahel on 

suurem kui 2. ja 3. trimestri vahel. Viidatud töös on metulatsiooni tasemed esitatud proovi 

DNA-s  olnud  metuleeritud  tsutosiinide  ja  kõigi  tsutosiinide  suhtena  ning  sellisel  kujul 

valjendatuna on raseduse jooksul metulatsiooni tõusuks ~10%. 

Uuringus  (Novakovic  et  al.,  2011)  on  kasutatud  Infinium  HumanMethylation27 

platvormi,  millega  on  võimalik  maarata  ~26000  CpG  metulatsiooni  ning  kõik  need 

positsioonid  paiknevad  geenide  promootoralas,  kaasatud  geene  on  ~14000.  Nende 

positsioonide  keskmine  metulatsioon  1.  ja  2.  trimestri  võrdluses  statistiliselt  oluliselt  ei 

erinenud,  2.  ja  3.  trimestri  võrdluses  see tõusis.  Seega  võib kahe  artikli  tulemuste  põhjal 

jareldada, et globaalne metulatsioonitase raseduse alguses kull tõuseb ja suhteliselt kiiremini, 

kuid mitte promootoralade jaoks. Üksikute positsioonide metulatsiooni taseme võrdlus andis 

kõige  enam  erinevusi  1.  ja  3.  trimestri  proovide  vahel  –  ~1000  differentsiaalse 

metulatsiooniga  CpG-d,  1.  ja  2.  ning  2.  ja  3.  trimestri  võrdluses  oli  tulemuseks  ~150 

positsiooni  (differentsiaalse metulatsiooni  piiriks oli  vahemalt  20%-ne erinevus).  Kõikides 

võrdlustes olid ulekaalus metulatsiooni tõusuga positsioonid, osakaal ~90% ning muutused 

olid kumulatiivsed, st. ei leidunud positsioone, kus 1. ja 2. trimestri võrdluses oleks muutuse 

suund olnud vastupidine muutusega 2. ja 3. trimestri vahel. Funktsionaalne rikastusanaluus 

naitas, et geenide hulgas, mille promootoralades muutusega CpG positsioonid paiknesid, oli 

palju  immuunsusteemiga  seotud  geene.  Lisaks  hinnati  antud  töös  gruppide  siseselt 

metulatsiooni varieeruvust. Leiti, et see on enamike CpG positsioonide puhul madal – kõigis 

gruppides oli 95-98% CpG-dest  σ2 < 0,009. Samas oli huvitavaks tulemuseks see, et kõrge 

varieeruvusega CpG-de hulk suurenes 3. trimestris – 352 positsiooni puhul oli σ2 > 0,02, 1. ja 

2. trimestri proovide jaoks oli sellised positsioone vastavalt 106 ja 166.

1.4.3 Korduva spontaanabordiga kaasnevad muutused metülatsioonis

Ka metulatsiooni uurimiseks  korduva spontaanabordi  patsientide platsentas on seni 

labi  viidud  vaid  uks  ulegenoomne  uuring  (Hanna  et  al.,  2013).  Kasutati  samuti  Illumina 

Infinium HumanMethylation27 platvormi, mis võimaldab maarata ~26000 CpG positsiooni 

metulatsiooni ning valimi suuruseks oli nii kontrollgrupi kui juhtude grupi korral 10 indiviidi. 

Kontrollgruppi  kuulusid  patsiendid,  kelle  rasedus  oli  kulgenud  normaalselt,  kuid  see 

katkestati patsiendi enda soovil 1. trimestril. Gruppide võrdlemisel leiti statistiliselt oluline 

metulatsiooni erinevus vaid 11 CpG puhul. Neist 4 lookust valideeriti suurema valimi abil:  

kontrollgrupis 16 ja juhtude grupis 33 indiviidi, lisaks kaasati kolmanda grupina proovid 21-lt 

patsiendilt,  kellel  oli  esinenud  raseduse  iseeneseslik  katkemine  esmakordselt.  Neljast 
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lookusest valideerus kolm ning uks seejuures ainult lisatud grupis, kus patsientide raseduse 

katkemine  oli  esmakordne.  Geenid,  mille  promootoralas  differentsiaalse  metulatsiooniga 

CpG-d paiknevad –  CYP1A2,  DEFB1,  AXL on platsenta funktsioonis olulised ning artikli 

autorite hinnangul vaarib nende seotus spontaanabordiga edasist uurimist. 

Viidatud töös hubrisatsioonikiibil olnud CpG-de keskmine metulatsioonitase gruppide 

võrdluses  ei  erinenud.  Globaalse  metulatsioonitaseme  muutuse  hindamiseks  maarati 

metulatsioonitase  bisulfitsekveneerimise  abil  genoomi  LINE-1  elementides.  Statistiliselt 

olulist  erinevust  gruppide  vahel  ei  tuvastatud.  Varasemast  leidub  aga  töö,  kus  on  jõutud 

tulemuseni,  et  spontaanabordi  korral  on globaalne  metulatsioonitase  madalam (Yin  et  al., 

2012).  Selles  uuringus  ei  ole  aga  arvestud  platsentakoe  proovide  gestatsiooniajaga.  Nagu 

eelnevas jaotises kirjeldatud mõjutab gestatsiooniaeg metulatsiooni, seega ei ole valistatud, et 

saadud tulemus võis olla põhjustud erinevustest gestatsiooniajas.
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2. Eksperimentaalosa

2.1 Töö eesmärgid

Uurimustöö  põhieesmargiks  oli  leida  raseduse  esimeses  pooles,  1.  ja  2.  trimestri 

võrdluses platsenta metulatsioonis aset leidvad muutused ning leida metulatsioonis toimuvad 

muutused, mis esinevad korduva spontaanabordi juhtude korral. Kaesoleva magistritöö autori 

ulesandeks  oli  andmeanaluus.  Uuritavate  platsentakoe  proovide  kogumine  ning  kõik 

laboratoorne töö proovides DNA metulatsiooni maaramiseks oli eelnevalt teostatud. Töö oli 

jaotatud alametappideks, mille eesmargid olid jargnevad: 

1) maarata tapselt,  millist  osa genoomist ja kui tihedalt  metulatsiooni maaramiseks 

kasutatud RRBS tehnoloogiaga saadud andmed katavad 

2) kirjeldada platsenta genoomi metulatsiooniprofiili sõltuvalt genoomsest kontekstis –  

CpG saartes ja kallastes, geenikehades ning intergeensetes alades 

3) võrrelda platsenta metuloomi normaalse 1. ja 2. trimestri raseduse puhul ja maarata 

differentsiaalselt metuleeritud CpG saidid ja piirkonnad 

4)  võrrelda  platsenta  metuloomi  normaalse  raseduse  ja  spontaanabordiga  lõppenud 

raseduse puhul ja maarata differentsiaalselt metuleeritud CpG saidid ja piirkonnad.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valim

Uuritavaks  materjaliks  on  normaalselt  kulgenud  raseduste  1.  ja  2.  trimestri 

platsentakoe  proovid ning korduva spontaanabordi  juhtude  platsentakoe proovid  (tabel  1). 

Vastav  laiem valim on varasemalt  kirjeldatud artiklites:  (Kasak  et  al.,  2015;  Sõber  et  al, 

avaldamisel).

1.  trimestri  proovid parinevad 4 patsiendilt,  kelle  rasedus katkestati  patsiendi enda 

soovil  kirurgilise  protseduuri  teel.  Kõigil  juhtudel  oli  rasedus  kulgenud normaalselt,  ilma 

ema- või lootepoolsete komplikatsioonideta. Ka ei olnud neil patsientidel varasemalt esinenud 

kliiniliselt  kinnitatud  raseduse  iseeneseslikku  katkemist.  2.  trimestri  proovid  parinevad  2 

patsiendilt,  kelle  rasedus  katkestati  meditsiinilistel  põhjustel  emapoolsete  riskide  tõttu. 

Mõlemal juhul lootel anomaaliaid ei tuvastatud. Spontaanabordi juhtude proovid parinevad 2 

patsiendilt, kellel varem oli esinenud 5 või 6 jarjestikkust iseeneseslikku raseduse katkemist. 

Mõlemal  juhul  olid  raseduse  katkemise  põhjuste  hulgast  valistatud  jargmised  tegurid: 

ebanormaalne  menstruaaltsukkel,  sugutrakti  infektsioonid,  antifosfolipiidsundroom,  emal 

trombofiiliaga  seotud  mutatsioonide  esinemine  ning  mõlemad  partnerid  olid  normaalse 

karuotuubiga. Patsiendid ei olnud raseduse ajal saanud antikoagulantravi.
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2.2.2 Proovide kogumine

Kõikide antud uurimistöös osalenud patsientide kaasamine ja platsentakoe proovide 

kogumine  toimus  sihtasutus  Tartu  Ülikooli  Kliinikumi  Naistekliinikus  sunnitusabi  ja 

gunekoloogia dotsendi Kristiina Rulli koordineerimisel. 

1.  trimestri  ja  spontaanabordi  juhtude  platsentakoe  proovid  võeti  kõigil  juhtudel 

vahetult  peale  kirurgilist  protseduuri,  mis  oli  sooritatud  kas  raseduse  katkestamiseks  või 

katkenud raseduse puhul platsentakoe ja  surnud loote materjalide eemaldamiseks.  Proovid 

pesti  lahuses,  mis  sisaldas  15  ml  PBS  puhvrit  (Dulbecco),  0,3  ml  penitsilliini  ja 

streptomutsiini segulahust (10000 U/10000 mg/ml) ja 2 tilka hepariini (5000 U/ml). Emalt 

parinevad rakud eemaldati stereomikroskoobi all (Discovery V8, Zeiss) ning puhastati valja 

platsenta  hattude  tsuto-  ja  sunsuutiotrofoblastid.  Rakud  pandi  kuiva  tuubi  ja  sailitati 

temperatuuril -80 °C.

2.  trimestri  platsenta  proovid  koguti  uhe  tunni  jooksul  peale  meditsiiniliselt  esile 

kutsutud aborti. Platsenta keskosast võeti kogu platsentat labiv 2×2 cm suuruse labilõikega 

proov. Ema vere eemaldamiseks pesti koeproove 1×PBS lahuses ja need asetati koheselt kuiva 

kruoviaali. Proove sailitati temperatuuril -80 °C.

Kõikidele proovidele on labi viidud karuotupiseerimine, mis kinnitas lootel normaalse 

karuotuubi  olemasolu.  2.  trimestri  platsentakoele  teostati  ka  histoloogiline  vaatlus,  mille 

kaigus patoloogilisi muutuseid ei leitud.
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2.2.3 DNA eraldamine

DNA eraldamise  platsentakoe  proovidest  viisid  labi  Tartu  Ülikooli  molekulaar-  ja 

rakubioloogia instituudi inimese molekulaargeneetika uurimisgrupi liikmed vanemteadur dr. 

Kristiina Rull ja doktorant Mario Reiman. 

Kasutati  komplekti  NucleoSpin  Tissue  (Macherey-Nagel)  reagente.  Esmalt  kaaluti 

igast platsentakoe proovist 20 mg. See kaeti 180 μl puhvriga T1, lisati 28 μl proteinaas K-d 

ning  segati  vortexil.  Segu  inkubeeriti  4  tundi  temperatuuril  56°C,  iga  tunni  jarel  segati 

vortexil. Lisati 200 μl puhvrit B3 ja inkubeeriti 10 minutit tempertatuuril 70 °C. Segati uuesti 

ning  lisati  210  μl  100%  etanooli,  mille  jarel  korrati  segamist.  Lahus  viidi  NucleoSpin 

komplekti  kuuluvasse  kolonni,  kolonn  asetati  tuubi  ja  tsentrifuugiti  1  minuti  jooksul 

toatemperatuuril  11200 x g juures,  eluaat  eemaldati.  Seejarel  pesti  kolonni  puhvriga BW: 

puhvrit lisati 500 μl, tsentrifuugiti samadel tingimustel ja eluaat eemaldati. Pesemist korrati 

600 μl puhvriga B5. Peale eluaadi eemaldamist tsentrifuugiti uuesti 3 minuti jooksul. Kolonn 

asetati  uude  tuubi,  lisati  100  μl  puhvrit  BE  ning  inkubeeriti  toatemperatuuril  5  minutit. 

Seejarel tsentrifuugiti 2 minutit 11200 x g juures. Eluaadis sisaldunud DNA kontsentratsioon 

maarati  NanoDrop  ND-1000  spektrofotomeetriga.  Eraldatud  DNA sailitati  temperatuuril 

-80°C.

2.2.4 Bisulfitsekveneerimine

Metulatsiooni  maaramiseks  uuritavates  proovides  kasutati  vahendatud  esindatusega 

bilsufitsekveneerimise  tehnoloogiat  (RRBS,  ingl.  k.  reduced  representation  bisulfite  

sequencing)  (Meissner  et  al.,  2005).  Vahendatud  esindatus  tahendab,  et  metulatsiooni  ei 

maarata kogu genoomis, vaid ainult teatud osa jaoks – piirkondades, kus CpG dinukleotiidide 

tihedus  on  kõrgem.  Nende  piirkondade  saamiseks  algse  proovi  DNA rikastatakse:  DNA 

fragmenteeritakse  restriktaasidega  ning  seejarel  selekteeritakse  fragmendid  kindla  pikkuse 

alusel.  Saadud  raamatukogu  jaoks  maaratakse  metulatsioon  traditsioonilise 

bisulfitsekveneerimise  abil.  DNA-le  teostatakse  bilsulfittöötlus,  mis  konverteerib  DNA-s 

tsutosiini  uratsiiliks,  samas  metuultsutosiin  selle  kemikaaliga  ei  reageeri.  Jargnevalt 

teostatakse  PCR  (ingl.  k.  polymerase  chain  reaction,  eesti  k.  polumeraasi  ahelreaktsion) 

reaktsioon  DNA  polumeraasiga,  mis  lubab  DNA-s  uratsiili  olemasolu  ning  asendab 

replikatsioonil uratsiili tumiiniga. Jargeb sekveneerimine ning neis positsioonides, kus C oli 

metuleeritud on sekveneerimise lugemites C. Kui C ei olnud metuleeritud, on lugemites C 

asemel  T.  Konkreetse  tsutosiini  metulatsiooni  iseloomustamiseks  kasutatakse  terminit 

metulatsioonitase. See valjendab protsentuaalselt, kui mitmes seda positsiooni katvas lugemis 
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oli  tegemist C-ga ja mitte T-ga. St. kui  suur oli  seda positsiooni sisaldanud sekveneeritud 

DNA fragmentide osakaal, kus vastavas positsioonis oli C metuleeritud.  

Kaesolevas  uuringus  teostati  bisulfitsekveneerimine  RRBS  meetodil  teenustööna 

ettevõtte  Zymo  Research  poolt  (ZR,  www.zymoresearch.com),  kellelt  parineb  ka  jargnev 

kirjeldus  teostatud  protseduuride  kohta.  DNA fragmenteerimiseks  lisati  proovidele  esmalt 

restriktaas TaqαI ning seejarel MspI (New England Biolabs). DNA ekstraheeriti komplekti 

DNA Clean  &  Concentrator-5  Kit  (ZR)  abil  vastavalt  toote  protokollile.  Fragmentidele 

ligeeriti sekveneerimisadapterid, kus tsutsiinid olid asendatud 5-metuultsutosiinidega. Proovid 

kanti agaroosgeelile (NuSieve) ning geelektroforeesi teel eraldati 150–250 bp ja 250–350 bp 

pikkused DNA lõigud kasutades selleks komplekti Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (ZR). 

Teostati  bisulfiittöötlus  komplektiga  EZ  DNA Methylation-Lightning  Kit  (ZR).  Viidi  labi 

PCR reaktsioon ning produktid puhastati komplektiga DNA Clean & Concentrator Kit (ZR). 

Sekveneerimiseks kasutati platvormi Illumina HiSeq.

Sekveneerimise tulemusena saadi sõltuvalt proovist 20 806 953 - 38 522 241 lugemit. 

Bisulfittöötluse edukuseks oli kõikides proovides u. 99%. Lugemite joondamine genoomile 

teostati  tarkvaraga  Bismark  (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark), 

joondamise  edukus oli  53-65% (kõrgem proovide  puhul,  mille  kohta  oli  kasutada  vahem 

lugemeid). Genereeritud metulatsiooniandmestik sisaldas sõltuvalt proovist infot 5 073 328 - 

5 586 537 CpG jaoks ning keskmine lugemite arv CpG kohta oli 7 - 9. Andmestik salvestati ja 

edastati meie uurimisruhmale BED-formaadis failidena.

2.2.5 Metülatsiooniandmestiku eeltöötlus

Edasine  metulatsiooniandmestiku  töötlus  on  teostatud  kaesoleva  töö  autori  poolt. 

Kasutasin selleks keelt Python (v. 2.7.10), statistilise analuusi tarkvara R (v. 3.2.4), keelt Bash 

(v.  3.2.57(1)) ning Unixi-keskkonna tekstitöötlusvahendeid awk ja  sed.  Kõik töös esitatud 

joonised on genereeritud tarkvara R abil. 

Andmestikus sisalduvate CpG-de asukohakoordinaadid olid antud genoomi versiooni 

hg19/GRCh37 jargi.  Et  hiljem oleks  võimalik  kasutada  uusimaid  genoomi annotatsioone, 

konverteerisin koordinaadid versioonile hg38/GRCh38 kasutades selleks programmi LiftOver 

(https://genome-store.ucsc.edu/). Algsetes failides oli CpG-de metulatsioonitase antud DNA 

pari-  ja  vastassuunalisel  ahelal  asuvate  dinukleotiidide  jaoks  eraldi.  CpG  metulatsiooni 

peetakse  summeetriliseks,  seetõttu  koondasin  eri  ahela  info  ning  leidsin  CpG 

metulatsioonitaseme  mõlema  ahela  lugemite  põhjal.  Edasi  filtreerisin  valja  CpG-d,  mille 

puhul oli sekveneerimislugemeid vahem kui 5. Jargnevates analuusides, kus võrdlesin kõigi 8 

23



proovi andmeid korraga, kasutasin andmestikust ainult neid autosoomidel paiknevaid CpG-

sid,  mille  puhul  oli  peale  filtreerimist  andmed  olemas  kõikide  proovide  kohta  –  selliseid 

positsioone oli 2 043 665. 

Töö kaigus oli kahel juhul vaja kasutada metulatsiooniinfot koondatult 20 kb pikkuste 

genoomilõikude kaupa. Selleks viisin andmestiku esitusele,  kus iga sellise lõigu kohta oli 

leitud: sinnajaavate CpG-de keskmine metulatsioonitase, keskmine lugemite arv CpG kohta 

ning info, kui palju on piirkonna kohta andmestikus kirjeid ning kui palju on CpG positsioone 

vastavas  genoomisekventsis.  Kasutusest  jaid  valja  need  20kb  lõigud,  mille  jaoks  oli 

andmestikus vahem kui 10 CpG-d.

2.2.6 Metülatsiooniandmestiku annoteerimine

Mitmes jargnevas analuusis on tulemused esitatud sõltuvalt genoomi kontekstist. Et 

see  oleks  võimalik,  oli  tarvilik  andmestiku  annoteerimine  infoga,  millisesse  genoomi 

piirkonda konkreetne CpG kuulub. Genoomi piirkonnad maarasin geenidest ja CpG saartest 

lahtuvalt. 

Geenide definitsioonidena kasutasin GENCODE projekti annotatsioone (Basic Set, v. 

22) (http://www.gencodegenes.org). Promootoralad piiritlesin sõltuvalt geeni transkriptsiooni 

alguskohast (TSS): -1000bp kuni +100bp TSS suhtes. Geenikeha alaks maarasin +100bp TSS 

suhtes kuni transkriptsiooni lõpppositsioonini. Kui CpG paiknes samaaegselt mõne transkripti 

promootoris ja geenikehas, siis lugesin CpG kuuluvaks promootoralasse. 

CpG  saarte  annotatsioonina  kasutasin  andmestikku,  mis  on  saadaval  UCSC 

genoomibrauserist  (https://genome.ucsc.edu).  Andmestiku  genoomikoordinaadid  olid 

arvutatud  genoomi maskeeritud  versiooni  jaoks  (st.  versiooni  jaoks,  kus  kordusjarjestuste 

piirkondades ei ole antud sekventsiinfot). Andmestik sisaldas 30477 CpG saart. Grupeerisin 

need kolme ruhma sõltuvalt sellest, kus CpG saar geeni suhtes paiknes: 

1) CpG saared, mis olid ulekattes promootoralaga, n=15477 

2) CpG saared, mis ei olnud ulekattes promootoriga, aga olid ulekattes geenikehaga 

või  alaga,  mis  jai  +100bp  geeni  transkriptsiooni  lõpppositsioonist  allavoolu  (geenikehale 

jargneva  ala  kaasamist  on  peetud  oluliseks  mitmetes  töödes  (Illingworth  et  al.,  2010; 

Maunakea et al., 2010)), n=9160 

3) ulejaanud CpG saared, st. need, mis paiknevad intergeenses alas, n=5840. 

Kui leidus CpG, mis paiknes samaaegselt  CpG saare piirkonnas ja geeni promootoris  või 

geenikehas, siis annoteerisin CpG kuuluvaks CpG saare piirkonda. 

CpG saare kaldad defineerisin piirkondadena, mis asuvad CpG saarest 2kb ules- ja 
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allavoolu. Kui CpG paiknes samaaegselt CpG saare kalda piirkonnas ja geeni promootoris või 

geenikehas, siis annoteerisin CpG kuuluvaks CpG saare kalda piirkonda. 

Andmestiku  annoteerimisel  kasutasin  R  tarkvara  paketti  GenomicRanges 

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/GenomicRanges.html).  Paketi 

kasutamine  oli  otstarbekas  seejuures  ka  CpG  saarte  grupeerimisel  nende  asukoha 

maaramiseks geenide suhtes.

2.2.7 Statistiline analüüs

Differentsiaalse  metulatsiooni  analuusiks  kasutasin  DSS  nime  all  publitseeritud 

statistilist  meetodit  (Feng  et  al.,  2014).  Selles  lahenemises  modelleeritakse  võrreldavates 

gruppides metulatsioonivaartuste jaotust uksikute CpG-de tasemel beta-binomiaaljaotuse abil. 

Saadud jaotuste keskmiste vaartuste võrdlemisel kasutatakse null-hupoteesi testimiseks Wald 

testi.  Meetod arvestab nii  bioloogilise  varieeruvusega,  mis tuleneb erinevustest  indiviidide 

vahel  grupisiseselt,  kui ka varieeruvusega,  mis on andmetes tehnilistel  põhjustel,  kaasates 

selleks arvutustesse info sekveneerimise sugavuse kohta. Autorid on oma meetodi võrdlemisel 

teiste  olemasolevate  lahenemistega  toonud  valja,  et  DSS  saavutab  teistest  meetoditest 

paremaid tulemusi  just  juhtudel,  kus võrreldavate  gruppide suurused on vaikesed.  See oli 

põhjuseks,  miks  valisin  DSS  meetodi  kaesolevas  töös  analuusitava  andmestiku  juures 

kasutamiseks. 

Rakendasin meetodit tingimustel: p-vaartus=0,01, metulatsiooni erinevus  Δ>0%. See 

tahendab,  et  null-hupoteesi  testimisel kontrollitakse jaotuste keskmiste vaartuste erinemist, 

nõuet,  et  vahe  peaks  teatud  vaartusest  suurem olema,  kasutatud  ei  ole.  Differentsiaalselt 

metuleeritud  alade  (DMR)  leidmiseks  grupeeritakse  lahestikku  asuvad  differentsiaalse 

metulatsiooniga CpG. DMR ala peab sisaldama vahemalt kolme sellist positsiooni ning nende 

osakaal peab piirkonnas olema >50%. 

Funktsionaalse rikastusanaluusi  jaoks kasutasin tarkvara g:Profiler  (Reimand  et  al., 

2016).  Rikastusanaluusi  kaigus leitakse  bioloogilised  protsessid,  millega  seotud geenid on 

uuritavas  geenide  nimekirjas  statistiliselt  uleesindatud.  See  saab  võimalikuks  tanu 

andmebaaside  olemasolule,  mis  haldavad geenide  funktsionaalsusega  seotud infot.  Mõned 

naited  andmekogudest,  mida  g:Profiler  kasutab:  GO  ontoloogia  (http://geneontology.org), 

bioloogiliste  radade  andmebaasid  KEGG  (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html)  ja 

Reactome  (http://www.reactome.org/),  miRNA-de  andmebaas  mirRBase 

(http://www.mirbase.org/),  valk-valk  interaktsioonide  andmebaasid  CORUM 

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/corum/)  ja  BioGRID  (http://thebiogrid.org/) 
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jne..  Programm  tuvastab  uuritavas  geenide  nimekirjas  teatud  nahtusega  seotud  geenide 

olemasolu ning tulemuse statistilise olulisuse hindamine põhineb hupergeomeetrilise jaotuse 

kasutamisel.  Mitmese  testimise  korrigeerimiseks  rakendatakse  programmi  autorite  poolt 

loodud meetodit g:SCS (Reimand et al., 2007).

2.3 Tulemused

2.3.1 RRBS tehnoloogiaga saavutatav genoomi kaetus

Enne  põhianaluuside  teostamist  oli  eeltööks  ulevaate  loomine,  mida  kasutatav 

metulatsiooniandmestik  tapselt  sisaldab.  See  tahendas  kindlaks  tegemist,  mis  genoomi 

piirkondades andmestikus olevad CpG-d paiknevad ning kontrollimist, et metulatsiooniinfo 

oleks olemas kõikide kromosoomide jaoks.

Algsest  andmestikust  jaeti  analuusides  kasutamiseks  alles  autosoomidel  paiknevad 

CpG-d, mis olid kõigi 8 proovi puhul kaetud vahemalt 5 lugemiga – selliseid kirjeid oli kokku 

2 043 665. Tabelist 2 on naha, kus andmestiku CpG-d genoomis geenide või CpG saarte ja 

kallaste  suhtes  paiknevad.  Kuna on teada,  et  RRBS tehnoloogia  annab tulemusi  eelkõige 

CpG-tihedate piirkondade jaoks, siis on ootusparane, et kõige paremini on kaetud CpG saared 
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ja  kaldad – ligi  pooled andmestiku CpG-dest  kuuluvad neisse piirkondadesse.  Tabelist  on 

naha,  et  genoomi  kõikidest  CpG  saartesse  kuuluvatest  CpG-dest  on  metulatsioonitase 

maaratud  35,4%-le.  See  aga  ei  tahenda,  et  andmestikus  oleks  esindatud ainult  kolmandik 

kõikidest CpG saartest. Metulatsiooniinfo on eri CpG saarte jaoks olemas erineval maaral. 

Jooniselt 3 on naha, et andmestikus on kirjeid ligikaudu 95%, 75% ja 70% kõikide vastavalt 

promootoralaga  ja  geenikehaga  ulekattes  olevate  ning  intergeenses  alas  paiknevate  CpG 

saarte kohta. Samas võimaldab andmestik uurida ka CpG saarte ja kallastega mitte seotud 

positsioone – ligi 50% andmestiku CpG-dest ei kuulu neisse piirkondadesse (tabel 2). 
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Joonis 3. CpG saartese kuuluvate CpG positsioonide olemasolu andmestikus. Iga CpG 
saare  puhul  on  leitud,  kui  suurele  osale  sinnakuuluvatest  CpG-dest  on  metulatsioonitase 
maaratud ning sektordiagrammide abil on naidatud erineva tihedusega kaetud saarte osakaalu 
andmestikus.  CpG saarte  asukohad on kaesolevas  töös  maaratud UCSC genoomibrauseris 
(https://genome.ucsc.edu)  kasutatavate  asukohakoordinaate  abil  ning  need  piirkonnad  on 
jagatud kolme gruppi sõltuvalt paiknemisest geenide suhtes.



Tabelist 3 on naha, et andmed on olemas uhtlaselt kõigi kromosoomide jaoks, erandiks 

on sugukromosoomid. Geenitihedad kromosoomid on kaetud paremini – nt. kromosoomide 

19 ja 17 puhul on maaratud metulatsioonitase vastavalt 11,9%-le ja 9,4%-le kõigist CpG-dest. 

2.3.2 Metülatsioonitase genoomi eri elementides

Metulatsioonitaseme kirjeldamiseks genoomi eri elementides on toodud siin tabel 4 ja 

joonised 4 ja 5. Tabelis  4 on esitatud iga proovi jaoks eraldi kindlasse genoomi konteksti 

kuuluvate CpG-de metulatsioonitasemete keskmised vaartused. Lisaks on iga CpG positsiooni 

jaoks arvutatud selle metulatsioonitaseme keskmine ule kõigi proovide ning selliselt saadud 

vaartuste  keskmised  on  toodud  tabeli  4  esimeses  tulbas.  CpG-de  keskmise  metulatsiooni 

paremaks esitamiseks  on joonisel  4  naidatud nende vaartuste  jaotust,  jallegi  iga  genoomi 

elemendi jaoks eraldi. 

Ootusparaselt  on  kõige  madalama  metulatsioonitasemega  geenide  promootoralades 

paiknevad  CpG  saared  –  CpG-de  keskmise  metulatsiooni  mediaan  on  0,9%  (joonis  4). 

Promootoralast  valjaspool  paiknevad  CpG saared  on  aga  enam metuleeritud  –  geenikeha 

CpG-de metulatsiooni mediaaniks on 24,0%, intergeense ala saarte jaoks 7,3%. CpG saarte 

kaldaid  iseloomustab  kõrgem  metulatsioonitase,  mis  siiski  on  madalam  võrreldes 

positsioonidega,  mis  asuvad  CpG  saartes  ja  kallastest  valjaspool.  Kõige  kõrgem  on 

metulatsioon geenikehades – mediaan 70,8%, geenide vahelises alas on see vaartus 56,3%.
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Kõikide  CpG  saarte  ja  kalda  piirkondadest  valjaspool  asuvate  CpG-de 

metulatsioonivaartuse  jaotust  on  lisaks  naidatud  veel  joonise  5  A-osas.  St.  esitatatud 

tihedusfunktsioon on koostatud kõigi joonise 4 C-osa CpG-de põhjal eristamata kuulumist 

geeni  promootoralasse  või  geenikehasse.  Nende  CpG  positsioonide  metulatsioonitaseme 

jaotuse esiletõstmise põhjuseks on asjaolu, et tulemus on sarnane tihedusfunktsioonile, mis 

saadi  WGBS  (ingl.  k.  whole-genome  bisulfite  sequencing,  eesti  k.  ulegenoomne 

bisulfitsekveneerimine) tehnoloogiaga genereeritud 1. trimestri kohta kaiva andmestiku põhjal 

uuringus (Jensen  et al., 2015) (WGBS abil on võimalik maarata CpG-de metulatsioonitase 

peaaegu  kogu  genoomis).  See  sarnasus  kinnitab,  et  kaesolevas  uuringus  kasutada  olevas 

metulatsiooniandmestikus ei  ole madalama ega kõrgema metulatsioonitasemega piirkonnad 

uleesindatud.  St.  DNA  raamatukogu,  millele  bisulfitsekveneerimist  rakendati,  sisaldas 

tõepoolest genoomi CpG-tihedamaid piirkondi ning selle koostamisel ei sõltunud fragmentide 

selekteerimine fragmentide metulatsioonitasemest. RRBS tehnoloogia katab  genoomist ainult 

vaikese osa - 7,3% (tabel 2) ning teadmine, et see osa on valitud metulatsioonist sõltumatult, 

on eelduseks sellele, et tabelis 3 toodud vaartused tõepoolest kirjeldaksid platsenta genoomi 

tegelikku metulatsioonitaset.
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Joonis  4.  CpG-de  metülatsioonitaseme  jaotus  sõltuvalt  genoomsest  kontekstist. CpG 
saarte asukohad on maaratud UCSC genoomibrauseris (https://genome.ucsc.edu) kasutatavate 
asukohakoordinaate abil, kaldad on defineeritud 2 kb pikkuste aladena mõlemal pool CpG 
saart. Joonise C-osa naitab metulatsiooni jaotust CpG-dele, mis asuvad CpG saarte ja kalda 
piirkondadest valjaspool.



Joonis 5 illustreerib ka seda,  mis on juba varasemalt  teada – platsenta genoom on 

teiste inimese kudedega võrreldes vahem metuleeritud. CpG positsioonide metulatsioon on 

uhtlase  jaotusega,  samal  ajal  kui  tuupiline  oleks  kõrgema  metulatsioonitasemega  CpG-de 

ulekaal (joonis 5, B-osa).

2.3.3 Metülatsioonitase CpG saartes

Ainuuksi keskmiseid vaartuseid võrreldes oli eelmises jaotises naha, et CpG saared on 

metuleeritud erinevalt sõltuvalt sellest, kus saar geeni suhtes paikneb. See annab alust arvata, 

et  kolme eri  ruhma kuuluvad CpG saared osalevad ka rakuliste  protsesside  regulatsioonis 

erinevalt.  Seeparast  oli  huvipakkuv  vaadata  CpG  saarte  metulatsiooni  jaotust  tapsemalt. 

Joonisel 6 on esitatud saarte keskmise metulatsioonitaseme jaotused kõikide proovide jaoks 

eraldi. Kujutatud ei ole uksikute CpG-de metulatsiooni jaotust, vaid iga saare jaoks on leitud 

sinna  kuuluvate  CpG-de  metulatsiooni  keskmine.  Valja  on  jaetud  saared,  mille  kohta  oli 

andmestikus vahem kui 5 andmepunkti. 

Uuesti  on  naha  metulatsiooni  puudumist  promootorala  CpG  saartes  –  kõikides 

proovides jaab vahemalt 87,1%-l saartest metulatsioonitase alla 20% (joonis 6, A-osa). Kõige 

madalam on promootorala CpG saarte metulatsioonitase 2. trimestri platsentakoes – proovis 

MNA1 on 92,9 %-l ja proovis MNA2 on 91,5 %-l saartest metulatsiooni keskmine alla 20%. 

Geenide vahelises alas paiknevate saarte metulatsiooni jaotuse joonis erineb selle poolest, et 
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Joonis  5.  Platsenta  genoomi  CpG  nukleotiidide  metülatsioonitaseme  unikaalne 
jaotuskõver. A-osas on esitatud kaesolevas töös analuusitud metulatsiooniandmestiku põhjal 
saadud  tihedusfunktsioon.  Graafikust  on  jaetud  valja  CpG  saartes  ja  kalda  piirkondades 
asuvad CpG-d, sest on antud andmestikus uleesindatud ning on hupometuleeritud võrreldes 
genoomi  muude  CpG  positsioonidega.  B-osas  on  toodud  artiklis  (Jensen  et  al.,  2015) 
avaldatud  platsenta  genoomi  CpG-de  metulatsiooni  tihedusfunktsioon  võrreldes  vere 
leukotsuutide, trombotuutide genoomi ja rakuvaba DNA metulatsiooni andmetega. Viidatud 
uuringus  kasutati  metulatsiooni  maaramiseks  WGBS tehnoloogiat  (ingl.  k.  whole-genome 
bisulfite sequencing, eesti k. ulegenoomne bisulfitsekveneerimine).



olemas  on  vahepealse  metulatsioonitasemega  saarte  fraktsioon  –  kõigis  proovides  on 

vahemalt 32,8% saari, mille keskmine metulatsioon jaab vahemikku 20%-80% (joonis 6, C-

osa). Kõrgelt metuleeritud saari, metulatsiooni keskmisega ule 80%, on kõigis proovides alla 

5,3%.  Seevastu  geenikehas  paiknevate  saarte  hulgas  on  kõrgelt  metuleeritud  saari  enam, 

kõigis  proovides  vahemalt  24,2%  ning  saarte  metulatsiooni  keskmine  omab  bimodaalset 

jaotust (joonis 6, B-osa).

2.3.4 Korrelatsioon ja klasterdamine

Hindamaks vaga uldisel tasemel kõigi 8 platsentakoe proovi metulatsiooni sarnasust 

arvutasin  uksikute  CpG-de  metulatsioonitasemete  põhjal  proovidele  paarikaupa  Pearsoni 

korrelatsiooni koefitsendi (PCC) (joonis 7). Arvutused on tehtud kogu andmestiku jaoks ning 

lisaks ka jattes valja CpG saartesse kuuluvad andmepunktid – on teada, et CpG saared on 

vahem varieeruvad ning kuna andmestikus on need piirkonnad uleesindatud, siis võis arvata, 

et see võiks tulemusi moonutada. Kasutades vaartust (PCC-1) proovide vahelise kaugusena 
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Joonis 6. CpG saarte keskmise metülatsioonitaseme jaotus. OSA - omal soovil abort, 1. 
trimester; MNA - meditsiiniliselt naidustatud abort, 2. trimester; SPA - korduv spontaanabort.



rakendasin  hierarhilist  klasterdamist,  algoritmiks  taieliku  seose  meetod  (ingl.  k  complete-

linkage) ning saadud tulemus on esitatud samuti joonisel 7. 

CpG saarte  valja  jatmine  langetas  PCC vaartuseid,  kuid  klasterdamise  tulemus  jai 

samaks.  Proovidest  moodustuvad  grupid  gestatsiooniaja  põhjal  –  1.  trimestri  ja 

spontaanabordi juhtude proovid, va. proov OSA4, moodustavad uhe ruhma ning 2. trimestri 

proovid on kõige sarnasemad omavahel. OSA4, mis oli 1. trimestri proovidest kõige hilisema 

gestatsiooniajaga (76 pv.) on PCC põhjal sarnasem 2. trimestri proovidega. Spontaanabordi 

juhtude proovid omaette ruhma ei moodusta.
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Joonis  7.  Platsentakoe  proovide  metülatsiooni  sarnasus  Pearsoni  korrelatsiooni 
põhjal. Ülemisel  paneelil  on  esitatud  kogu  andmestiku  põhjal  leitud  korrelatsiooni 
koefitsendid, alumisel paneelil on analuusi korratud jattes valja CpG saartesse kuuluvad 
CpG-d. PCC – Pearsoni korrelatsiooni koefitsent; OSA – omal soovil abort, 1. trimester; 
MNA – meditsiiniliselt naidustatud abort, 2. trimester; SPA – korduv spontaanabort.



Korrelatsiooni  vaartuste  põhjal  saab  jareldada,  et  metulatsioon  on  kõigi  8  proovi 

võrdluses suhteliselt stabiilne. Selle illustreerimiseks on toodud siin joonis 8, kus on naidatud 

19. kromosoomi jaoks metulatsioonitase kõikides proovides. Ka osaliselt metuleeritud alade 

(PMD)  piirid  naivad  suures  osas  kattuvat.  Kaesoleva  töö  raames  siiski  PMD alade  piire 

maaratud ei ole ning seega ei ole ka võimalik arvuliselt valjendada PMD alade kattuvust eri 

proovides.
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Joonis  8.  Metülatsioonitase  19.  kromosoomis. Kõikide  proovide  jaoks  on  leitud  20  kb 
pikkuste  genoomilõikude  kaupa  sinnakuuluvate  CpG-de  metulatsioonitaseme  keskmine, 
saadud  vaartustele  on  rakendatud  keele  R  lokaalse  regressiooni  meetodit  loess.  Et  oleks 
võimalik vaadelda ka PMD alade piire,  on andmestikust  kasutatud ainult  positsioone,  mis 
jaavad  CpG  saarte  ja  kalda  piirkondadest  valjaspoole  (neisse  kuuluvad  positsioonid  on 
andmestikus  uleesindatud  ning  nende  kaasamine  naitaks  keskmisest  mvadalamat  taset  ka 
PMD aladest valjaspool). Sirge katkendjoon tahistab kõikide kasutatud CpG-de metulatsiooni 
keskmist. OSA – omal soovil abort, 1. trimester; MNA – meditsiiniliselt naidustatud abort, 2. 
trimester; SPA – korduv spontaanabort.



2.3.5 Indiviidide vahelise varieeruvuse hindamine

Differentsiaalse metulatsiooni analuusiks on kaesolevas töös kasutatud DSS nime all 

publitseeritud  statistilist  meetodit  (Feng  et  al.,  2014).  Meetodi  autorite  hinnangul  on  see 

rakendatav statistiliselt oluliste tulemuste leidmiseks ka juhtudel, kus võrreldavad grupid on 

vaikesed. Kaesoleva uuringus see ka nii on – 1. ja 2. trimestri ja spontaanabordi juhtudest 

moodustuvate gruppide suurusteks on vastavalt  4 ja kahel viimasel  juhul 2. Enne meetodi 

kasutamist  pidasin  siiski  vajalikuks  hinnata  empiiriliselt,  kui  suur  osa  gruppide  vaheliste 

erinevustena  saadavatest  tulemustest  võivad  ikkagi  olla  tingitud  indiviidide  vahelisest 

varieeruvusest  ja  mitte  olla  seotud  gestatsiooniaja  muutusega  või  spontaanabordi 

toimumisega. 

Mõlema võrdluse jaoks,  st.  1.  vs.  2.  trimester  (OSA vs.  MNA) ja  1.  trimester  vs. 

spontaanabordi juhtude grupp (OSA vs. SPA), oli  kasutada 6 platsentakoe proovi andmed. 

Rakendasin  DSS  meetodit  kõikvõimalikele  6-st  proovist  moodustuvatele  4  ja  2  proovi 

suurustele  gruppidele,  muutes  seejuures  statistilise  testimise  p-vaartuse  ja 

metulatsioonitaseme erinevuse tingimusi. Gruppide vahelistes võrdlustes tulemusena saadud 

differentsiaalse  metulatsiooniga  piirkondade  (DMR)  arv  on  toodud  tabelites  5  ja  6  ning 

differentsiaalse metulatsiooniga CpG-de arv on toodud lisas 1. 

1. ja 2. trimestri võrdluste puhul andsid kõige enam erinevusi kombinatsioonid, kus 

testitud  gruppide  proovid  olid  lahedase  gestatsiooniajaga  (proovide  OSA1  ja  OSA2 

gestatsiooniaeg  on  kõige  luhem,  proovil  OSA4 kõige  pikem).  Viie  kõige  enam erinevusi 

andnud  kombinatsiooni  hulgas  on  siiski  uks  juht,  kus  suur  erinevuste  arv  ei  ole 

gestatsiooniajaga seletatav - tabeli 5 2. rida, kus 2-ne grupp moodustus proovidest OSA1 ja 

OSA3.  Samas  osa  selle  võrdluse  juures  saadud  metulatsiooni  erinevustega  CpG-dest 

paiknevad võrdlusest OSA vs. MNA saadud tulemustega samades piirkondades. Nt. kasutades 

DSS-meetodit tingimustel p-vaartus=0,01 ja metulatsiooni erinevus >0% (tabeli 5 eelviimane 

veerg, neid tingimusi kasutati ka edaspidises ananluusis) andis võrdlus OSA vs. MNA 698 

DMR ala,  võrdlus  OSA1 ja  OSA3 vs.  ulejaanud 452 DMR ala,  millest  omakorda 89 ala 

kattusid mõnega võrdluses OSA vs. MNA saadud DMR alaga. Seega kokkuvõttes, võrdlus 1. 

vs. 2. trimester andis valitud statistilise testimise tingimustel ligi 2 korda rohkem erinevusi kui 

kõik  ulejaanud  kombinatsioonid.  Sellega  on  vaja  arvestada  jargnevas  jaotises  esitatud 

differentsiaalse metulatsiooni analuusis saadud tulemuste kasutamisel.
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1. trimestri ja spontaanabordi juhtude proovidest moodustatud gruppide puhul andis 

kõige enam erinevusi võrdlus OSA2 ja OSA4 vs. ulejaanud ja võrdlus OSA vs. SPA oli alles  

7. kohal (tabel 6). Seega tuleb jargnevalt jaotises 2.3.7 esitatavatesse spontaanabordi juhtudes 

leitud  erinevustesse  metulatsioonis  suhtuda  ettevaatlikkusega,  kuna  muutused 

metulatsionitasemes  võivad  tuleneda  gestatsiooniaja  erinemisest  või  indiviidide  vahelisest 

varieeruvusest.

2.3.6 Differentsiaalne metülatsioon 1. ja 2. trimestri võrdluses

Differentsiaalse metulatsiooni analuusiks rakendasin DSS-meetodit (Feng et al., 2014) 

tingimustel: p-vaartus=0,01, metulatsiooni erinevus  Δ>0%. Seega CpG loetakse p-vaartuse 

0,01  juures  kahe  grupi  võrdluses  differentsiaalselt  metuleerituks  kuitahes  vaikese 

metulatsioonitaseme erinevuse korral, st. nõuet, et vahe peaks teatud vaartusest suurem olema, 

kasutatud  ei  ole.  DMR  alade  leidmiseks  grupeeritakse  lahestikku  asuvad  differentsiaalse 

metulatsiooniga  CpG – DMR ala  peab sisaldama vahemalt  kolme  sellist  positsiooni  ning 

selles piirkonnas peab neid olema rohkem kui 50%.
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1. ja 2. trimestri proovide võrdluses tulemustena saadud differentsiaalselt metuleeritud 

CpG-de ja DMR alade arv on toodud tabelis 7. Eristatud on, kas tegemist oli metulatsiooni 

tõusu  või  langusega  ning  naidatud  on  ka  CpG-de  ja  DMR alade  jaotumine  genoomi  eri 

elementide vahel. Differentsiaalse metulatsiooniga positsioone oli 76 973 ja DMR alade arv 

oli 991. Erinevus eelmises jaotises saadud tulemustest (tabel 5, lisa 1) on tingitud sellest, et eri  

kombinatsioonide võrdlemisel kasutasin andmestikku CpG positsioonidega,  mille  jaoks oli 

metulatsioon maaratud kõigis 6 proovis. Siin olid analuusi kaasatud lisaks ka kirjed, mille 

puhul  oli  uhes  või  kahes  1.  trimestri  proovis  CpG  metulatsioonitase  teadmata.  Enamik 

differentsiaalse  metulatsiooniga  CpG-dest  paiknevad  CpG  saarte  ja  kalda  piirkondadest 

valjaspool – uksikute CpGde võrdluses oli selliseid positsioone 75,4% ja DMR alade puhul 

66,3%.  Eristades  tulemusi  metulatsiooni  muutuse  suuna  jargi  on  ulekaalus  metulatsiooni 

tõusuga  CpG-d.  Kuid  CpG  saarte  puhul  on  muutuse  suund  vastupidine  –  uksikute 

positsioonide puhul  oli  81,8% tulemustes  olnud CpG-dest  metulatsiooni  langusega,  DMR 

alade puhul oli vastav protsent 72,5%.
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Edasises  analuusis  keskendusin  DMR  aladele.  Leitud  991  ala  olid  ulekattes  555 

geeniga.  Saadud  geenide  nimekirja  esmaseks  tõlgendamiseks  viisin  labi  funktsionaalse 

rikastusanaluusi tarkvaraga g:Profiler (Reimand et al., 2016). Statistiliselt oluline rikastus leiti 

53 GO ontoloogia (http://geneontology.org/) kategooria suhtes, lisaks uksikud vasted teistest 

andmebaasidest.  Valik  tulemustes  olnud  kategooriatest  on  toodud  tabelis  8  ning  kogu 

programmi valjund on esitatud lisas 2. Nimekirjas on ulekaalus kullaltki uldised organismi 

arengulisi  protsesse hõlmavad kategooriad,  sh.  on suur osa vastetest  seotud narvisusteemi 

arenguga.  Lisaks  naitab  analuus  rikastatust  rakkude  liikumisega,  signalisatsiooniga  ning 

transkriptsiooni regulatsiooniga seotud kategoooriate suhtes.
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Sama  analuusi  kordamine  eraldi  geenide  jaoks,  mille  puhul  metulatsioon  oli  kas 

tõusnud  või  langenud,  lisainformatsiooni  ei  andnud.  Mõlemal  juhul  jaid  tulemustesse 

funktsionaalselt  sarnased  kategooriad,  samas  vaiksem  geenide  hulk  mõne  muu,  esialgses 

nimekirjas mitteesinenud bioloogilise protsessi suhtes rikastatud ei olnud. Kull aga osutusid 

huvipakkuvaks alamosaks algsest  nimekirjast  geenid, mille jaoks oli  metulatsiooni  muutus 

olnud promootorala CpG saares, tapsemalt need juhud, kus oli metulatsioonitase 2. trimestris 

madalam. Sellised geene oli 72 ning need oli rikastatud 43 GO kategooria suhtes (lisa 2). 

Nende hulgas  olid  taas  arenguliste  protsessidega  seotud  kategooriad,  lisandunud olid  aga 

biosunteesi ja selle regulatsiooniga seotud protsessid, naited: lammastikalust sisaldava uhendi 

biosuntees  (ingl.  k.  nucleobase-containing  compound  biosynthetic  process),  rakulise 

biosunteesi regulatsioon (ingl. k. regulation of cellular biosynthetic process). Samuti omas see 

luhem  geenide  nimekiri  rikastatust  valgu  molekulaarset  funktsiooni  kirjeldavate  GO 

kategooriate suhtes, mis kõik olid seotud valgu seondumisega DNA-le, naited: jarjestusest 

sõltuv DNA-ga seondumine (ingl. k.  sequence-specific DNA binding), seondumine DNA-ga 

transkriptsiooni regulaatoralas (ingl. k. transcription regulatory region DNA binding).

2.3.7 Differentsiaalne metülatsioon 1. trimestri ja spontaanabordi juhtude võrdluses

1.  trimestri  normaalselt  kulgenud  raseduste  ja  korduva  spontaanabordi  juhtude 

proovidele rakendatud differentsiaalse metulatsiooni analuusi (p=0,01, metulatsiooni erinevus 

Δ>0%)  tulemused  on  esitatud  tabelis  9.  Differentsiaalse  metulatsiooniga  CpG-de  arv  oli 

30035 ja DMR alade arv oli 87, mida on 1. ja 2. trimestri võrdluse tulemustest vastavalt ligi 3 

ja 11 korda vahem. Seega lisaks sellele, et uksikute metulatsiooni erinevustega CpG-de arv oli 

vaiksem,  paiknesid  need ka  hajusamalt.  Differentsiaalselt  metuleeritud  CpG-de  hulgas  oli 

jallegi kõige enam positsioone, mis paiknesid CpG saarte ja kalda piirkondadest valjaspool – 

76,8%,  DMR alade  puhul  oli  selliste  piirkondade  osakaal  vaiksem –  47,1%.  DMR alade 

hulgas  oli  markimisvaarne  hulk  CpG  saartega  ulekattes  olevaid  piirkondi  –  41,1%  ning 

spontaanabordi  juhtude  proovides  omasid  enamus  neist  1.  trimestri  proovidega  võrreldes 

kõrgemat metulatsioonitaset.

Funktsionaalne  rikastusanaluus  g:Profiler  tarkvaraga  siin  tulemuste  tõlgendamisel 

abiks  ei  olnud.  Grupeerides  geene  sõltuvalt  metulatsiooni  muutuse  suunast  või  muutusest 

mõjutatud geeni piirkonna jargi, sain kull uksikuid statistiliselt olulisi vasteid, kuid need ei  

selgitanud geenide omavahelist seotust.
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2.4 Arutelu

Et kaesoleva töö põhieesmargiks oli võrrelda 1. ja 2. trimestri platsentakoe metuloome 

ja  korduva spontaanabordiga lõppenud raseduse platsentakoe metuloome,  siis  on siinkohal 

fookuses nendest võrdlustest saadud tulemused.

2.4.1 1. ja 2. trimestri platsentakoe metüloomide võrdlus

1. ja 2. trimestri  proovide võrdluses tuvastati  76 973 differentsiaalselt  metuleeritud 

CpG-d,  mis  on  ligi  3,8%  kõigist  testitud  positsioonidest.  Seega  mõjutab  gestatsiooniaeg 

raseduse  esimeses  pooles  metulatsiooni  vaga  vaikese  hulga  CpG-de  jaoks.  Samas  tuleb 

siinkohal  meeles  pidada,  et  uuritud  valim  oli  vaike  (vastavalt  4  ja  2  proovi)  ning 

sekveneermisel  oli  keskmiseks  sugavuseks  7-9  lugemit  CpG  kohta.  Suurem  valim  ja 

sekveneerimise  sugavuse  tõstmine  võib  differentsiaalselt  metuleeritud  CpG-de  osakaalu 

suurendada. Varasemalt on uuringutes keskendutud promoootoraladele ja CpG saartele, kuid 

taas  kinnitab  ulegenoomse  lahenemise  kasutamine,  et  enamik  muutustest  leiab  aset  neist 

piirkondadest  valjaspool  (79,3% differentsiaalselt  metuleeritud  positsioonidest  ei  kuulu  ei 
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promootoralasse  ega  CpG  saare  koosseisu).  Samas  oli  huvitav,  et  CpG  saared  eristusid 

ulejaanud piirkondadest metulatsiooni muutuse suuna poolest – 1. ja 2. trimestri võrdluses oli 

uldiselt  enam metulatsiooni  tõusuga postsioone,  CpG saarte  jaoks  oli  aga  muutuse  suund 

vastupidine. Ka uuringus (Novakovic  et al., 2011), kus kasutati metulatsiooni maaramiseks 

hubridisatsioonikiipi, mis võimaldas maarata uksikute CpG-de metulatsiooni ~14 000 geeni 

promootoralas, leiti sama – CpG saartesse jaavate CpG-de puhul oli enam positsioone, mille 

jaoks metulatsiooni langes.

Leidmaks  differentsiaalse  metulatsiooni  poolt  mõjutatud  geenid,  grupeerisin 

lahestikku asuvad differentsiaalse metulatsiooniga CpG-d ning filtreerisin valja need geenid, 

mis olid moodustunud differentsiaalselt metuleeritud aladega ulekattes. Geenide arvuks oli 

555  ning  nimekirja  tõlgendamiseks  viisin  labi  funktsionaalse  rikastusanaluusi.  Saadud 

tulemused  aga  ei  naidanud  geenide  osalust  protsessides,  mis  oleksid  seotud  platsenta 

põhiulesannetega  –  transpordiga,  endokriinse  regulatsiooniga  või  kaitsefunktsiooniga. 

Tulemustes  domineerisid  uldised  organismi  arenguliste  protsessidega  seotud  kategooriad, 

seejuures  olid  paljud  vasted  seotud  narvisusteemi  arenguga.  Lisaks  oli  geenide  nimekiri 

rikastatud  rakkude  liikumisega,  signalisatsiooniga  ning  transkriptsiooni  regulatsiooniga 

seotud kategoooriate suhtes. Varasemas platsenta metulatsiooni ulegenoomselt uurinud töös 

on leitud, et paljud 1. ja 2. trimestri võrdluses promootoralas differentsiaalset metulatsiooni 

omavatest geenidest on seotud immuunsusteemiga (Novakovic et al., 2011). Kaesolevas töös 

sama  jareldada  ei  saa.  Kull  aga  on  tulemused  kooskõlas  1.  ja  2.  trimestri  platsentakoe 

proovide geeniekspresiooni võrrelnud tööga (Uuskula et al., 2012).

Viidatud töös oli uuritavaid proove 10 (gestatsiooniajaga 38-132 paeva) ning sõltuvalt 

sellest,  kas proove analuusiti jaotatuna kahte gruppi või hinnati geeniekspressioni muutuse 

seost  proovi  tapse gestatsiooniajaga,  tuvastati  statistiliselt  oluline geeniekpresiooni  muutus 

vastavalt 229 ja 154 geeni puhul. Enam oli geeniekrpresiooni tõusuga geene – vastavalt 205 ja 

105.  Need  geenid  kull  ei  kattunud  kaesolevas  töös  leitud  differentsiaalselt  metuleeritud 

geenidega,  kuid  funktsionaalse  rikastusanaluusiga  saadud  tulemused  olid  sarnased.  Kõik 

eelnevalt  nimetatud  funktsionaalsed  kategooriad  või  neile  lahedased  kategooriad  olid 

esindatud  ka  (Uuskula  et  al.,  2012)  uuringus  ekspresiooni  tõusuga  geenidele  rakendatud 

rikastusanaluusis saadud tulemustes. Erandiks on uksikud konkreetseid signalisatsiooniradu 

puudutavad kategooriad - cAMP ja Wnt signalisatsioonirada, millega seotust ei leitud. Ka ei 

olnud  viidatud  uuringu  tulemustes  kitsamaid  narvirakkude  morfogeneesi  puudutavaid 

kategooriad, samas geenide seotust narvisusteemi arenguga leiti ka seal. Ehk vaarib just seos 

narvisusteemiga eraldi esile tõstmist, kuna see toetab hupoteese, mille jargi võib platsental 
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olla  teatav  roll  loote  aju  arengu  reguleerimisel  (Zeltser  ja  Leibel,  2011).  Mainitud  Wnt 

signalisatsioonirajale, mis on seotud rakkude proliferatsiooni ja differentseerumisega, on aga 

pööratud  tahelepanu uuringus,  kus võrreldi  1.  ja  2.  trimestri  platsenta  geeniekpresiooni  3. 

trimestriga  (Mikheev  et  al.,  2008).  Uuringus  tuvastati  3.  trimestris  signalisatsiooonirada 

negatiivselt  reguleerivate  geenide  ekspresiooni  tõus  ning  rajaga  seotud  retseptorvalkude 

ekpressioni langus. Selle põhjal ning ka β-kateniini hulga ja lokalisatsiooni põhjal jareldati, et 

kanooniline Wnt signalisatsioonirada on raseduse 1. ja 2. trimestri jooksul aktiivne.

Viimase  markusena  on  1.  ja  2.  trimestri  võrdluse  tulemuste  juures  oluline  juhtida 

tahelepanu võimalusele,  et  leitud erinevused ei  pea tingimata  tahendama, et  need kindlad 

genoomi  piirkondi  kaotaksid  metulatsiooni  või  saaksid  de  novo metuleeritud.  Erinevused 

metulatsioonis  võivad  tuleneda  ka  proovide  erinevast  rakulisest  koosseisust,  st.  eri 

rakutuupide  erinevast  osakaalust  proovides.  1.  ja  2.  trimestri  proovid  koguti  erinevatel 

põhimõtetel.  1.  trimestri  proovide  puhul  on  tegemist  platsenta  hattude  trofoblastirakkude 

fraktsiooniga, mis sisaldavad vahesel maaral ka mesenhuumirakke. 2. trimestri puhul koguti 

koeproovid tervet platsentat labivalt, seega sisaldavad need proovid kõiki platsenta rakutuupe, 

kuid domineerib siiski trofoblasti rakkude fraktsioon.

2.4.2 Normaalselt kulgenud raseduse ja spontaanabordiga lõppenud raseduse 
platsentakoe metüloomide võrdlus

Korduva spontaanabordi proovide puhul sai lukatud umber algne hupotees, et raseduse 

katkemine  võiks  olla  põhjustatud  uleuldistest  kogu  genoomi  puudutavatest  hairetest 

metulatsioonis. Kuigi selgus, et antud juhtudel suuri, kogu genoomi hõlmaivad muutuseid ei 

esinenud, siis ei ole valistatud, et uksikutes lookustes aset leidnud muutused ei võinuks olla 

seotud raseduse katkemisega. Samas differentsiaalse metulatsiooni poolt mõjutatud geenide 

esialgne analuus ei toetanud ka seda võimalust - tuntuid platsenta funktsiooniga seotud geene 

saadud  nimekirjas  ei  olnud  ning  paljud  neist  geenidest  seniteadaolevalt  platsentas  ei 

ekpresseerugi  (andmekogu  The  Human  Protein  Atlas põhjal,  http://www.proteinatlas.org). 

Erinevused geenide metulatsioonis võisid tuleneda indiviidide vahelisest varieeruvusest või 

olla põhjustatud gestatsiooniaja erinevustest. Varasemalt on uuritud korduva spontaanabordi 

juhtude platsentakoe metuloome hubridisatsioonikiibi tehnoloogiat kasutades, mis võimaldab 

maarata uksikute CpG-de metulatsiooni ~14 000 geeni promootoralas (Hanna  et al., 2013) 

ning sarnaselt kaesoleva uuringuga oli ka seal vahe leide - differentsiaalse metulatsiooniga oli 

spontaanabordi juhtudes vaid 11 CpG-d.
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2.4.3 Uurimistöö jätkamine 

Uurimistöö  sama  andmestiku  põhjal  jatkub  ning  kavas  on  teostada  jargmised 

analuusid: 

1)  Võrrelda  differentsiaalse  metulatsiooni  analuusi  tulemusi  samade  proovide 

geeniekspressiooni andmetega. 

2) Teha kindlaks,  kas leidub differentsiaalselt  metuleeritud piirkondi,  mis kattuksid 

imprintingu kontrollregioonidega. 

3)  Teha  kindlaks,  kas  differentsiaalselt  metuleeritud  alad  kattuvad 

transkriptsioonifaktorite seondumiskohtadega.

4) Platsentale on omased genoomi somaatilised strukturaalsed umberkorraldused ning 

eksisteerivad  kindlad  piirkonnad,  kus  need  muutused  leiavad  aset  keskmisest  kõrgema 

sagedusega  (Kasak  et  al.,  2015).  Kavas  on  hinnata  differentsiaalselt  metuleeritud  alade 

kattuvust piirkondadega, millele on omased strukturaalsed umberkorraldused. 

5) Analuusida platsenta osaliselt metuleeritud alasid, sh. nende piirkondade kattuvust 

aladega, kus leiavad sagedamini aset strukturaalsed umberkorraldused.
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Kokkuvõte

Magistritöö  raames  analuusiti  normaalselt  kulgenud  raseduse  1.  ja  2.  trimestri 

platsentakoe  metuloome  ning  korduva  spontaanabordi  juhtude  platsentakoe  metuloome. 

Uuritavaid proove oli 8 – 4 1. trimestri proovi ning 2. trimestri ja korduva spontaanabordi 

juhtude kohta mõlemal juhul 2 proovi.

 Esmalt  kirjeldati,  mis  piirkondade  jaoks  genoomis  kasutada  olev  andmestik 

metulatsiooniinfot sisaldas, seejuures ka seda, kui suurele osale kõigist genoomi CpG-dest oli 

metulatsioon maaratud. Andmestikus oli kõigi uuritavate proovide jaoks piisava sugavusega 

(≥5 lugemit) kaetud autosoomide 2 043 665 CpG positsiooni, mis on 7,3% kõigist genoomi 

CpG-dest.  Ligi pool kirjetest  kuulusid CpG saarte  või kalda piirkondadesse ning sõltuvalt 

saare asukohast geeni suhtes oli andmestikus info olemas 70-95% kõikide CpG saarte kohta. 

Ülejaanud  andmestik  sisaldas  metulatsiooniinfot  CpG  saartest  ja  kalda  piirkondadest 

valjaspoole jaavatele positsioonidele, seega võimaldab metulatsiooni maaramiseks kasutatud 

metodoloogia uurida ka piirkondi, mis ei ole CpG saartega seotud.

Jargnevalt  maarati  kõigi  proovide  puhul  metulatsioonitase  genoomis  sõltuvalt 

genoomsest kontekstist. CpG saari puudutavad tulemused olid ootusparased – promootorala 

CpG saared olid valdavalt metuleerimata (87,1%-l saartest oli metulatsioonitase <20%) ning 

geenikehaga  ulekattes  olevate  saarte  hulgas  oli  markimisvaarne  hulk  kõrgelt  metuleeritud 

saari (24,2%-l oli saartest metulatsioonitase >80%). Kinnitust leidis ka varasemalt teadaolev 

platsenta genoomi uldine madal metulatsioonitase – valjaspool CpG saari ja kalda piirkondi 

asuvate CpG-de keskmiseks metulatsiooniks oli 59,7%.

Töö  põhieesmargiks  oli  eri  proovigruppide  võrdlus.  Pearson  korrelatsiooni  põhjal 

eristusid ulejaanutest 2. trimestri proovid, samas spontaanabordi juhtude proovid omasid 1. 

trimestri proovidega kõrget korrelatsiooni. Ka differentsiaalse metulatsiooni analuusi põhjal 

oli  spontaanabordi juhtude platsentakoe metuloom sarnane normaalse raseduse 1. trimestri 

proovidele  –  leiti  vaid  87  differentsiaalselt  metuleeritud  ala  (DMR).  Algne  hupotees,  et 

raseduse katkemise võisid neil patsientidel põhjustada uleuldised kogu genoomi puudutavad 

haired metulatsioonis, ei leidnud kinnitust.

1.  ja  2.  trimestri  proovide  võrdlemisel  tuvastati  differentsiaalse  metulatsiooni 

analuusiga 991 DMR ala. Enam olid metulatsiooni tõusuga piirkondi – 65,3% kõigist, samas 

promootorala  CpG  saari  iseloomustas  vastupidine  muutuse  suund  –  81,4%  kõigi  nende 

piirkondadega ulekattes olevate DMR alade jaoks metulatsioon langes. Leitud DMR alad olid 

ulekattes 555 geeniga, milles paljud olid seotud organismi uldiste arenguliste protsessidega, 

seejuures ka narvisusteemi arenguga.

44



The profile and dynamics of placental methylome during the first half of pregnancy 

Aivi Kaljuvee

Summary 

The placenta is a temporary organ that both supports fetal growth and modulates the 

changes in maternal physiology that take place during preganacy. Problems in its function are 

associated with a  number of pregnancy complications,  understanding its development and 

function is therefore of great importance. Most of what we know about the human placenta 

comes from studies focusing on the fully developed organ from the 3rd trimester. The reason 

being  that  accessing  samples  from term pregnacies  is  easier.  But  it  is  important  also  to 

understand the development of the placenta during the 1st half of pregnancy. The goal of this 

master's project was to analyze methylation in placental samples from 1st and 2nd trimester 

pregnancies.  In  addition,  also  in  samples  derived  from  patients  who  are  suffering  from 

recurrent miscarriage. Recurrent miscarriage affects 1-3% of couples aiming to bear children 

(Berry  et al., 1995; Branch  et al., 2010) and for about 50% of all cases the reason for the 

problem is not known (Rull  et al., 2012). In the current project we asked whether in the 2 

samples  being  analyzed  spontaneous  abortion  could  have  been  caused  by  general 

perturbations in methylation affecting the whole genome.

The role of the author of the master's thesis in the project was to conduct data analysis, 

placental sampling and all laboratory work for measuring methylation had been completed by 

other contributors to the project.

The methodology used for measuring methylation was reduced representation bisulfite 

sequencing (RRBS). The first step of the analysis was to assess how well the dataset acquired 

with this techology covers the genome. Next the general methylation profile for all samples 

was described by estimating  the  methylation level  in  different  functional  elements  in  the 

genome. The main focus of the analysis was to compare different sample groups and for that 

differential methylation analysis was used.  

The initial hypothesis about samples from recurrent miscarriage was not confirmed. 

The  general  methylation  profile  of  these  samples  was  highly  similar  to  the  1st  trimester 

samples from pregnancies without complications. This does not rule out the possibility that 

abortions could have been caused by changes in methylation in specific loci - differential 

methylation revealed 87 differentially methylated regions in these samples. Initial analysis of 

the  affected  genes  did  not  support  this  possibility  though  –  many  of  the  genes  are  not 

expressed in the placenta.
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The analysis of the samples from normal pregnancies revealed interesting dynamics 

associated  with  changes  in  gestational  age.  991  regions  were  differentially  methylated 

between these samples and the regions overlapped with 555 genes. 65.3% of the differentially 

methylated  regions  showed increase  in  methylation,  regions  that  overlapped  CpG islands 

located in promoters showed different direction for the changes – decrease in methylation was 

dominant.  Functional  enrichment  analysis  of  the  affected  genes  showed  that  many  were 

associated with general developmental processes, including processes associated with nervous 

system development. This again possibly points to the link between the placenta and brain 

development. The idea that placenta could have a role in regulating fetal brain development 

has gained attention for some time now (Zeltser and Leibel, 2011).
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