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INFOLEHT

»~FLTI geeni dinukleotiidkorduste rikka regulaatorala haplotiiiipide esinemine

preeklamptilistes platsentades “

Preeklampsia on rasedusaegne haigus, mis esineb ligi 5-8% naistel maailmas ning viib sageli
nii ema kui loote surmani. Haiguse etioloogia ja kulg pole veel 16plikult vilja selgitatud. FLT/
geeni seost preeklampsia vastuvotlikusega on mainitud varasemalt vilja antud artiklites ja selle
toodetud valgu sFlt-1 kdrgenenud tase on {iks varajastest preeklampsia markeritest. Varasemalt
on erinevaid FLTI geeni ldhistel asuvaid dinukleotiidkorduseid (DNK) ja SNPsid on seostatud
preeklampsia esinemise korgenenud riski ning ka FLTI geeni ekspressiooniga. Kdesolevas
bakalaureuse t60s antakse iilevaade preeklampsiast, FLT/ geeni mojust selle riskile ning
uuritakse indiviidide tidpse FLTI DNK-rikka regulaatorala haplotiiiibi mdju preeklampsia

riskile ning FLT1 ekspressioonile.
Mirksonad: preeklampsia, dinukleotiidkordused, FLT] geen.

CERCS kood: B220 geneetika, tsiitogeneetika; B570 siinnitusabi, giinekoloogia, androloogia,

paljunemine, seksuaalsus; B790 kliiniline geneetika.

"Occurrence of the dinucleotide-repeat-rich regulatory region haplotypes near the FLT1

gene in preeclamptic placentas"

Preeclampsia is a medical diagnosis during pregnancy that occurs in nearly 5-8% of women
worldwide and often leads to the death of both mother and fetus. The etiology and course of the
disease have not yet been definitively elucidated. The association of the FLT gene with sus-
ceptibility to preeclampsia has been shown in previously published articles. Elevated levels of
the soluble isoform of its protein, sFlt-1, is one of the early markers of preeclampsia. Various
dinucleotide repeats (DNR) and SNPs have been associated with FLTI gene expression. Cur-
rent bachelor's thesis gives an overview of preeclampsia and the risk effect of the FLTI gene,
as well as investigates the effect of the exact FLTI DNR-rich region haplotype of individuals

on the risk of preeclampsia and the expression of FLT1.
Keywords: preeclampsia, dinucleotide repeat-rich regions, FLTI gene.

CERCS code: B220 genetics, cytogenetics; B5S70 obstetrics, gynaecology, andrology, repro-

duction, sexuality; B790 clinical genetics.
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1. KASUTATUD LUHENDID

Ang-11

ASPRE

AT1

CEU

DNA
DNK-rikka
eQTL

ET-1

FLTI

GD

GWAS

HELLP

HR
IUGR
KDR
LD
IncRNA
LO-PE
MAF
NA

PCR

angiotensiin-II

Combined Multimarker Screening and Randomized Patient Treatment with
Aspirin for Evidence-Based Preeclampsia Prevention; kombineeritud
multimarker-sdeluuringud ja randomiseeritud patsientide ravi aspiriiniga

toenditepdhiseks preeklampsia ennetamiseks
1. tliiipi angiotensiin-II

Utah residents with Northern and Western European ancestry; POhja- ja Ladne-

Euroopa péritoluga Utah elanikud

desoksiiribonukleiinhape

dinukleotiidkorduste rikka

expression quantitative trait loci,; ekspressioonikvantitatiivsete tunnuste lookus
endoteliin-1

fms-sarnane tiirosiinkinaas- 1

gestation diabetes; gestatsiooni diabeet

Genome Wide Assciation Studies; iilegenoomne assotsiatsiooniuuring

and __low __ platelets; _hemoliiis,

hemolysis, elevated liver __enzymes,

maksaensiilimide suurenenud aktiivsus ja  vereliistakute véhesus veres,

preeklampsia kdige tdsisem vorm

hazard ratio, ohuméaar

intrauterine growth restriction, emakasisene kasvupiirang

kinase insert domain receptor; kinaasi sisemise domeeni retseptor
linkage disequilibrium; geenide aheldatus

long non coding RNA, pikk mittekodeeriv RNA

late onset preeclampsia; hiline preeklampsia

minor allele frequency, minoorse alleeli sagedus

not applicable; mitte kohaldatav

polymerase chain reaction; poliimeraasi ahelreaktsioon
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PE preeklampsia

PIGF platsenta kasvufaktor

ROS reaktiivsed hapnikuliigid

RR relative risk, riskisuhe

sEng lahustuv endogliin

sFlt-1 soluble fms-like tyrosine kinase; lahustuv fms-sarnane tiirosiinkinaas-1
SNP single nucleotide polymorphism, iihenukleotiidne poliiformism

STR short tandem repeats, lihikesed tandem kordusjirjestused

VEGF veresoonte endoteeli kasvufaktor



2. SISSEJUHATUS

Igal aastal on preeklampsia ligi 70 000 ema ja 500 000 loote surma pdhjustajaks maailmas
(Rana et al., 2019). Kahjuks preeklampsia tekkemehhanismid ja haiguse tdpne kulg pole tinase

pdevani 16puni teada.

Preeklampsia tekib tavaliselt raseduse hilises faasis ja kdige tavapidrasemateks tunnusteks
peetakse proteinuuriat ja hiipertensiooni. Preeklampsia diagnoos miiratakse juba tekkinud
siimptomite pohjal, kuid nende kaudu ei ole kahjuks vdimalik haigust ennetada. Preeklampsiale
omaste biomarkerite, sealhulgas STRide (short tandem repeats), kindlaks mddramine aitaks

kaasa tulevikus haiguse riski médramisele.

Varasemalt on vélja toodud FLTI geeni iileekspressioon raseduse ajal lootes ning on vilja
pakutud, et sFlt1 (soluble fins-like tyrosine kinase I) valgu suurenenud tase on iiks preeklampsia
tekke ja progresseerumise pdhjuseid. Antud valgu taseme iiles reguleerimise molekulaarset

mehhanismi pole veel aga téielikult vélja selgitatud (Jena et al., 2020).

Esimest korda viidi 14bi antud t66s uuring, kus analiiiisiti nii terve FLTI piirkonna kui ka
eraldiseisvate STRide mdju preeklampsiale. Mitmed varasemad uuringud on viidanud
rs149427560 STRi vdimalikule seosele preeklampsiaga, kuid tulemused ei ole olnud iiheselt
selged (McGinnis et al., 2017; Ohwaki et al., 2020; Yoshizawa et al., 2022). Kéesolevas t60s
anti kirjanduse pohjal iilevaade preeklampsiast ja FLTI geenist ning seni preeklampsiaga
seostatud STRdest. Lisaks analiiiisiti eksperimentaalselt nelja STRi mdju ja seost preeklampsia

riskiga.



3. KIRJANDUSE ULEVAADE

3.1. Preeklampsia

Preeklampsia (PE) on raseduse ajal tekkiv hiipertensiivne ehk kdorgvererdhu haigus, mis
mojutab igal aastal 5-8% naistest kogu maailmas (English et al., 2015). Aastal 2021 oli Eestis
preeklampsia tottu katkenud rasedusi 2,1% (Helle Karro et al., 1992-2021). Sageli on just see
peamine rasedustiisistus ja vOib mojutada nii ema kui ka loodet. Peamised riskifaktorid
preeklampsia tekkeks on varasem PE esinemine perekonnas, eelnev PE, diabeet,
mitmikrasedus, esmasrasedus, preeklampsiaga varasemalt tiisistunud rasedus, iilekaalulisus,

vanus >40 eluaasta ja eelnev hiipertensiooni olemasolu (English et al., 2015).

Preeklampsiat defineeritakse siistoolse vererdhu tousu >140 mmHg, diastoolse rohu tdusuga
kuni >90 mmHg (varasemalt normotensiivsel patsiendil), proteinuuriaga (>300 mg 24-tunnise
kogumise jérel) voi uriinivalgu/kreatiniini suhte jargi (0,3 g/g), péarast 20 rasedusnidalat
(Brown et al., 2018). Lisastimptomiteks voib olla lapse kasvupeetus vdi ema neerude kahjustus,
mis tekib pdrast kahekiimnendat rasedusnéddalat (Phipps et al., 2019). Preeklampsia vdib
kaasneda ka koos kroonilise hiipertensiooniga. Ligikaudu 25% naistel, kellel on eelnev
krooniline hiipertensioon areneb ka preeklampsia. Preeklampsia diagnoos pannakse, kui lisaks
kroonilise hiipertensiooni tunnustele on arenenud naisel ka moni eelpool nimetatud

preeklampsia tunnus (Brown et al., 2018; Rana et al., 2019).

PE-t saab jaotada diagnoosi aja jargi varajaseks PE-ks (diagnoos <34 nidalat) ning hiliseks PE-
ks (diagnoos >34 nidalat) (Poon et al., 2019). Varajase preeklampsia puhul pdhjustab ema
veresoonte ebanormaalne timberkujunemine platsenta vddrarengut, pdletikku, hiipoksiat ning
stinsiititsiotrofoblastide stressi, mis pdhjustab loote kasvupeetust. Hilise preeklampsia korral
pohjustab samuti eelnevalt normaalse platsenta vananemine siinsiilitsiotrofoblastide stressi,
kuid mojutab vihem loote kasvupiirangut (Deyssenroth et al., 2020). Samuti kujuneb hilise
preeklampsia korral haigus pigem kergemaks ja voib piirduda vaid hiipertensiooni ning
proteinuuriaga. Haigus v0ib areneda kiiresti ja viia tdsiste tiisistusteni nagu ema ja loote surm
(Rana et al., 2019). Samuti on varajasel preeklampsial tdheldatud pikaajalisemat moju, kus
stidame-veresoonkonna haigustega seotud surma risk emadel on peaaegu 10 korda suurem,

vorreldes hilise algusega preeklampsia korral (Mongraw-Chaffin et al., 2010).

Tosiste tiisistuste korral vdib preeklampsiast areneda HELLP (hemolysis, elevated liver

enzymes, and low platelets) stindroom, mida iseloomustab hemoliilis, maksaensiitimide



suurenenud aktiivsus ja vereliistakute vdhesus veres. Antud slindroom on preeklampsia kdige

tosisem vorm (Brown et al., 2018).

3.1.1. Preeklampsia tekkemehhanismid

Preeklampsia on tihedalt seotud platsenta toimemehhanismidega. Platsenta on ajutine organ,
mis koosneb trofoblastidest, mis aitavad kaasa toitainete, gaaside ja jadkainete transportimisele
ema ja loote vere vahel (Gude et al., 2004). Kui normaalse raseduse korral suureneb arterite
iimberkujundamisel platsenta 14bivool, siis preeklampsias on see osaliselt puudulik. Juhul, kui
raseduse ajal on avastatud platsenta hiipoksia nditab see, et platsenta hapnikutaseme
regulatsioon ei toimi korrektselt (Sasagawa et al., 2021). Hiipoksia tagajérjeks on veresoonte
ahenemine ning tulemuseks on kehaosa vere juurdevoolu vdhenemine. See viib omakorda
ebanormaalse platsentatsiooni ja platsenta veresoonte haigusteni, mis vdivad pohjustada
rasedusega seotud tiisistusi, seejuures ka preeklampsiat. (Jim & Karumanchi, 2017; Rana et al.,

2019; Tomimatsu et al., 2019).

PE etioloogia pole veel 10plikult selge, kuid on teada, et selles mingib suurt rolli platsenta
talitlushdire. Suuresti on see seotud spiraalarteri imberkujunemisega ja lahustuva fms-sarnase
tiirosiinkinaas-1 (sFlt-1), vaskulaarse endoteeli kasvufaktori (VEGF) retseptori VEGF retseptor

1 (VEGFR) lahustuva vormi, liigse vabanemisega (Jena et al., 2020).

Preeklampsia patogeneesi mehhanism algab platsenta isheemiast, mis indutseerib AT1 (1. tiitipi
angiotensiin-II) autoantikehade moodustumist. See omakorda suurendab Ang-II (angiotensiin-
IT) tundlikust ja ET-1 (endoteliin-1), sFlt-1 (lahustuv fms-sarnane tiirosiinkinaas-1), ROS-de
(reaktiivsed hapnikuvormid) tootmist. sFlt-1 blokeerib VEGF-i (veresoonte endoteeli
kasvufaktor) seostumiste, et kaitsta loodet liigse VEGF-i toksilisuse eest. Selle tagajargedeks

on endoteeli diisfunktsioon ja neerude kahjustused (Joonis 1) (Jena et al., 2020).



i_}\-/\)) Platsenta isheemia

AT1 autoantikehade
sFlIt-1, sEng, ET-1 ning pdletiku niitajate tootmine
edasine suurenemine ,}uQ A )k Jk
) veor Endoteeli diisfunktsioon oood >t I oo  Antikehad
— 1000 LTIT seonduvad AT1
% sFit-1 Téusnud vaba VEGF-I tase aitab eraldada OO b‘lz;;v'ctv(”\ A retseptoritega
sFlt-1, et kaitsta VEGF-i toksilisuse eest -

% t % [ ANG-Il tundlikkus

on véimendunud
0.0, .00, 400 -
Q- - 1 Suurenenud ET-l, sFlt-1 ja
OO0~ OOO0O0™000 ROS-I tase

Normaalne Preel " .
1 Hiipertensioon

Joonis 1. Platsenta isheemia indutseerib AT1 autoantikehade moodustumist. See omakorda
suurendab Ang-II tundlikust ja ET-1, sFlt-1, ROS-de tootmist. sFIt-1 blokeerib VEGF-i
seostumise. Tagajirgedeks on endoteeli diisfunktsioon ja neerude kahjustused (Jena et al.,
2020). ATI, 1. tiiipi angiotensiin-II; Ang-II, angiotensiin-II; ET-1, endoteliin-1; sFIt-1,
lahustuv fms-sarnane tiirosiinkinaas-1; ROS, reaktiivsed hapnikuliigid; VEGF, veresoonte
endoteeli kasvufaktor; KDR, Kinase insert Domain Receptor; sEng, lahustuv endogliin.

3.1.2. Pikaajalised tiisistused preeklampsiat podevatel naistel

Enam ei pea paika arvamus, et preeklampsia on iseenesest taanduv seisund, isegi kui koik
rasedusel tekkivad siimptomid kaovad platsenta irdumisel siinnitusel. Aina rohkem saadakse
juurde epidemioloogilisi andmeid, mis niitavad olulisi pikaajalisi kardiovaskulaarseid,
metaboolseid, neerudega seotud probleeme ning esineb isegi surmasid. Tagajirjed vdivad
tekkida aastakiimneid pérast preeklampsiat. On leitud, et preeklampsia v3ib soodustada haigete
emade jarglastel siidame-veresoonkonna haiguste teket tdiskasvanueas. Haiguse pddemine vdib
jatta jarglaste kopsuvereringesse piisiva defekti, mis hiljem elus voib stressi korral pdhjustada

siidame-veresoonkonna haigusi (Jim & Karumanchi, 2017).
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Tabel 1. Preeklampsiaga kaasnevad riskid ema hilisemas elus.

Risk Kirjeldus Riskisuhe Viide
(CI 95%)
Krooniline Hiipertensioon raseduse 3.7 (2.7-5.1) (Bellamy et al., 2007)
hiipertensioon ajal suurendab ka

tulevikus hiipertensiooni

riski.
Isheemiline 2.16 (1.9-2.5) (Bellamy et al., 2007)
Siidame- siidamehaigus
veresoonkonna Stidameatakk 1.8 (1.5-2.3) (Bellamy et al., 2007)
haigused
Venoosne 1.8 (1.37-2.3) (Bellamy et al., 2007)
tromboembolism emal
Neeruhaigused Keskmine albumiini 4.7 (3.6-6.1) (Vikse et al., 2008)
eritumise maiar on 3-5
aastat pérast slinnitust
oluliselt korgem,
vorreldes normiga.
Ainevahetushdired Oht diabeedi tekkeks. 3.68 (3.04-4.46)* (Jim & Karumanchi,
2017)
Surmaoht Varajast preeklampsiat 1.5 (1.1-2.1) (Bellamy et al., 2007)

pddenud  naistel on

suurem surmarisk.

2 Artiklis raporteeriti HR (hazard ratio, ohumédr).

3.1.3. Preeklampsia geneetika

Preeklampsia ja perekondade omavahelist seost mainiti kirjanduses juba aastal 1870. See nditab
PE tugevat geneetilist alust. Juhul, kui perekonnas on varem esinenud PE, suureneb sellest
soltuvalt ka naise haigestumine PE-sse. Erinevate perekondade populatsiooniuuringud niitavad
selget preeklampsia tilekandumist mitmete pdlvkondade kaupa (Yong et al, 2018).
Preeklampsiat pddenud naiste tiitardel ja ka poegade partneritel on omakorda kdrgenenud risk

PE tekkeks raseduse ajal (Ardett et al., 2001; Skjerven et al., 2005). Norras ldbiviidud uuringus
11



kasutati riikliku stinniregistrit, mis nditas, et preeklampsiat pddenud rasedate naiste tiitardel
suurenes enda haigestumise risk 2,2 korda. PE-ga rasedusest siindinud mehed suurendasid
partneri haigestumist 1,5 korda. Isegi normotensiivse rasedusega siindinud ddedel, kelle ded-
vennad olid pddenud PE-d, oli kaks korda suurem risk haigestuda PE-sse (Yong et al., 2018).
PE esinemissagedust mdjutavad suuresti ka rass ja etniline kuuluvus. Naiteks on Aafrika-

Ameerika naistel suurem risk preeklampsia tekkeks kui valgetel naistel (Shahul et al., 2015).

PE-1 on keeruline geneetiline alus, mida ei saa seletada ainult lihtsa Mendeli pdrandumisega.
PE paérilikkus on hinnanguliselt vahemikus 31% kuni 54% (Staines-Urias et al., 2012). Ligi
pooled PE-t pdhjustavatest teguritest on tingitud ema geneetikast. Ulejisinu moodustab

platsenta geneetika (Yong et al., 2018).
PE geneetilise tausta médramisel on kolm olulist aspekti:

1. Tuvastatud geene saab kasutada kliiniliste biomarkeritena, et tuvastada korge PE riskiga

naisi soeluuringu abil ning pakkuda varajast ravivoimalust ja jalgimist.

2. Geenide toimimise mdistmine annab uued teadmised seni arusaamatuks jddnud PE

pohjustest.

3. Potentsiaalsed uued ravimeetodid vodivad tuleneda PE paremast patogeneesi
mdistmisest. See leevendab haiguse riski ja minimeerib selle mdju tulevastele

polvkondadele (Yong et al., 2018).

PE-i geneetilisi uuringuid on raskendanud siiani vastuolulised tulemused ja korratavuse
puudumine, kuna geneetilisi seoseid otsitakse paljudest populatsioonidest. Esimeseks
probleemiks on see, et teadmised PE etioloogiast ja patofiisioloogiast ei ole piisavad ning see
mdjutab kandidaatgeenide valikut analiiisimisel. Siiski on osaliselt aidanud kogu genoomi
hdlmav lahenemisviis, mis on parandanud selektsiooniprotsesse ja voimaldanud tuvastada uusi
kandidaatgeene, nagu STOX! ja ACVR2A. Teiseks probleemiks on erinevate populatsioonide
erinev geneetiline taust. Toendoliselt leidub erinevaid pdhjuslikke geenivariante, mis
vihendavad pohjuslikku geenivariandi uuringu korratavust. Lisaks tekitavad segadust
voimalikud valepositiivsed tulemused, mis tekivad, kui uuringutel on kasutatud véikest valimit

(nt. 15-124 perekonda) (Yong et al., 2018).

Vottes arvesse PE keerukust, on suure tdendosusega tegemist mitmete geenidega, kus neil
koikidel on vdike mdju mitmest funktsionaalsest rajast. Sellest ldhtuvalt saab jareldada, et PE
geneetilise panuse kindlakstegemisel on vaja suurt valimit ja selle saavutab ainult iilemaailmne

koostd6 tépselt miiratletud proovidega (Gray, Kovacheva, et al., 2018; Yong et al., 2018).
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Preeklampsia uurimiseks kéib pidev t66 uute kandidaatgeenide otsimisega. Peamised geenid,
mida siiani on PEga seotud, nditeks FLTI, MTHFR, AGT, F5, NOS3. MTHFR geen asub
homotsiisteiinirajas, AGT on vererdhu reguleerija, F5 on osa verehiiiibimisrajast ning NOS3
omab olulist rolli veresoonte laienemisel (Abbasi et al., 2020; Wang et al., 2020; Zhang et al.,
2016). Hiljuti aga avaldati McGinnis jt. poolt GWAS (lilegenoomne assotsiatsiooniuuring)
artikkel, mis oli esimesi artikleid, kus keskenduti loote genoomi variantide seosele
preeklampsiaga. Antud artiklis tuvastati 13. kromosoomis FLT! (Fms-like tiirosiinkinaas 1)
geeni ldhedal assotsiatsioonisignaal. See GWAS-i leid annab veenvaid tdendeid selle kohta, et
muutused FLTI lookuse liheduses inimese loote genoomis on pohjuslikud preeklampsia

arengus (McGinnis et al., 2017).

3.1.4. FLTI geen ja selle isovorm sFlt-1

FLTI geeni ekspresseeritakse raseduse ajal peamiselt loote trofoblastides ning selle
ekspressiooni tase on preeklampsia puhul vordlemisi kdrge. On leitud, et FLTI kodeerib
transmembraanset tiirosiinkinaasi retseptorit Flt-1te, mis vahendab angiogeneesi iihendades
omavahel veresoonte endoteeli kasvufaktori (VEGFA) ja platsenta kasvufaktori (PIGF).
Alternatiivse splaissingu tulemusel toodetud proteiin sFlt-1 (soluble fims-like tyrosine kinase 1),
lahustuv vorm, mis jouab lébi platsenta ema vereringesse, antagoniseerib angiogeneesi (Block
& Biller, 2014). sFlt-1 toimib peibutusretseptorina, mis eraldab VEGFi ja takistab rakusisese
signaaliiilekande algust. Uldiselt on sFlt-1 ema organismis viihe ekspresseeritud ning raseduse
ajal ndhtavad ekspressiooni muutused on tdenéoliselt platsenta péritolu. Seetdttu on laialdaselt
aktsepteeritud, et tsirkuleeriva sFIt1 suurenenud tase voib aidata kaasa preeklampsia tekkele ja
progresseerumisele, antagoniseerides VEGFi ja PIGFi aktiivsust (Joonis 2), mille tulemuseks
on ema endoteeli diisfunktsioonist tingitud hiipertensioon ja proteinuuria (Jim & Karumanchi,

2017; Sasagawa et al., 2021).

Korge sFlt-1 ja madal PIGF kontsentratsioon ema veres on iiks varajase preeklampsia
markeritest. Antud valgu kdrgenenud tase mdjutab VEGF/PIGF suhet (Jim & Karumanchi,
2017). Siiski ei ole preeklampsia korral sFlt-1 {ilesreguleerimise aluseks olevat molekulaarset

mehhanismi veel tdielikult vilja selgitatud (Jena et al., 2020).

Vilja on toodud ka, et neeru kapillaaride endoteel on vdga tundlik VEGF-i suhtes, mis on
vajalik neerude filtreerimisvdime sdilitamiseks. See vOib selgitada, miks preeklampsiast
pOhjustatud neerufunktsiooni hdired (proteinuuria ja hiipertensioon) on haiguse oluline ja

varajane marker (Block & Biller, 2014). On ka tdendeid, et FLT1 poliimorfismid on tugevalt
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seotud hilise preeklampsiaga, mis viitab sellele, et trofoblastide funktsioon on samuti oluline

(McGinnis et al., 2017).

Juba varem mainitud McGinnis jt. uuringus leiti seos FLT1 geeni ldhedal asuvate kahe SNPga
(rs4769613, 1s12050029) ja pdgusalt mainiti ka STR rs149427560 seost preeklampsiaga, kuigi
edasistesse uuringutesse seda ei kaasatud (McGinnis et al., 2017). Ka teistes hilisemates
uuringutes on kinnitatud STR rs149427560 lithema fragmendi (474/476; 474 kui lithem alleel)
pikkuse seost preeklampsiaga ning vilja on toodud ka rs149427560 homosiigoodi (476/476)
seos MG828507 IncRNAga (Ohwaki et al., 2020; Yoshizawa et al., 2022).

Antikoagulandid ja
vasodilateerivad tegurid

Terved endoteelirakud

Terve platsenta Veresoon

|

Prokoagulandid ja
vasokonstriktsioonifaktorid

“‘-‘-— )

Mittefunktsionaalsed
— endoteelirakkud —

Veresoon

Platsenta
preeklampsia korral

Joonis 2. Terve platsenta korral saavad antikoagulandid ja vasodilateerivad tegurid kinnituda
endoteeli rakkudele, mis tagavad organi normaalse talitluse. Preeklampsia korral kinnitub sFIt-
1 enne PIGFi ja VEGFiga, kui need endoteelirakkudeni jouavad. Seetdttu nad enam Flt-1-ga
kinnituda ei saa ning tulemuseks on mittefunktsionaalsed endoteelirakud ja organi
diisfunktsioon (Gray, Saxena, et al., 2018). Rohkem koguneb prokoagulante ja
vasokonstriktsioonifaktoreid. FLT1, geen; sFlt-1, Flt-1 isovorm, PIGF, platsenta kasvufaktori;
VEGF, veresoonte endoteeli kasvufaktor.

3.1.5. Preeklampsia ravi ja ennetamine

Ténapédeval on ainus 10plik ravivoimalus loote siinnitamine, kuigi kéib pidev t66 uudsete
ravimeetodite véljatootamisel, mis tunduvad paljutdotavad (Phipps et al., 2019). Raseduse
esimestel trimestritel viiakse ldbi kiill loote sdeluuringud, kuid nende uuringute abil ei ole

voimalik preeklampsia tépset teket kahjuks ennustada. Uuringud ei tuvasta preeklampsia teket,
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kuid suudavad siiski ennustada ema riskifaktoreid, mille pdhjal méératakse ravimid, mis
hoiavad dra varajase preeklampsia tekke ja leevendavad preeklampsia tunnuseid (Brown et al.,

2018).

ASPRE (Combined Multimarker Screening and Randomized Patient Treatment with Aspirin
for Evidence-Based Preeclampsia Prevention) uuringus avastati, et aspiriin vdhendab
mérkimisviérselt enneaegse PE esinemissagedust (Shen et al., 2021). Ka teistest uuringutes on
ndidatud, et aspiriini manustamine aitab dra hoida preeklampsiat ja emakasisest kasvupiirangu
(IUGR ehk Intrauterine growth restriction) esinemissagedust (Jim & Karumanchi, 2017; Rob-
erge et al., 2018). Kahjuks ei ole avaldatud uuringuid, mis niitaks aspiriiniravi kasulikku moju,
kuid korge haigestumise riskiga naistel soovitatakse votta siiski raseduse viltel vidikestes

kogustes aspiriini (Phipps et al., 2019).

Téhtsaks peetakse ka magneesiumi manustamist. Tihti vdivad patsienti vaevata krambihood,
mille tdpne patogenees on ebaselge. Enamjaolt esinevad need eklampsia puhul, kuid vdivad
kaaseneda ka preeklampsiaga. Krampide drahoidmiseks manustatakse magneesium sulfaati,
mis on tdhus ja aitab kaasa loote neuroprotektsioonile, kuid mille toimemehhanism teadmata

(Brown et al., 2018; Jim & Karumanchi, 2017).

Uuritud on ka erinevate antioksiidantide ravivdimalusi preeklampsiale. PE ennetamisel C- ja E-
vitamiini kasutamine oksiidatiivse stressi allika leevendamiseks ei ole andnud tShusaid
tulemusi (Phipps et al., 2019). Samuti on uuritud statiinravi, mis parandab veresoonte
funktsiooni ning vdhendab sFlt-1 produktsiooni. On leitud, et statiinravi kasutamine voib
haigust norgendada ja vihendada ema ning loote kahjulikke tagajérgi. Neid on kasutatud

vihestes loommudelites, kuid need on andnud paljulubavaid tulemusi (Phipps et al., 2019).

3.1.5.1. sFIt-1 kui terapeutiline sihtmérk

Uheks preeklampsia ravimeetodiks on sFlt-1 kasutamine terapeutilise sihtmirgina. Mitmeid
viljatootamisel olevaid ravimeetodeid, mis on véljatootamisel, suunatakse just sFlt-1-le. Need
hdlmavad niiteks rekombinantnse sFlt-1 ligandi rPIGFi infusioone ning tsirkuleeriva sFIt-1
eemaldumist verest. Mdlemad mehhanismid potentsiaalselt leevendavad ema haigust ning

pikendavad rasedust (Lemoine & Thadhani, 2019).
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3.2. Mikrosatelliidid kui geneetilised markerid

Umbes 3 miljoni nukleotiidi hulgas inimese genoomis on piirkondi, kus asub mitu lithikeste
korduvate jirjestuste koopiat. Igal indiviidil esineb erinev arv kordusi. Selliseid piirkondi
nimetatakse "lithikesteks tandemkordusteks" (STR, short tandem repeats) (Shbair et al., 2021).
Mikrosatelliidid on korduvad DNA jérjestused, mille pikkuseks on tavaliselt 1-10 aluspaari
ning katavad hinnanguliselt umbes 3% inimese genoomist (Dumbovic et al., 2017). STRid
koosnevad iildiselt mittekodeerivast DNAst ega ole geenide osad. Peamiselt kasutatakse neid

geneetiliste markeritena, et jélgida geenide parandumist perekondades (Shbair et al., 2021).

Enam kui 25 pirilikku haigust on pdhjustatud STR ebastabiilsest laienemisest. Kiisimusele,
miks osad STRid on vastuvdtlikud patoloogilisele laienemisele samas kui tuhanded tilejdédnud
STRid on suhteliselt stabiilsed, pole siiani vastust leitud. Tervetel inimestel on kiimneid
tuhandeid STRe kogu nende genoomis. Normaalse pikkusega STRid on iildiselt stabiilsed, kuid
viike osa neist voivad ldbida mitoosis jdrsu korduste arvu laienemise ning jouda
mutatsioonieelsele vOi haiguspdhjusliku  korduste arvuni. Peamised haigused, mille
pohjustavad STRid on néiteks Fragiilse X-i siindroom, Huntingtoni tobi ja Friedreichi ataksia.
Patsiendid kannatavad mitmesuguste stimptomite all nagu néiteks siidamerikked, drevus, madal

IQ, hingamisraskused, krambid vms (Sun et al., 2018).

Mikrosateliidid paiknevad tavaliselt intergeenses jérjestuses ilma ilmselge funktsionaalse
tahtsuseta ning eeldatakse, et selle korduse spetsiifilised alleelid vdivad olla aheldunud
ldhedalasuva poliimorfismiga, mis mdjutab haiguse vastuvotlikkust. Korea rahvastikus uuriti
FLTI geeni 3’ otsas korduvat dinukleotiidi (TG), (asukoht; chr13:28300509-28300557)
poliimorfismi preeklampsiaga patsientidel. Kuid FLT1 (TG) » poliimorfismi alleeli sagedused
ei olnud seotud Korea naistes preeklampsia tekkega (Kim et al., 2008). Yoshizawa jt. avaldatud
artiklis uuriti MG828507 IncRNA seost STR rs149427560-ga ning tiheldati, et homosiigootide
(476/476) proovid preeklampsia korral néitasid oluliselt kdrgemat MG828507 ekspressiooni
taset (p<0,05) (Yoshizawa et al., 2022). Antud STR voib toimida ekspressioonikvantitatiivsete
tunnuste lookusena (eQTL) ja seeldbi mdjutada FLT geeni ekspressiooni muutust. Antud geeni
ekspressiooni muutus voib pdhjustada suuremat preeklampsia toendosust (McGinnis et al.,

2017; Ohwaki et al., 2020; Yoshizawa et al., 2022).

Vottes arvesse FLT1 geeni olulist rolli raseduse ajal, vdivad olla selle geeni funktsionaalsed
poliimorfismid potentsiaalselt olulised geneetilised markerid preeklampsia puhul (Kim et al.,

2008; Turecki et al., 1998).
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3.3. Meetodid STRide tuvastamiseks

Erinevate STR variantide tuvastamiseks on kasutusel mitmed meetodid. Meetod valitakse
vastavalt informatsioonile, mida soovitakse teada. Iga meetodi puhul esineb nii eeliseid kui
puuduseid. Tabelis 2 on vilja toodud erinevate meetodite omavaheline vordlus. Kdige kiirem
ja odavam on PCR meetod, millega saame teada DNA fragmentide pikkuse. PCRs kasutatavalt
agaroosgeelilt ei ole aga vdoimalik eristada véikseid pikkuste erinevusi, mida eeldame FLT]
dinukleotiidvariantide puhul. Sangeri sekveneerimine on mahukam ja aeglasem meetod,
millega saab teada DNA jérjestuse. Sekveneerimisega saame miérata erinevate STRide alleeli
pikkuseid. Kdige téomahukamaks meetodiks on kloneerimine, kuid sellega saab méérata tdpse
haplotiitibi. Kloneerimine on ka kdige kallim meetod, kuna iihe indiviidi kohta on vaja
sekveneerida vihemalt 10 klooni, et kindlustada mdlema alleeli esinemine kloonides. Vorreldes
lihtsa sekveneerimisega, kus indiviidi kohta sekveneeritakse vaid iiks proov. Viimaseks on
fragmentanaliilis, mille hind on sarnane PCRga, kuid antud meetodiga saab tuvastada DNA
pikkust ja iithe nukleotiidseid erinevusi. Fragmentanaliilis on hea meetod viikeste pikkuste

eristamiseks ning sellepdrast on see hea ka FLT dinukleotiidvariantide madramiseks.
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Tabel 2. Erinevad meetodid STRde tuvastamiseks.

Meetod Téapsus Vajaminevad Eelised Puudused Hind? Viited
materjalid
PCR + Tuvastab Praimerid, DNA 1. lihtne, kiire, odav 1. praimerite disainimiseks $ (Lynn B.
agaroosgeel fragmendi pikkuse  poliimeraas, DNA 2. vajab viikest on vaja teada DNA Jorde,
nukleotiidid, genoomne kogust DNA-d (ng) jérjestust. n.d.)
DNA, PCR puhver, 2. oht kontaminatsioonile
agaroosgeel-
3. limiteeritud amplikoni
elektroforees
pikkus
Sanger Tuvastab PCR komponendid, 1. saab tuvastada ka 1. veaohtlik $$ (Lynn B.
sekveneerimine fragmendi fluorestseeruva ithenukleotiidseid 2. acglane Jorde,
jérjestuse. mérgisega variante n.d.)
dideoksiinukleotiidid 3. todmahukas
ideoksunukleotiidi 2. saab teada tipse
e el erista indiviidi erinevaid
DNA jéarjestuse
alleele
Kloneerimine Saab teada tépse Endonukleaasid, Vdimaldab eristada 1. vajab DNA-d (ug), $$$ (Lynn B.
koos Sangeri haplotiiiibi. plasmiidid, bakter (kus  indiviidi erinevaid rohkem vdrreldes PCR-ga Jorde,
sekveneerimisega plasmiide alleele n.d.)

2. kallis
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paljundatakse, rakkude

paljunemisel)

Fragmentanaliilis = Tuvastab pikkuse PCR komponendid,

erinevusi juba fluorestsentsméirgisega

alates lihest praimeripaar, kapillaar-

nukleotiidist elektroforees,
pikkusmarkerite
komplekt

1. odav, kiire
Voimaldab eristada
indiviidi erinevaid

alleele

Ei tuvasta tdpset asukohta,

kus muutus on toimunud

$/$$

(ThermoFi
sher
Scientific,

2012)

2 Erinevate analiiiside 1dbiviimise kulukuse vordlus.
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4. PRAKTILINE OSA

4.1. To6 eesmargid

T66 lildine eesmirk on anda detailne tilevaade FLT/ geeni DNK-rikka (dinukleotiidkorduste)
regulaatorala haplotiilipide esinemisest preeklamptilistes platsentades. To6 spetsiifilisemad

eesmirgid on:
a) anda iilevaade preeklampsiast ja FLT geeni mdjust selle riskile;

b) tuvastada indiviidide tidpse haplotiiibi modju preeklampsia riskile ning FLTI

ekspressioonile.
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4.2. Materjal ja metoodika

4.2.1. Uuringu disain

Antud t66 pohineb varasemalt Triin Kikase poolt juhendatud uuringul, mille eesmérk oli
tuvastada FLT1 geeni regulaatoralas olevaid dinukleotiidi korduseid (Oder, 2021). Eelnevalt on
fragmentanaliitisil (Chr13:28,531,348-28,531,969) tuvastatud neli erineva pikkusega fragmenti
(621, 623, 625 ja 627) 43 indiviidi seas. Varasema to60 autor Annette Oder todtas vilja to6voo
antud piirkonna sekveneerimiseks ning tuvastas 12 indiviidil tdpse haplotiiiibi. Varasemalt
tehtud 12 sekveneerimisele analiiiisiti lisaks 31 indiviidi ja koik indiviidid kaasati edasistesse

analiilisidesse. (Joonis 3)

é 3 = REPROMETA platsenta proovidest eraldatud DNA )
- = Fragmentanaliiiis
Fragmentanaliliis »  Kokku analiiisiti 43 indiviidi
(PhD Triin Kikas) = Tuvastati neli erineva pikkusega fragmenti (625, 623, 627 ja 621)
\ < J
( N N A )
= Tootati vilja toovoog, et tuvastada FLTI geeni regulaatoralas paiknevaid
To6voo vilja tootamine dinukleotiidseid variatsioone;
(Annette Oder) = Disainiti PCRi praimerid,
= Kasitleti 12 indiviidi
\ < Y,
Tépse haplotiitibi moju = PCR (n=31)
tuvastamine = Sekveneerimine (n=31)
preeklampsias = Kasitleti 12+31 indiviidi
s J
( ‘5 = Analiiiis programmiga GraphPad )
Andmete statistiline )l?f riiytg:iembergl tasakaal
analiitis = Lineaarne regressioon
\ ), J

Joonis 3. Metoodiline tdoskeem teostatud etappidest.

4.2.2. Valim

Uuringus kasutati proove REPROMETA ehk “REPROgrammeeritud loote ja/vdi ema
METAbolismi” andmekogust. Valim koguti aastatel 2006-2011 koostdds SA Tartu Ulikooli
Kliinikumi Naistekliinikuga. REPROMETA valim sisaldab perekondade (n=366) bioloogilist
informatsiooni ning uuringus keskenduti rasedusaegsetele tiisistusele. Peamisteks
rasedusaegseteks tiisistusteks olid preeklampsia, gestatsioonidiabeet ja gestatsiooniaja kohta
liiga vidikesed voi suured vastsiindinud. Valimis olevad indiviidid, on jaotatud alagruppideks

siinnikaalu ning raseduskomplikatsiooni puudumise/olemasolu alusel. Normaalsel rasedusel
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puudusid hilised raseduskomplikatsoonid ning vastsiindinu kaal méérati >10 ja <90 protsentiili

kasvukoOvera alusel.

Kodik uuringus osalejad kinnitasid oma ndusolekut kirjalikult. Uuring on kinnitanud Tartu
Ulikooli inimuuringute eetikakomitee poolt (volitus no. 146/18, 27. veebruar, 2006; 150/33, 18.
juuni, 2006; 158/80, 26. mérts, 2007; 221/T-6, 17. detsember, 2012; 286/M-18, 15. oktoober,
2018). Uuring viidi 14bi vastavalt Helsingi deklaratsiooni juhistele. Hiljuti on antud valimit

kirjeldatud jargnevates toodes: Kikas jt, 2019; Sober jt, 2015.

Kiesolevas t60s kisitletakse koiki 43 indiviidi, kellest 23 on preeklamptilise rasedusega ning
20 normaalse rasedusega. Vastsilindinute ning ema kliiniliste parameetrite kirjeldus on toodud

tabelis 3.

4.2.2.1. FLTI geeniekspressiooni andmed

FLTI geeni ekspressiooni andmed parinevad varasemalt avaldatud uuringust, kus teostati FLT1
ekspressiooni médramine nii RNA sekveneerimisel (FLT/Irnaseq) kui RT-qPCRiga

(FLTIrtqpcr) (SOber jt, 2015).

RNA sekveneerimine viidi 14bi Soome molekulaarse meditsiini instituudi (Finnish Institute of
Molecular Medicine; FIMM) sekveneerimise osakonna poolt, kasutades Illumina HiSeq 2000
platvormi. Analiitisis kasutati normaliseeritud lugemite arvu proovi kdigi lugemite suhtes. RT-
qPCR wviidi lébi eeldisainitud TagMani geeniekspressiooni praimeritega. Koigis katsetes
kasutati kontrollina majapidamisgeeni Ubiquitin C (UBC). Ekspressiooni mddramiseks kasutati

suhtelise CT meetodit.

Antud t60s kasutati 13 indiviidi ekspressiooniandmeid. 13 indiviidil oli saadaval FLTIrtqpcr
andmed ning neist 12 indiviidil FLTI/rna andmed (Sober, Reiman, Kikas, Rull, Inno, Vaas,

Teesalu, Marti, et al., 2015).
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Tabel 3. Emade ja laste valimi parameetrite keskmised véértused.

Uhik  Norm PE P-viirtus®
Emade parameetrid
Vanus aasta 28,1+ 6.4 27,1173 0,67
Pikkus cm 166,2+6,6 167,6+4,9 0,41
Kaal kg 65,6£14,5 71,3+14,7 0,21
Gestatsiooniaeg pdev  274,1£7.5 244+21,0 <0,0001
Keisrildige/vaginaalne n 1/3/16 18/5 0,0001
stinnitus
(erakC/planC/vag)

Vastsiindinute parameetrid

Stinnikaal g 3511,15+447,45 2162,27+738,53  <0,0001
Sugu (N/M) n 9/11 11/12 0,85
Stinnipikkus cm 50,35+1,65 45,1+£3,82 <0,0001
Platsenta kaal g 544,53+139,23  544,53+£104,43 0,0009
Ponderaal indeks kg/m?  2,75+0,26 2,42+0,34 0,0016

Norm, normaalne rasedus; PE, preeklamptiline rasedus; erakC, erakorraline keisrildige; planC,
planeeritud keisrildige; vag, vaginaalne siinnitus.

a P-vidrtus, mis on leitud Student T-testiga (pidevad tunnused), y? testiga.

4.2.3. FLTI DNK-rikka ala PCR

Antud uurimistoos viidi 1abi PCR FLTI DNK-rikka ala amplifitseerimiseks (n=31). To0s
kasutatud to6voog oli disainitud Annette Oderi poolt bakalauruse t66 raames (Oder, 2021).
Varasemalt viljatootatud PCR t66voo protokoll on vilja toodud tabelis 4 ja programm joonisel

4. PCR produkti olemasolu kontrolliti 2% agaroosgeelil (0,5x TBE).
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Tabel 4. PCR praimeritega.

Reagendid Kogus (ul) 25ul kohta
DNA 1 (50ng/ul)

Solis Biodyne HOT 0,2 (U/ul)

FIREPol Taq DNA

poliimeraas

Thermo Scientific MgCl, 2,5 (25mM)
Solis Biodyne dNTP 2,5 (20mM)

Solis Biodyne 10x 2,5
reaktsiooni puhver

(NH4)SO,-ga

Vasak praimer 1 (10 uM)
Parem praimer 1 (10 uM)
Vesi 14,8
Algne denaturatsioon ~ 95° 15 min
Denaturatsioon 95°¢ 20 sek -
Praimerite seondumine 47° 30 sek
Ekstensioon 720 50 sek i
Inkubatsioon 720 10 min B
Siilitamine 40

Joonis 4. PCR2 praimerite PCR programm.

4.2.4. Sekveneerimine

Proovid sekveneeriti (Chr13:28531334-28532146; n=31) Tartu Ulikooli genoomika instituudi

tuumiklaboris, kasutades keerulise matriitsi sekveneerimist. PCR produktile teostati enne
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sekveneerimist ka SAP/exo tootlus. Sekveneerimistulemuste vaatlemiseks ja analiilisimiseks

kasutati SnapGene programmi (versioon 6.2.1).

4.2.5. Statistiline analiiiis

Kahe olulisema STRi jaoks arvutati HWE (Hardy-Weinbergi tasakaal). Fragmendi pikkuse

seost normaalse ja preeklamptilise rasedusega analiitisiti kasutades ¥ testi.

Fragmendi pikkuse seose uurimiseks FLT/ geeni ekspressiooniga viidi ldbi T-test ning

lineaarne regressioon.

Koik statistilised analiitisid teostati programmiga GraphPad Prism (v9.5.1). Statistilise olulisuse

maédraks peeti p<0,05.

4.3. Tulemused

4.3.1. DNK rikka piirkonna iseloomustus

Sekveneeriti FLTI geeni lahedal asuv DNK-rikka ala piirkond, mis sisaldab 4 STRi
(rs149427560; 1s58800262; rs138006164; 1s200749017) (Joonis 5). Antud piirkonna
sekveneeritava DNK-rikka ala piirkonna referents pikkuseks oli 480 bp. Vdimalikud saadud
alleelid olid liihike (476/478, n=14) ja norm (480/482, n=72 ). Sekveneerimine dnnestus kdigil
indiviididel (n=31, 100%). Sekveneerimistulemuste kattuvus fragmentanaliilisist saadud
tulemustega oli 93,02%. Kolm indiviidi ei olnud vastavuses fragmentanaliitisiga (indiviidi ID
N133, N140 ja N159). Sekveneerimistulemusi analiiiisides tuvastati muutused, mis viitavad
kahe eri pikkusega alleeli olemasolule, fragmentanaliilisiga tuvastati aga ainult iiks pikkus.
Lisaks tuvastas sekveneerimine, et kolmel indiviidil (N182, N215, P727) on toimunud rohkem
kui iiks korduste arvu muutus analiiiisis olevatest STRidest. Kasutades fragmentanaliiiisi saab
jdreldada, et muutused on kdigil kolmel toimunud sama kromosoomi peal. Kuna indiviidid,
kellel oli toimunud samal ahelal nii lihenemine kui pikenemine nditas fragmentanaliiiis

normaalset pikkus.

Antud t66s kasutatud valimis on rs149427560 sagedus korgem kui iildpopulatsioonis.
Voimalik, et selle kdrgem sagedus on tingitud PE-st, mis on meie valimis sagedasem kui
tavaliselt iildpopulatsioonis vdi viiksest valimist. Uldine populatsioon on heterogeensem grupp
ja holmab rohkem terveid inimesi (Tabel 5). Kdige sagedasemad uuritud variantidest on

rs149427560 ja rs58800262 (MAF 8,1%; 8,1%, vastavalt populatsioonis 4,0%; 8,6%).
25



Variantide rs138006164 ja rs200749017 esinemissagedused osutusid antud t66s kasutatud

valimis liiga madalaks, et kaasata edasistesse analiiiisidesse.

4.3.2. Fragmendi pikkuse seos preeklampsia riskiga

Labiviidud t606s analiiiisiti omavahel fragmendi pikkuse, rs149427560 pikkuse ja rs58800262
pikkuse seost preeklampsia ja normaalse rasedusega. Vorreldes iildist fragmendi pikkust
preeklamptilise ja normaalse platsentaga leiti, et lithikest alleeli (fragmendi pikkus 476/478)
esineb PE grupis poolteist korda enam kui normaalses platsentas (n=9 (19.6%) vs. 5 (12.5%),

vastavalt), kuid statistilist olulisust nende vahel ei esinenud (3 test, P=0,38). (Joonis 6A)

Samuti vaadati seost rs149427560 liihenenud (5) ja normaalse alleeli variandi (6) ning
rs58800262 lithenenud (8) ja normaalse alleeli variandi (9/10) seost preeklamptilise ja
normaalse platsentaga (Joonis 6B-C). Statistiliselt olulist erinevust nende kahe grupi vahel ei

esinenud.

Testiti, kas ka rs4769613 mdjutab DNK-rikka ala pikkust, kuna varasemalt on McGinnis jt.
artiklis vélja toodud SNP rs4769613 seos preeklampsiaga. Analiiiisi 14biviimisel vOeti arvesse
minoorse alleeli esinemist ja fragmendi pikkust ning selle ldbiviimisel selgus, et omavaheline

seos neil puudub (3 test, P=0,50).
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Sekveneeritud DNK-

FLT1 rikas ala 480bp
i I . |
I ! |

rs149427560 rs138006164 15200749017 rs58800262 rs4769613
(GT)5G/(GT)6G  (GTMG/GT)SG  (GT)3G/AGT)4G  (GT)8G/GT)9G/(GT)10G T/C
~36,6kb ~36,8kb ~37,4kb ~37,4kb ~ 70kb

Joonis 5. Nelja STRi (rs149427560; rs58800262; rs138006164; rs200749017) ja ithe SNPi
(rs4769613) kaugus FLTI geenist.

Tabel 5. DNK ja kogu regulatoorse piirkonna sagedused antud valimis ning Euroopa
populatsioonis.

Min. MAF Min. MAF2 HWE Pop. Pop.

alleel (%) alleel (%) sagedus® sagedus 2°
rs149427560 (GT)5G 8,14 NA NA p=0,35 4,0% NA
rs138006164 (GT)4G 2,32 NA NA 3,5% NA
rs200749017 (GT)3G 1,16 NA NA 2,5% NA
rs58800262 (GT)8G 8,14 (GT)10G 12,79 p=0,84 8,6% 16,2%
Fragmendi 476/478 15,12 482 9,3 NA NA

pikkus®

Min. alleel, minoorne alleel; MAF, minor allele frequency, minoorse alleeli sagedus; HWE,
Hardy-Weinberg equilibrium, Hardy-Weinberg tasakaal; pop. Sagedus, populatsiooni sagedus,
NA — not applicable, andmed puuduvad.

2 Populatsiooniks kasutati 1000 genoomi projekti CEU (Utah residents with Northern and
Western European ancestry) populatsiooni andmeid Ensembl (v109) andmebaasist.

b Sekveneerimisel tuvastatud DNK-rikka ala pikkus.
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Joonis 6. FLT1 DNK rikka piirkonna (A), rs149427560 (B) ja rs58800262 (C) alleelide jaotus
platsentades kaasuva preeklampsiaga vorrelduna normaalsete rasedustega.
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4.3.3. Fragmendi pikkuse seos FLTI ekspressiooniga

Algselt uuriti genotiiiibi seost FLT! ekspressiooniga, kasutades varasemalt avaldatud FLTI
ekspressiooniandmeid (FLT 1gyaseq ja FLT 1grqpcr, (SOber et al., 2015)). Viidi labi ANOVA
oneway dispersioonanaliiiis uurimaks, kas erinevate genotiilipide puhul esineb erisusi FLT/

ekspressioonis.

Statistiliselt olulisi tulemusi rs149427560 ja rs58800262 genotiilipide ning FLT1gp4seq
(P=0,37, P=0,70, vastavalt) ja FLT1grqpcg andmete vahel ei esinenud (P=0,084; P=0,58,
vastavalt). Siiski tdheldati rs149427560 puhul teatav trendi, kus genotiilibi 5/6 korral esines

madalam ekspressioonitase. (Joonis 7)

T66s analiitisiti ka fragmendi pikkuse seost FLT] ekspressiooniga, et teada saada, kas tlildine
fragmendi pikkus mojutab ekspressiooni taset. Selleks kasutati varasemalt avaldatud andmeid
(FLT1gyaseq Ja FLT1grgpcr, (SOber et al., 2015)). Fragmendi pikkused jagati vastavalt
liihenenud alleeli esinemisele vdi puudumisele. Kuna lithike-liihike (478/478) fragmendi
pikkust esines vaid iliks kord, lisati see lithike-norm (478/480) alla. Kasutades lineaarset
regressiooni, analiiiisiti, kas kahe muutuja, fragmendi pikkuse ja FLTI ekspressiooni, vahel
esineb omavahelist seost. Fragmendi pikkus maéératleti arvuliselt, kus lithenenud alleel oli
maérgitud arvuga tiks ja selle mitte esinemisel kasutati arvu 0. Statistiliselt olulist tulemust ei

leitud (P=0,41, FLT 1gyaseq; P=0,90, FLT 1grgpcr; Joonis 8).

Jargnevalt vOrreldi DNK-rikka ala fragmendi pikkuse seost FLT1 ekspressiooniga alagruppides
eraldi, sest preeklampsiaga indiviididel osutus FLT ekspressiooni tase ootuspdraselt iihtlaselt
korgemaks vdrreldes normaalsete indiviididega. Kasutades T-testi, leiti, et liihike fragmendi
pikkus on preeklampsia grupis seotud madalama FLT1gyaseq €kspressiooniga (P=0,031).
Samuti analiiiisiti FLT1gy4seq €kspressiooni normaalse raseduse grupis, kuid antud kahe
tunnuse vahel statistilist seost ei ole (P=0,61) (Joonis 8). T-testiga analiilisiti ka fragmendi
pikkuse ja FLT1grqpcr Omavahelist seost nii preeklamptilises kui ka normaalses raseduses.

Molemal juhul statistilist seost ei esinenud (P=0,97; P=0,57) (Joonis 9).
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Joonis 7. STRide erinevate alleeli pikkuste vordlus FLTI ekspressiooniga. A ja B vordlevad
1149427560 ja rs58800262 seost FLT1grqpcr ekspressiooniga (ANOVA oneway; P=0,085;
P=0,58). C ja D vordlevad rs149427560 ja rs58800262 seost FLT1gyaseq €kspressiooniga
(ANOV A oneway, P=0,37; P=0,70). FLT1 ekspressiooniandmeid (FLT1gyaseq ja FLT 1grgpcr,
(Sober et al., 2015)).
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FLTI ekspressiooniandmeid (FLT1gyaseq ja FLT 1grgpcr, (SOber et al., 2015)).
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4.4. Arutelu

4.4.1. FLTI DNK piirkonna moju preeklampsiale

Preeklampsia kui haiguse tunnuseid on dokumenteeritud juba ligi 200 aastat ning eelkdige
mdjutab see ema ja loodet (Burton et al., 2019). Preeklampsia tdpseid tekkepdhjuseid ja haiguse
kulgu veel ei teata, kuid haiguse kiire kulg voib viia tdsiste tiisistusteni (Bernstein et al., 2017).
Kéesolevas t60s uuritud geeni FLT! ja selle valgu platsenta isovormi (sFlIt-1) on varasemalt
seotud preeklampsia patoloogiaga. FLTI geeni toodetud valgu sFlt-1 liigne vabanemine tekitab
emadel endoteeli diisfunktsiooni ning on iiks varajastest preeklampsia markeritest (McGinnis

etal., 2017).

Antud t66 eesmirk oli vélja selgitada, kas preeklampsiaga on seotud iildine LT geeni ldhistel
asuva DNK-rikka regulaatorala iildine fragmendi pikkus voi konkreetsete mikrosatelliitide
(rs149427560 ja rs58800262) korduste arv. T66 kdigus viidi 14bi sekveneerimine, mida vorreldi
varasemalt saadud fragmentanaliilisi tulemustega. Antud t66s analiiiisiti nelja erinevat STRi:
rs58800262; 1rs149427560; rs138006164; rs200749017. Uuritud neljast vaid kaks STRi
(rs58800262; rs149427560) osutusid populatsioonis sagedaseks. Ulejianud kaks STRi on harva
esinevad ning tdendoliselt nende panus DNK-rikka ala muutustele ei ole oluline. Mdlema
lahemalt uuritud STRi minoorse alleeli sagedus on vastavalt (CEU) 4% ja 8,6%. Antud t60s
uuritud kahest STRst on iihte (rs149427560) varasemalt seostatud preeklampsiaga ka teistes
artiklites (McGinnis et al., 2017; Ohwaki et al., 2020; Yoshizawa et al., 2022).

Esimest korda uuriti antud t66s nii terve FLT piirkonna kui ka eraldiseisvate STRide mdju
preeklampsiale. Varasemalt ldbiviidud uuringutes on ldhemalt uuritud vaid STRi rs149427560
vOi tervet piirkonda fragmentanaliitisiga (Ohwaki et al., 2020; Yoshizawa et al., 2022). Samuti
ei ole kindel, kas antud toddes teostatud fragmentanaliiiis sisaldas tervet DNK-rikka ala
piirkonda, sest avaldatud artiklis ei mainitud tdpseid koordinaate ega PCRks kasutatud
praimereid (Ohwaki et al., 2020; Yoshizawa et al., 2022).

McGinnis jt. artiklis toodi vélja STR rs149427560 lihema alleeli seos kdrgenenud
preeklampsia riskiga. STR rs149427560 ei saavutanud iilegenoomset statistiliselt olulist
tulemust ning ei valideerunud edaspidises replikatsiooni valimis. Replikatsioonivalimiks
kasutati Soome populatsiooni ning STRi rs149427560 asemel uuriti sellega korges LDs
(r>=0.88) olevat SNPi rs4769613 (McGinnis et al., 2017). Antud uuringus saadud tulemusi
vOib mojutada see, et Soome populatsioon on iilejddnud Euroopaga vorreldes geneetiliselt

iisnagi erinev, kuna on ajalooliselt ldbinud populatsiooni pudelikaela efekti. Samuti pole
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uuringus kasutatud SNPide LD 100% , mis vdib mdjutada ka rs 149427560 tegelike genotiilipide

jaotuvust.

Labiviidud uuringus selgus, et kahe pdohjalikumalt analiiiisitud STRi alleelisagedused ei ole
olulised PE tekkel. Siiski néhti trendi iildise fragmendi pikkuse seose uurimisel PE ja normaalse
rasedusega, kus lithemat fragmenti (476/478) esineb preeklampsias rohkem. See vdib olla
seotud PE tekke pohjusega. Eelneva kinnitamiseks oleks vaja viia ldbi katse suurema valimiga.
Statistilist olulisust nende vahel ei esine. 2020. aastal viidi Ohwaki jt. poolt 1dbi uuring
rs149427560 esinemisest Jaapani populatsioonis. Alleelianaliitisis ei leitud seost PE ja NORM
platsentades. Siiski mérgati genotlipiseerimisel, et heterosiigooti (474/476; 474 kui lithem
alleel) esines preeklampsias oluliselt vihem (p<0,05) kui normaalses raseduses (Ohwaki et al.,
2020). McGinnis jt. uuringu ning selle l&biviidud t66 andmete pohjal tehtud eeldus osutus
vastupidiseks Ohwaki jt. (2020) poolt ldbiviidud uuringu tulemustest. Kummaski uuringus
seost alleelisageduste ja PE vahel ei tdheldatud, kuid molemas uuringus ndhti seost lithema
fragmendi pikkuse esinemise ja PE vahel. Kui antud 14biviidud t60s leiti, et lihema fragmendi
esinemine on sagedasem preeklampsias, siis Jaapani rahvastikus esines liihemat fragmenti PE
puhul harvemini. Kuna PE esinemissagedust mojutavad suuresti ka rass ja etniline kuuluvus

vOib vilja toodud erinevus pdhineda just sellel.

McGinnis jt. artiklis toodi esile STRi rs149427560 ja SNPi rs4769613 omavaheline LD
(r>=0.88) (McGinnis et al., 2017). Lébiviidud uuringus SNPi rs4769613 mdju iildisele DNK-
rikka regulaatorala fragmendi pikkusele ei ndhtud. Testiti ka STRide (rs58800262;
rs149427560) ja SNPi (1rs4769613) omavahelist LDi (linkage disequilibrium, ensemble
andmebaas). Tulemuslikku seost nende vahel ei tiheldatud. Seega saab jireldada, et t60s
uuritud STRide potentsiaalne mdju preeklampsiale on individuaalne ning kdik STRid oleks vaja

tulevikus eraldi FLT1 geeni ldhistel tuvastada.

4.4.2. FLTI geeni ekspressiooni seos STRdega

Antud t66s rs149427560 ja rs58800262 alleelitiitipide vordlemisel ekspressioonitasemega

sooviti teada saada, kas minoorsed alleelid mdjutavad FLT1 geeni (FLT 1grgpcr; FLT 1gyaseq)

ekspressioonitaset. Statistiliselt olulist tulemust ei esinenud. Ka Ohwaki jt. uuringus

analiiiisitud STRi 1149427560 seost FLT 1grqpcr geeni ekspressiooniga olulist tulemust ei

taheldatud (Ohwaki et al., 2020). Sellest saab eeldada, et alleelitiiiipide erinevus preeklampsia

vastuvotlikkust ei mojuta. Analiiiisiti ka fragmendi tildise pikkuse seost FLT ekspressiooniga.
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Statistiliselt oluline tulemus esines vaid FLT1gy4seq €kspressioonitaseme ja preeklamptilise
raseduse vahel. Antud seost peaks kontrollima suurema valimiga. Arvesse peaks vOtma, et
meetodid ekspressiooni andmete leidmiseks on vidga erinevad. Sekveneerimise puhul
kasutatakse normaliseeritud, kuid otseseid lugemite arve, aga RTqPCR puhul on kasutusel vaid
suhteline ekspressioon. Antud meetodite skaalad on vordlemisi erinevad, mis vdivad samuti
mdjutada statististiliste testide tulemusi. See v3ib ka selgitada pohjust, miks iihe ekspressiooni

andmestiku (FLT1gp 45¢4) korral leiti seos, kuid teise (FLT 1grqpcg ) puhul mitte.

Yoshizawa jt. artiklis vuriti FLT] geeni timbritseva leiti seos rs149427560 homosiigoodi
(476/476) ja MG828507 IncRNAga, mis asub FLTI geenist lilesvoolu (Yoshizawa et al., 2022).
Lisaks varasemalt margitud rs149427560 seosele IncRNAga on vdimalik, et ka teistel STRidel

on mdju IncRNAdega, kuid seda ei ole seni uuritud.

Uldiselt ei mdjuta konkreetsed STRid preeklampsia riski, kuid esile tdusis trend fragmendi
iildise pikkusega. Sellest tulenevalt oleks edaspidi moistlik ldhtuda fragmentanaliilisist.
Sekveneerimise tulemused aitaksid suurema valimi korral kontrollida fragment analiiiisi
tulemusi. Pohjusteks, miks ldbiviidud uuringus ei kattunud fragmentanaliiiisi ja sekveneerimise
tulemused 100% vodivad olla piirkondade omavaheline erinevus vdi mingi muutuse vdimalik
toimumine alas, mis ei kattunud kahe meetodiga. Kuigi varasemalt on leitud seost PE ja STRide
vahel, siis vOivad erinevused olla tingitud erinevatest populatsioonidest vdi on STRide moju
vordlemisi minimaalne, et védikses valimis seda tuvastada ei ole voimalik. Vottes arvesse
preeklampsia keerukust, oleks edaspidi vaja kindlasti suurendada valimi suurust, et kontrollida,

kas antud tulemused on vastavad ka suurema valimi korral.

34



5. KOKKUVOTE

Preeklampsia tdpseid tekkepohjuseid ja haiguse kulgu veel ei teata, kuid haiguse kiire kulg
voivad viia tdsiste tiisistusteni, sealhulgas nii ema kui ka loote surmani. PE tunnuseid on palju,

kuid koige tavaparasemateks peetakse proteinuuriat ja hiipertensiooni.

Kéesolevas t60s anti kirjanduse pdhjal iilevaade preeklampsia patofiisioloogiast, geneetikast ja
ravimeetoditest. Lisaks anti {ilevaade seni preeklampsiaga seostatud STRdest, FLT geenist ja

vastava valgu toimest preeklampsias.

Eksperimentaalse osa eesmérgiks oli tuvastada nelja STRi mdju ja seos preeklampsia riskiga.
Selleks kasutati sekveneerimist, mis vOimaldas analiiiisida koikide STRide fragmendipikkust
ning neid vorrelda fragmentanaliilisi andmetega. Analiitisimiseks kasutati programmi

GraphPad.

Algselt uuriti nelja STRi, millest kaks osutusid oluliseks (rs58800262; rs149427560). Uuriti
FLTI geeni DNK-rikka regulaatorala fragmendi pikkuse seost PE ja normaalse rasedusega.
Analiitisides ndhti trendi liihema fragmendi pikkuse ja PE vahel, kuid statistilist olulisust nende

vahel ei esine. Antud viite kinnitamiseks oleks vaja suurendada valimit.

Sealjuures uuriti ka fragmendi pikkuse ja alleelitliiipide seost FLTI ekspressioonitasemega.
Statistiliselt oluliseks osutus fragmendi pikkuse ja FLT1gygseq €kspressioonitaseme
omavaheline seos (P=0,03). Vorreldi ka alleelitiilipe ja ekspressioonitaset, et uurida, kas
minoorsed alleelid on seotud ekspressioonitasemega. Leiti, et omavaheline seos puudub. Sellest
saab jireldada, et STRid ldbi iliksteise fragmendi pikkust ei mdjuta. Kui siis on iga STRi mdju

fragmendi pikkusele individuaalne.

Kuigi varasemalt on mérgitud seost preeklampsia ning STRide vahel, siis véikeses valimis voib
olla nende mdju vordlemisi minimaalne. Valimi suurendamine aitaks kinnitada edaspidi antud

t60s saadud tulemusi.
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Occurrence of haplotypes in the dinucleotide repeat-rich regulatory region of the FLT1

gene in preeclamptic placentas

Karita Helde

SUMMARY

Pre-eclampsia is a hypertensive or high blood pressure disease that occurs during pregnancy
and affects 5-8% of women worldwide every year. The exact causes of pre-eclampsia and the
course of the disease are still unknown, but the rapid progression of this condition can lead to

serious complications, including the death of both the mother and the fetus.

In this work, an overview of the pathophysiology, genetics, and treatment methods of pre-
eclampsia were given based on the literature. In addition, an overview was given of the STRs
associated with pre-eclampsia, the FLT/I gene, and the effect of the corresponding protein in

pre-eclampsia.

The aim of the experimental part was to identify the effect and relationship of certain STRs
with the risk of pre-eclampsia. Furthermore it was studied whether specific allele lengths affect
susceptibility to pre-eclampsia or is the length of the entire fragment important. Sequencing
was used for this work, which made it possible to analyze the fragment length of all STRs and

compare them with fragment analysis data.

Four STRs were initially investigated, two of which were found to be significant (rs58800262;
1s149427560). Analyzing the association of allele lengths with preeclampsia, no statistical
significance was found. The association of fragment length with pre-eclampsia and normal
pregnancy was also investigated. In the analyses, the presence of a shorter fragment was found

to be associated with pre-eclampsia, but there was no statistical significance between them.

The association of fragment length and allelic types with FLTI expression level was also
analysed. The relationship between fragment length and expression level was statistically

significant (P=0.03).

From this, it can be concluded that STR does not affect the length of the fragment through each
other, and if it does, then each SNP on the length of the fragment is individual.
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The work revealed that specific alleles do not affect susceptibility to pre-eclampsia, but the
overall length of the fragment is important. Increasing the sample would help to confirm the

results obtained in this work in the future.
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TANUSONAD

Soovin avaldada omapoolset suurt tdnu juhendajale Triin Kikas, kes andis mirkimisviérse
panuse kéesoleva t66 valmimisse ning innustas pidevalt oma pdhjalikkusega. Lisaks sooviksin
tdinada vOimaluse eest, et sain osa olla just selles uurimistoogrupist ning tutvuda pdneva

laboritooga.
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