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Infoleht

E2F8 geeni varieeruvuse mairamine Eesti korduva raseduse katkemise valimis

Kéesolevas to0s anti iilevaade korduvat raseduse katkemist (KRK) pdohjustavatest teguritest,
transkriptsioonifaktoritest {ldiselt ning E2F transkriptsioonifaktorite perekonnast. T66
eesmargiks oli uurida seost E2F transkriptsioonifaktorite ja KRK vahel. Eksperimentaalses osas
viidi KRK valimis 14bi geneetilise varieeruvuse skriining transkriptsioonifaktor E2F8 DNA-ga

seondumise domeenis.

To66 tulemusena leiti, et KRK valimis iihelgi indiviidil E2F8 DNA-ga seondumise domeenis
varieeruvusi ei esinenud, kuid tuvastati 8 introonsetes regioonides paiknevat iihenukleotiidset
varianti (SNV). Neli tuvastatud harvaesinevat (alleelisagedus <0,01) SNV-d, rs72906006 A/G,
rs199864182 T/C, rs76950800 C/T jars376159333 C/T esinesid KRK populatsioonis kordades
sagedamini vorreldes The Genome Aggregation Database andmebaasis olevate eestlaste

andmetega.
Miirksonad: korduv raseduse katkemine, transkriptsioonifaktorid, E2F8

CERCS: T490 biotehnoloogia

Identification of genetic variation in E2F8 gene in Estonian recurrent pregnancy loss

samples

In the current study, an overview was given about the etiology of recurrent pregnancy loss
(RPL), transcription factors in general, and the family of E2F transcription factors. The aim of
the study was to investigate the relationship between E2F transcription factors and RPL. In the
experimental part, a genetic variation screening was performed in the DNA binding domain of

the transcription factor E2F8 in Estonian recurrent pregnancy loss samples.

As a result of this work, no variation was detected in the DNA binding domain of E2F8 in the
Estonian RPL samples; however, 8 single nucleotide variants were found in the intronic regions.
Four of them were classified as rare variants (allele frequency <0,01), rs72906006 A/G,
1199864182 T/C, rs76950800 C/T and rs376159333 C/T, and were overrepresented in RPL

samples compared to Estonian population samples in the Genome Aggregation Database.
Keywords: recurrent pregnancy loss, transcription factors, E2F8
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Kasutatud lithendid

AD — aktivatsioonidomeen

AMH — Anti-Miilleri hormoon

aPL —antifosfolipiidantikeha (antiphospholipid antibody)
APS — antifosfolipiidsiindroom (antiphospholipid syndrome)

ASRM — Ameerika Reproduktiivmeditsiini Uhing (Practice Committee of the American Society
for Reproductive Medicine)

CycA — tsiikliin-A-ga seondumise sait (cyclin A4 site)

DBD — DNA-ga seondumise domeen (DNA-binding domain)
DP — dimeriseerumispartner

E2 — adenoviiruse varajane geen

E2F — geeniperekond, mis kodeerib sellesse perekonda kuuluvaid transkriptsioonifaktoreid

korgemates eukariiootides

ESHRE — Euroopa Inimese Reproduktiivsuse ja Embriioloogia Uhing (European Society of
Human Reproduction and Embryology)

ExXAC — The Exome Aggregation

FSH — follitkuleid stimuleeriv hormoon

gnomAD — The Genome Aggregation Database

KRK — korduv raseduse katkemine

LoF — funktsioonikadu (loss-of-function)

LZ — leutsiini-tdmbluku motiiv (leucine zipper)

MAF — minoorse alleeli sagedus (minor allele frequency)
MB — markeeritud boksi motiiv

MGI — Mouse Genome Informatics

NLS — tuuma lokalisatsiooni signaal (nuclear localization signal)
NES — tuuma ekspordi signal (nuclear export signal)

PIC — preinitsiatsioonikompleks (preinitiation complex)

RB — retinoblastoomi geen



RPL — recurrent pregnancy loss

SNV — iihenukleotiidne variant (single nucleotide variant)
TF — transkriptsioonifaktor

TFIIA — RNA poliimeraas II transkriptsioonifaktor A
TFIIB — RNA poliimeraas II transkriptsioonifaktor B
TFIID — RNA poliimeraas II transkriptsioonifaktor D
TFIIE — RNA poliimeraas II transkriptsioonifaktor E
TFIIF — RNA poliimeraas II transkriptsioonifaktor F
TFIIH — RNA poliimeraas II transkriptsioonifaktor H
TFDP1 — transkriptsioonifaktori dimeriseerumispartner 1
TFDP2 — transkriptsioonifaktori dimeriseerumispartner 2
TFDP3 — transkriptsioonifaktori dimeriseerumispartner 3

TSS — transkriptsiooni alguskoht (transcription start site)



Sissejuhatus

2016. aastal 1oppes Eestis 2,4% koigist rasedustest spontaanabordiga ehk raseduse iseenesliku
katkemisega (Allvee ja Karro, 2017). Korduv raseduse katkemine (KRK) on multifaktoriaalne
haigus, mis on seotud anatoomiliste, immunoloogiliste kui ka endokrinoloogiliste
korvalekalletega, infektsioonide, keskkonnategurite, sperma kvaliteedi ning ema ja isa
vanusega (Hyde ja Schust, 2015). Kuigi eelpool nimetati mitmeid pohjuseid, mis on seotud
KRK-ga, siis kuni 50% patsientidest jddb haiguse pohjus ebaselgeks (Jeve ja Davies, 2014),
mis muudab ravimise keerukaks ja seetdttu last saada liritavatele paaridele psiihholoogiliselt

vaga kurnavaks (Saravelos ja Li, 2012, Arias-Sosa et al., 2018).

Vanemate arvulised ja struktuursed tsiitogeneetilised korvalekalded on iiks pdhjalikumalt
uuritud geneetilistest korduva raseduse katkemise pdhjustest (Regan et al., 2011). Geneetika
mangib inimese reproduktiivsuse efektiivsuses keerukat rolli. Kui varasemalt arvati, et
spontaanabordi peamiseks pohjuseks on kromosomaalsed vead, siis iitha enam on leitud fakte,
et ka {iksiku geeni defektid omavad olulist rolli raseduse kulgemises (Hyde ja Schust, 2015).
Viimasel ajal on seoses KRK-ga esile kerkinud E2F transkriptsioonifaktorite perekond. Sober
et al. 2016. aastal avaldatud artiklis, kus kasutati RNA-seq analiiiisi ning vorreldi KRK paaride
ning normaalse raseduse kuluga platsentasid, leiti, et enamus geene, mis olid erinevalt
avaldunud KRK puhul vorreldes normaalsete rasedustega, olid reguleeritud just E2F
transkriptsioonifaktorite poolt. Lisaks nditas Kasak er al. 2017 t66, et vorreldes KRK
platsentadega hdlmavad normaalselt kulgenud raseduse platsentades toimunud struktuursed
timberkorraldused geene, millest enamik omavad E2F transkriptsioonifaktorite seondumissaite,

viidates nende olulisusele raseduse edukas kulgemises.

Kéesoleva t60 eesmérkideks on sissejuhatava {iilevaate andmine KRK-d pdhjustavatest
teguritest, transkriptsioonifaktoritest iildiselt ning tidpsemalt E2F transkriptsioonifaktorite
perekonnast. Eksperimentaalses osas viiakse KRK valimis 14bi geneetilise varieeruvuse

madramine E2F8 DNA-ga seondumise domeenis.

Bakalaureusetod valmis Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi
geenitehnoloogia  dppekava raames. Eksperimentaalosa sooritati Tartu  Ulikooli
meditsiiniteaduste valdkonna bio- ja siirdemeditsiini instituudis, biomeditsiini osakonnas,

inimese geneetika oppetoolis.



1 Kirjanduse ulevaade
1.1 Korduv raseduse katkemine

Mehhanismid raseduse tekkimiseks ja selle edukaks kulgemiseks on keerulised ning nduavad
koordineeritud koost66d ema ja loote vahel. Raseduse tekkimiseks peab viljastunud munarakk
litkuma emakasse, pesastuma ja ema organism raseduse omaks votma. Samas ei tdhenda edukas
viljastumine automaatselt terve loote arenemist ja elussiindi (Webster ja Schuh, 2017). Kuigi
raseduse katkemist on tuvastatud koigil imetajatel, siis on inimeste puhul tdheldatud darmist
ebaefektiivsust — ainult 30% kdigist rasedustest jouab elussiinnini (Macklon ef al., 2002; Hyde

ja Schust, 2015).

Raseduse katkemised vdib jaotada kaheks: spontaanseks ehk juhuslikuks ja korduvaks (Stirrat,
1990). Spontaanabordiga Idppevad kuni 15% Kkliiniliselt tuvastatud rasedustest. Sellest
tulenevalt on statistiliselt leitud, et populatsiooni oodatud korduva raseduse katkemise
esinemissageduseks on 0,34% kolme raseduse katkemisega paaridel. Praktika niitab, et
tegelikult esineb KRK-d 1-2% koigist last saada iiritavatest paaridest (Bashiri et al., 2016), mis
on ~6 korda korgem oodatud KRK esinemissagedusest. Kuigi nii juhuslik kui ka korduv
raseduse katkemine toimub sageli kromosomaalsete anomaaliate tottu, siis korduvat raseduse
katkemist esineb sageli just tdiesti terve kromosoomistikuga loodete puhul (Sullivan et al.,
2004). On tdheldatud, et mida rohkem katkemisi on esinenud, seda suurem on tdendosus, et

jargmise raseduse puhul on loote kromosoomistik normaalne (Ogasawara et al., 2000).

Varasemalt loeti korduvaks raseduse katkemiseks juhud, kus rasedus on jirjest katkenud kolm
vOi enam korda enne 20. rasedusnddalat (Stirrat, 1990). European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) uuemate soovituste kohaselt loetakse aga KRK
juhtumite hulka ka need indiviidid, kellel on esinenud kaks jdrjestikust raseduse katkemist enne
24. rasedusnédalat ja tuvastatavad on teised KRK defineerimise tingimused (ESHRE, 2017).
Teiste KRK tingimuste hulka loetakse Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine (ASRM) kohaselt loote siidametegevuse kaotust, normaalset loote

kromosoomistikku, ema korget vanust ja paari subfertiilsust (ASRM, 2008).

Korduv raseduse katkemine jaotub omakorda kaheks — primaarseks, mil patsiendil pole mitme
raseduse katkemise kohta iihtegi elussiindi ja sekundaarseks, mil patsiendil on esinenud
varasemalt ka elussiinde (Ansari ja Kirkpatrick, 1998, Shahine ja Lathi, 2015). Naised, kes on
esimest korda rasedad kui ka need, kelle eelnevad rasedused on 16ppenud elussiinniga, omavad
vaiksemat nurislinnituse riski vorreldes spontaanaborti kogenud naistega (Regan et al., 1989;

Nybo Andersen et al., 2000). Iga jéarjestikku toimunud raseduse katkemine suurendab riski, et



ka jargnev rasedus katkeb. Kui kolme raseduse katkemisega paaridel on jargmise raseduse
puhul elussiinni tdendosus 70%, siis neil paaridel, kellel on esinenud 5-6 raseduse katkemist,
on elussiinni tdendosus ainult 50% (Sugiura-Ogasawara et al., 2014). Selle {iheks pohjenduseks
on asjaolu, et naistel, kellel on esinenud raseduse katkemisi, lilkkub rasestumine sellest

tingituna iiha hilisemasse ikka (Nybo Andersen ef al., 2000; Sauer, 2015).

Mida hilisemas eas naine rasedaks jddb, seda suurem tdendosus on korduvaks raseduse
katkemiseks kromosomaalsete anomaaliate tottu (Grande et al., 2012). Kui 30-34-aastastel on
raseduse katkemise tdendosus 15%, siis 45-aastastel ja vanematel on see juba 75% (tabel 1),
seega iile 40-aastastel naistel on eduka raseduse tdendosus oluliselt vihenenud. Lisaks raseduse
katkemisele ohustavad neid emakavéline rasedus ja lapse surnultsiind suurema tdendosusega

kui 30-ndates naisi (Nybo Andersen et al., 2000).

Tabel 1. Spontaanabordi méér soltuvalt naise vanusest viljastamise hetkel (Nybo Andersen et

al., 2000 jargi).

Koigi raseduste arv | Naiste vanus aastates | Raseduse katkemisi (%)
350395 20-24 9%

414149 25-29 11%

235049 30-34 15%

93940 35-39 25%

25132 40-44 51%

1865 >45 75%

Andmed tabelis parinevad Taani 1978-1992 aasta valimist, kus uuriti 634 272 naist, kellel
esines kokku 1221 546 rasedust.

Kuigi vanus méngib raseduse edukuse juures suurt rolli, on KRK siiski multifaktoriaalne
haigus, mille pohjustajana on vélja toodud mitmeid korvalekaldeid organismi normaalsest
fiisioloogiast ja geneetikast (Arias-Sosa ef al., 2018), kuid kuni 50% juhtudest jddb haiguse
pOhjus siiski ebaselgeks (Jeve ja Davies, 2014). KRK pdhjuseid, mis on erinevates soltumatutes
teadusuuringutes leidnud korduvalt kinnitust voib defineerida kui teadaolevat KRK etioloogiat.
Lisaks teadaolevale KRK etioloogiale on leitud korvalekaldeid, mille puhul on ndhtud seost
KRK-ga, kuid teadusuuringute tulemused on tihti {iiksteisega vastuolus ja teaduslikku
konsensust nende kdrvalekallete ja haiguse etioloogia vahel veel saavutatud ei ole. Selliseid

korvalekaldeid voib defineerida kui oletatavat KRK etioloogiat (Arias-Sosa et al., 2018). Joonis



1 annab iilevaate KRK-ga seotud teadaolevast ja oletatavast etioloogiast, millest olulisemaid

pohjusi kirjeldatakse kdesoleva to66 kirjanduse iilevaates.
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Joonis 1. Korduva raseduse katkemisega seotud faktorid (Arias-Sosa et al., 2018 jargi).
Oletatav etioloogia, seos haigusega tuvastatud, kuid teaduslikku konsensust pole veel leitud;

teadaolev etioloogia, tdestatud seos haigusega.

1.1.1 Raseduse katkemise endokrinoloogilised pohjused

KRK-ga on seotud mitmed endokrinoloogilised haigused. Naistel, kellel on esinenud 1-2
raseduse katkemist ning seerumis on tuvastatavad kilpnddrme autoantikehad, on suur tdenédosus
ka tulevase raseduse katkemiseks (Prummel ja Wiersinga, 2004; Liu ef al., 2014), kuid otsest
seost kilpndarme autoantikehade kontsentratsiooni ja KRK esinemise vahel pole leitud (Ticconi

et al.,2011; Thangaratinam et al., 2011).

KRK iihe pdhjustajana on vilja toodud ka prolaktiini madalat kontsentratsiooni basaalseerumis
(Li et al., 2013). Kuna prolaktiin omab rolli nii ovulatsiooni regulatsioonis kui ka
endomeetriumi kiipsemisel, siis pohjustab selle vdhene kontsentratsioon nende oluliste
protsesside hiireid ja on seetdttu raseduse katkemisega tihedalt seotud (Hirahara ef al., 1998;

Chen et al., 2016).

KRK endokrinoloogilisi pohjuseid uurides on leitud, et folliikuleid stimuleeriva hormooni
(FSH) tase on KRK patsientidel vorreldes kontrollgrupi indiviididega korgem (8,6+3,7 U/l
versus 7,1£3,9 U/l), kuid Anti-Miilleri hormooni (AMH) tase on vdrreldes kontrollidega
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margatavalt viiksem (2,9+1,7 ng/ml versus 3,6+1,7 ng/ml). Mérgatavalt rohkem on KRK
patsientide hulgas ka vihenenud munarakkude reserviga naisi (defineeritud kui FSH >11 U/l)

janaisi, kelle AMH tase on <I ng/ml (Atasever ef al., 2016).

1.1.2 Raseduse katkemise immunoloogilised pohjused

Lisaks endokrinoloogilistele faktoritele on edukas raseduses oluline ka immuunsiisteemi roll.
Loote kui poolallogeense organismi ellujddmine emaiisas soltub ema immuunsiisteemi
timberkorraldustest, ema immuunsiisteem ja loote antigeenid peavad tegema koostodd
(Moffett-King, 2002; Sharma, 2014). Laialdaselt on uuritud loomulike tapjarakkude, mis on
liimfotsiitidid ning osa kaasasiindinud immuunsusest, ja reproduktiivse vOoimetuse vahelist
seost. Perifeerne veri ja emaka limaskest sisaldavad mdlemad loomulikke tapjarakke, kuid
nende rakkude fenotiilip ja funktsioon on erinevates kudedes erinev (Koopman et al., 2003).
Uuringutes on leitud, et vorreldes kontrollidega on KRK naiste veres CD56+ loomulike
tapjarakkude arv raseduse eel mérgatavalt kdrgem ning lisaks on neil suurenenud loomulike

tapjarakkude tsiitotoksilisus (Lee ef al., 2013; Karami et al., 2012).

Antifosfolipiidsiindroomi (APS) on juba pikka acga KRK-ga seostatud ning see on ka tiks
viheseid KRK pdhjusi, mida on vdimalik ravida. APS on KRK pdhjuseks 5-20% paaridest (El
Hachem et al., 2017). APS-i puhul esinevad veres antifosfolipiidantikehad (aPL) — 20-
litkkmeline antikehade perekond, mis on suunatud fosfolipiide seondavate plasmavalkude vastu
(Rai ja Regan, 2006; Lim, 2013). aPL esinemine pohjustab tromboosi, takistab trofoblasti
diferentseerumist ja invasiooni ning voib esile kutsuda pdletiku ja immuunvastuse ema-loote
kokkupuutekohas (Di Simone et al., 2001; Bashiri et al., 2016). Kuni 90% diagnoositud
antifosfolipiidsiindroomiga juhtudest, mida ei ravita, 10pevad raseduse katkemisega (Rai et al.,

1995).

1.1.3 Raseduse katkemise anatoomilised pohjused

KRK patsientide puhul on tdheldatud, et nii kaasasiindinud kui ka elu jooksul tekkinud emaka
anomaaliate esinemissagedus on iildpopulatsiooniga vorreldes kuni 3 korda kdrgem (ASRM,
2012). On vorreldud emaka anatoomiliste isedrasuste esinemissagedust >2 ja >3 katkemisega
indiviidide puhul ning leiti, et esinemissagedus on molemal juhul sarnane. KRK seisukohalt
olulisteks kaasasiindinud Miilleri juha véddrarenguteks peetakse vaheseinaga emakat, nii iihe-
kui ka kahesarvelist emakat ja kahekordset emakat (Saravelos et al., 2008; Chan et al., 2011).
Elu jooksul tekkinud emaka anomaaliatest on KRK seisukohalt olulised submukoosne miioom,
endomeetriumi poliilip ning Ashermani siindroom (emakasisesed liited) (Hooker et al., 2014).
2013. aastal Jaslowi ja Kuttehi poolt 1&bi viidud uuring nditas, et kdige rohkem on KRK

patsientidel tdheldatud elu jooksul tekkinud emaka anomaaliaid (12,9%), seejérel
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kaasasiindinud emaka isedrasusi (7%) ning 0,6% KRK patsientidest esinesid nii kaasasiindinud

kui ka elu jooksul tekkinud emaka anomaaliad (Jaslow ja Kutteh, 2013).

1.1.4 Mehe moju raseduse katkemisele

Mehe moju on korduva raseduse katkemise puhul seostatud ebanormaalse spermi
kromosoomistikuga (Giorlandino ef al., 1998), kuid ainult 7% loote trisoomiatest on tekkinud
isa meiootiliste vigade tottu (Robinson et al., 1999). Vorreldes kontrollidega on téheldatud, et
KRK patsientide seemnerakud on kiill normaalse morfoloogiaga, kuid vihem elujoulised ja
litkkuvad ning neil esineb ka rohkem sperme, mille DNA on kahjustatud (Ruixue ef al., 2013,
Bareh et al., 2016). KRK patsientide puhul on tdheldatud, et neil esineb DNA fragmenteeritust
sagedamini, kui viljakatel meestel (Carlini et al., 2017). Lisaks eelnevale on KRK patsientide
spermides tdheldatud rohkem sugukromosoomide disoomiaid, mis kujutavad endast tdiendavat
kromosoomi suguraku haploidses seisundis (Hyde ja Schust, 2015). Kui spermi
kromosomaalsete aneuploidiate ja apoptoosi esinemist uuriti idiopaatilistel KRK patsientidel,
ndhti, et vorreldes kontrollidega on aneuploidsuse maar mérkimisvadrselt suurem (Carrell et
al., 2003, Zidi-Jrah et al., 2016). Lisaks eelnevale arvatakse, et KRK-ga on seotud ka Y-
kromosoomi mikrodeletsioon azoospermia faktori regioonis, mis vastutab spermatogeneesi
normaalse toimimise eest (Agarwal et al., 2015). Kuigi ka mehe vanuse mdju raseduse
edukusele on palju uuritud, siis nii selget mehhanismi ja seost kui naistel nende tunnuste vahel

leitud ei ole (Kushnir et al., 2010; Sharma et al., 2015).

1.1.5 KRK tsiitogeneetilised pohjused

Uheks raseduse ebadnnestumise pdhjuseks on ootsiiiitide segregatsiooni kiigus toimunud vead.
On leitud, et alla 30-aastaste naiste ootsiilitidest isegi kuni 61% ei ole normaalse kromosoomide
arvuga (Webster ja Schuh, 2017). Kui aneuploidsed munarakud viljastuvad, tekib selle
tagajarjel ka aneuploidne embriio, mis enamasti funktsionaalset blastotsiisti ei moodusta

(Macklon et al., 2002; Hyde ja Schust, 2015).

Esimese trimestri raseduse katkemise koige levinumaks pohjuseks on kromosomaalne
anomaalia — autosomaalne trisoomia (3/5 juhtudest), X-kromosoomi monosoomia (1/5) ja
poliiploidsus (1/5) (Silver ja Branch, 2007) ning 90% koigist sellistest kromosomaalselt
ebanormaalsetest loodetest aborteerub iseeneslikult (Jacobs ja Hassold, 1987; Shahine ja Lathi,
2015). Siiski on leitud, et ka normaalse kromosoomistikuga loodetest aborteerub 7%

iseeneslikult (McFadyen, 1989).

KRK naiste puhul on tdheldatud heterotrisoomia esinemist, see tdhendab, et pérast iiht
trisoomiaga rasedust on neil oht jargmise raseduse ajal saada teist tiilipi trisoomiaga loode

(Warburton et al., 2004). Kromosomaalsete anomaaliate tiilip ja esinemissagedus on nii KRK
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patsientidel kui ka kdrgemas vanuses rasedatel sarnased (Mantzouratou et al., 2007). KRK
patsientidel, kes ldbisid kunstliku viljastamise, esines rohkem ebanormaalseid embriioid kui
sama vanadel kunstlikku viljastamist kasutanud kontrollgrupi indiviididel, kellel polnud KRK

probleemi (Rubio et al., 2003).

1.1.6 Geneetika méju korduvale raseduse katkemisele

KRK ja geneetika vahelisele seosele viitab, et idiopaatilise KRK patsientide l&dhisugulastel
esineb KRK-d 6 korda suurema tdendosusega, kui kontrollidel (Christiansen et al., 1990).
Lisaks sellele on nididatud, et vorreldes {iildpopulatsiooniga ohustab idiopaatilise KRK
patsientide ddesid-vendi raseduse katkemine 2 korda suurema tdendosusega (Kolte et al.,

2011).

On nididatud, et vanemate Kkariiotiilipsete korvalekallete, sealhulgas tasakaalustatud
translokatsioonide, esinemissagedus on KRK paaridel kdrgem (2-5%) kui tildpopulatsioonil
(0,2%) (Regan et al., 2011). Translokatsioone on kaht tiilipi — tasakaalustatud ja
tasakaalustamata. 3-4% KRK paaridest esineb vanematel tasakaalustatud translokatsioon
(Stephenson ja Sierra, 2006). Tasakaalustatud translokatsioonide kandjatel tavaliselt
haiguslikke siimptomeid ei esine, kuna neil on siilinud igas lookuses kogu vajaminev
geneetiline informatsioon. Probleem voib esile kerkida gametogeneesi kéigus, kus
kromosoomide lahknemine voOib tekitada tasakaalustamata translokatsioone. Sellised
tasakaalustamata sugurakud voivad pohjustada raseduse katkemise riski suurenemist voi
tekitada lootele kaasasiindinud véadrarenguid (Ikuma et al., 2015). Kuigi ebanormaalset
kariiotiilipi (enamasti tasakaalustamata translokatsiooni) kannavad 2/3 tasakaalustatud
translokatsiooniga vanemate embriiotest, siis iildine siindimus {iletab nende puhul siiski 60%

(Franssen et al., 2006).

Lisaks kariiotiiiipsetele kdrvalekalletele on uuritud ka tiksikuid geene, mis hiipoteeside kohaselt
voiksid KRK-ga seotud olla. KRK-d pdhjustavate konkreetsete geenide viljaselgitamiseks on
viidud 1dbi palju uuringuid, mille kdigus on leitud, et enamik uuritud geene mingivad rolli
immuunsiisteemi hdirete ja poletike tekitamises, vere hiilibimises, platsenta arengus ja
funktsioneerimises (Rull, ez al., 2012; Pereza et al., 2017; Shi et al., 2017). KRK-ga seotud iihe
geeni uuringute siistemaatilises iilevaates kasitleti 428 juht-kontroll uuringut, mis uurisid
geneetilisi seoseid idiopaatilise KRK-ga. Neis toddes keskenduti naiste puhul 187 geeni 472
variandile, millest KRK-ga seotuks tunnistati 21 varianti geenides, mis omasid rolli
immuunvastuse tekkes (IFNG, IL10, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, MBL, TNF), vere
koaguleerumises (F2, F5, PAI-1, PROZ), ainevahetuses (GSTT1, MTHFR) ja angiogeneesis
(NOS3, VEGFA). Kuigi seoseid konkreetse geeni ja KRK vahel leidub, siis tihti on uuringud
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vasturddkivad, puudub kontrollgrupp voi raskendab seose kinnitamist erinevates uuringutes
kasutatav KRK erinev defineerimine (Pereza et al., 2017). Kogu eksoomi sekveneerimise abil
uuriti SNV-de mdju KRK fenotiiiibile ning néhti, et geenides DYNC2H1, mida on seostatud
loote letaalsusega ja ALOX15, mis on seotud platsenta hdiretega, angiogeneesi ning poletikega,

esinevad KRK patsientidel mutatsioonid (Qiao ef al., 2016).

Kuigi nii juhusliku kui ka korduva raseduse katkemise puhul on leitud mitmeid katkemise
tdendosust suurendavaid tegureid, nagu nditeks tiilalpool kirjeldatud endokrinoloogilised,
immunoloogilised ja anatoomilised faktorid, pdetud infektsioonid ning vanemate
kromosomaalsed anomaaliad, siis kuni 50% KRK juhtudest ei suudeta katkemise pohjust

tuvastada (Ford ja Schust, 2009; Jaslow et al., 2010; Bashiri et al., 2016; Popescu et al., 2018).

Uuringutest on vélja tulnud, et korduvate raseduskatkemistega indiviidide platsentas on paljud
rakkude ning genoomi pohiiilesanded alareguleeritud. Sellest tulenevalt ei suuda platsenta
rakud tagada replikatsiooniks, kromosoomide struktuuri loomiseks, transkriptsiooniks, RNA
protsessimiseks, silinteesitud valkude transpordiks, geenide Oigeaegseks avaldumiseks ning
mitokondrite normaalseks tootamiseks vaja minevate valkude ning komplekside tootmist
(Sober et al., 2016). Héirete esinemine neis pohilistes rakuprotsessides pohjustab negatiivseid
korvalekaldeid imetajate endotsiiklis. Endotsiikkel kujutab endast trofoblasti rakkude
proliferatsiooni ning diferentseerumist ehk rakkude spetsialiseerumist, mis on olulise
tdhtsusega raseduse algusperioodil, mil lithikese aja jooksul peab iihest viljastatud munarakust
arenema to0korras platsenta ning normaalne loode (Chen et al., 2012). On leitud, et nendel
allareguleeritud geenidel on olemas E2F transkriptsioonifaktorite seondumissaidid (Sober et
al., 2016). E2F transkriptsioonifaktorid ongi seotud just imetajate endotsiikli replikatsiooni

masinavargi reguleerimisega (Chen et al, 2012).

1.2 Transkriptsiooni masinavark ja transkriptsioonifaktorid

Eukartiootide valku kodeerivate geenide ekspressiooni saab reguleerida mitmel erineval viisil,
nditeks transkriptsiooni initsiatsiooni ja elongatsiooni reguleerimisega voi siis kontrollides
mRNA protsessimist, transporti, translatsiooni ja stabiilsust (Lee ja Young, 2013). Arvatakse,
et peamine eukariiootsete geenide ekspressiooni reguleerimine toimub transkriptsiooni
initsiatsiooni etapis jarjestusspetsiifiliste transkriptsioonifaktorite seondumisega promootorile

(Johnson et al., 2007).

Eukartiootides viib mRNA transkriptsiooni 1&bi DNA seoseline RNA poliimeraas II. Geenid
sisaldavad tavaliselt kaht erinevat tiiiipi cis-toimelisi transkriptsiooni reguleerivaid elemente,

mis aitavad RNA poliimeraas II-1 transkriptsiooni 1dbi viia (Lelli ez al., 2012): 1) promootor,
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mis koosneb tuumikpromootorist ning ldhedalasuvatest promootorelementidest (Lenhard et al.,
2012); 2) kaugemal asuvad regulatoorsed elemendid, milledeks vdivad olla enhanserid ehk
voimendid (Bulger ja Groudine, 2011), silencer-id ehk vaigistajad (Petrykowska et al., 2008),

insulaatorid ning lookuse kontrollipiirkonnad (Maston ef al., 2006).

Promootor on tavaliselt veidi alla 1 kbp pikk ning eelnevalt mainitud regulatoorsed elemendid
paiknevad tavaliselt kuni 1 Mbp kaugusel promootorist. Need regulatoorsed elemendid voivad
promootorpiirkonnaga kontakteeruda, kui DNA moodustab lingutaolise struktuuri (Krivega ja
Dean, 2012). Joonisel 2 on vélja toodud tiiiipilise geeni regulatoorse piirkonna skeem (Maston

et al, 2000).

Kaugemal asuvad regulatoorsed elemendid

[ ]
Lookuse

kontrollipiirkonnad Insulaator

Vaigistaja Voimendi

e

Tuumikpromootor
Proksimaalsed

promootorelemendid

L J
Promootor (< 1 kb)

Joonis 2. Geeni regulatoorse piirkonna skeem (Maston et al, 2006 jargi).

Eelnevalt vélja toodud cis-toimelised elemendid, tdpsemalt enhanserregioonid, sisaldavad
endas mitmeid erinevaid frans-toimelisi DNA seondumissaite, millele seonduvad
transkriptsioonifaktorid (TF). TF-ide seondumispiirkonnad on tavaliselt liihikesed, 6-12
aluspaari pikkused piirkonnad genoomis (Spitz ja Furlong, 2012), kusjuures
seondumisspetsiifilisuse dikteerivad mitte rohkem kui 4-6 alust selles alas (Cassens ja Gewirth,
2004). Trankriptsioonifaktorid voivad olla nii transkriptsiooni aktivaatorid kui ka repressorid
(Maston et al, 2006). TF-id seonduvad tihti ka kofaktoritega, mis on valgulised kompleksid,
millel DNA-ga seondumise voime puudub, kuid TF-idega koostods vodivad kéituda

aktivaatorite voi repressoritena (Lee ja Young, 2013).

Promootori struktuur on keerukas, sisaldades tavaliselt mitmeid erinevaid regulatoorseid

elemente. Keerulise ehituse vajalikkus tuleneb sellest, et igal geenil on talle iseloomulik aja-
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ning koespetsiifiline avaldumismuster (Djebali et al., 2012). Inimese genoomis on umbes
19000 valku kodeerivat geeni (Ezkurdia et al., 2014) ja >1000 transkriptsioonifaktorit
(Vaquerizas et al., 2009), mida on eeldatavasti palju vdhem kui genereeritavaid
ekspressioonimustreid. Erinevate regulatoorsete elementide esinemine promootoris annab
vOoimaluse nende erinevaks omavaheliseks kombineerimiseks, mis kombinatoorika kohaselt

kasvatab unikaalsete ekspressioonimustrite arvu eksponentsiaalselt (Venter et al., 2001).

Eukartioodi valke kodeerivate geenide transkriptsioonis osalevad faktorid voib jagada kolme
gruppi: iildised transkriptsioonifaktorid, promootorispetsiifilised aktivaatorvalgud ehk lithidalt

aktivaatorid ja koaktivaatorid.

Uldiste transkriptsioonifaktorite hulka kuuluvad RNA poliimeraas II ise ning mitmed abistavad
komponendid, nagu niiteks TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF ja TFIIH. Nende tilesandeks
on moodustada preinitsiatsioonikompleks (PIC), mis suunab RNA poliimeraasi transkriptsiooni
alguskohta (TSS), kusjuures TFIID sisaldab TATA-seoselist valku, mis seondub TATA-
jarjestusega. Nad on hiddavajalikud koigi vOi peaaegu koigi geenide transkriptsiooni

labiviimisel (Maston et al, 2006).

Lisaks {ildistele transkriptsioonifaktoritele on edukaks transkriptsiooniks vaja transkriptsiooni
aktivaatoreid — jarjestusspetsiifilisi DNAga seonduvaid valke, mille dratundmisjirjestus asub
tavaliselt tuumikpromootorist iilesvoolu. Lisaks DNA-ga seondumise domeenile (DBD)
omavad tiilipilised aktivaatorid ka aktivatsioonidomeeni, mida on vaja transkriptsiooni
stimuleerimiseks (Ptashne ja Gann, 1997). Joonisel 3 on kujutatud eukariioodi transkriptsiooni

masinavargi skeemi (Maston et al, 2006).
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Joonis 3. Eukariioodi transkriptsiooni masinavirgi skeem (Mason et al, 2006 jargi). DBD,
DNA-ga seondumise domeen; AD, aktivatsioonidomeen; TFIIX, RNA poliimeraas II
transkriptsioonifaktor X, kus X tdhistab suvalist erinevatest faktoritest, mida margitakse
tdhisega A-st H-ni; PIC, preinitsiatsioonikompleks; TSS, transkriptsiooni alguskoht; TATA,
eukariiootsete geenide konserveerunud promootorjérjestus, mis maéadrab transkriptsiooni

algussaidi.

Transkriptsiooni aktivatsioonil on oluliseks teguriks DNA-ga seondumine selleks
spetsialiseerunud domeenide kaudu, mille abil jagatakse TF-id kolmeks (Pabo ja Sauer, 1992):
tsinksormede motiivi omavad TF-id, heeliks-podre-heeliks motiivi ehk homeodomeeni motiivi
omavad TF-id ja heeliks-ling-heeliks motiivi omavad TF-id (Vaquerizas et al., 2009).
Transkriptsioonifaktorid voivad DNA-ga seonduda nii hetero- kui ka homodimeeridena ning
seetdttu on nende seondumispiirkonnad jaotunud kaheks poolikuks saidiks (Caessens ja

Gewirth, 2004).

On teada, et suur osa transkriptsiooni masinavérgist on evolutsiooniliselt konserveerunud ja
sarnane alates bakteritest kuni kdige keerulisemate eukartiootideni (Venter ef al., 2001), samas
on ndidatud, et nditeks E2F transkriptsioonifaktorid on konserveerunud nii taimedes kui ka
loomades, kuid mitte pdrmides (Lammens et al., 2009). Nii nagu mitmedki teised valkude
perekonnad, mis on inimesel selgrootutega sarnased, osalevad ka transkriptsioonifaktorid nii
rakusisestes kui ka rakkudevahelistes signaaliradades, eriti just neis, mis on seotud arengu ja

diferentseerumisega (Venter et al., 2001).
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Lisaks teiste geenide reguleerimisele voivad transkriptsioonifaktorid ka iseenda voi teiste TF-
ide avaldumist reguleerida. Selline koordineeritud koost6o erinevate transkriptsioonifaktorite

vahel tagab ka koige keerukamate rakuprotsesside efektiivse toimimise (Neph et al., 2012).

1.2.1 E2F transkriptsioonifaktorite perekond

E2F transkriptsioonifaktorid avastati algselt selle tottu, et neil oli voime seonduda adenoviiruse
varajase geeni (E2) promootorile, mille tulemusena aktiveerisid nad antud viiruse
geeniekspressiooni (Kovesti et al., 1986; Thurlings ja de Bruin, 2016). Alles hiljem avastati, et
E2F TF-id seonduvad ka mitmete mitteviiruseliste geenide promootoritele. Nende geenide
puhul oli teada, et nad omavad rolli nii DNA-s oleva info avaldamise kui ka raku kasvamise
juures ja sellest tulenevalt julgeti E2F TF-e otseselt seostada rakutsiikli kontrolliga (Reichel et
al., 1987). Alles parast seda avastust tuvastati, et E2F TF-e on mitmeid ja neil on Transcription
Factor Target Gene Database andmetel >2000 sihtmérkgeeni, millest enamus osalevad
rakutstikli reguleerimises ja mille ekspressiooni E2F TF-id omakorda reguleerivad (Thurlings

ja de Bruin, 2016).

Tapsemalt on E2F transkriptsioonifaktorite perekonnas kaheksa erinevat geeni, mis kodeerivad
kaheksat valku (Chen et al., 2009). In vitro 1dbi viidud uuringute pohjal jagatakse E2F
transkriptioonifaktorite perekond aktivaatoriteks (E2F1-E2F3) (Wu et al., 2001) ja
repressoriteks (E2F4-E2F8) nii nagu on néidatud joonisel 4 (Chen et al., 2009).

Kuigi lihtsustatult on E2F-id jagatud aktivaatoriteks ja repressoriteks, siis tegelik
toomehhanism on keerulisem — soltuvalt rakust, sihtméarkgeenist ja kofaktoritest voib liks E2F
olla nii transkriptsiooni aktivaator kui ka repressor. Oluline on see, et E2F-id toimivad tavaliselt

iihtse tasakaalustatud vorgustikuna (Zhan et al., 2014).
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Joonis 4. Imetajate E2F transkriptsioonifaktorite perekonna liikmed (Chen et al, 2009 jargi).
DBD, DNA-ga seondumise sait; DP, dimerisatsioonipartner; LZ, leutsiini tdmbluku jérjestus;
MB, markeeritud boksi motiivi jdrjestus; NLS, tuuma lokalisatsiooni signaal; CycA, tsiikliin-
A-ga seondumise sait; NES, tuuma ekspordi signaal; RB, retinoblastoomi transaktivatsiooni

domeen.

Nii nagu ka koigil teistel transkriptsioonifaktoritel, on ka selle perekonna litkmetel vdime
seonduda DNA-ga ja kuna seondumisdomeenid on viga konserveerunud, siis erinevate geenide
reguleerimiseks kasutatakse erinevate kofaktorite abi (DeGregori et al., 2006). DNA-ga
seondumiseks on E2F transkriptsioonifaktoritel seondumissait, mis on heeliks-poore-heeliks

struktuuriga, tdpsemalt winged heeliks-poore-heeliks motiiviga (Morgunova et al., 2015).

Jooniselt 4 on ndha, et suur osa selle perekonna litkmetest (E2F1-E2F6) peavad DNAga
seondumiseks moodustama heterodimeere. Heterodimeere moodustatakse iihega kolmest
valgulisest dimeriseerumispartnerist (DP), milledeks on TFDP1, TFDP2 ja TFDP3. Sellist
dimeriseerumist vahendavad leutsiini-tdombluku (LZ) ning markeeritud boksi (MB) motiivi
jarjestused. Transkriptsioonifaktorid E2F1-E2F6 omavad ainult iiht DNA-ga seonduvat
domeeni (DBD) (Chen et al., 2009), E2F7-E2F8 omavad lisaks ka teist DBD-d, mille tottu
kutsutakse neid ka atiilipilisteks E2F-ideks (Lammens et al., 2009) ja just nende kahe DBD
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tottu ei vaja nad erinevalt teistest E2F-idest DNA-ga seostumiseks valguliste partneritega
dimeriseerumist (Li et al., 2008; Ouseph et al., 2012). Atiiiipiliste E2F-ide DBD tunneb dra
sihtmarkjéarjestuse promootoril, mille kaudu toimub transkriptsioonifaktori seondumine DNA-
le (Chen et al, 2009). Kuigi tavalised ja atiilipilised E2F TF-id omavad DNA-ga seondumiseks
erinevaid domeene, siis sihtmarkjérjestused promootoril on neil kiillaltki sarnased (Morgunova

etal., 2015).

Huvitav on teada, et kdoik E2F perekonna geenid paiknevad erinevatel kromosoomidel, E2FI-
E2F6 on koik iiksteise paraloogid ja E2F7-E2F8 on omakorda iiksteise paraloogid. Kdigi
perekonnalitkmete geenid on viga varieeruva suurusega alustades 6750 bp E2F4-st Iopetades
91549 bp pikkuse E2F3-ga. Kdigi perekonda kuuluvate geenide iseloomustavad parameetrid
on vilja toodud tabelis 2, mis on koostatud jargnevates andmebaasides The Human Protein
Atlas (Uhlén et al., 2015), Ensembl (Hunt et al., 2018) ja UCSC Genome Browser (Kent et

al., 2002) saadaoleva informatsiooni pohjal.
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Tabel 2. E2F perekonna geenide iseloomustus tuginedes avalikes andmebaasides saadaolevale informatsioonile.

Geen E2F1 E2F2 E2F3 E2F4 E2F5 E2F6 E2F7 E2F8

RNA ekspressioon +++ ++ +++ +4+ +++ +++ ++ ++

platsentas

RNA ekspressioon ++ + +++ +4+ +++ +++ + +

endomeetriumis

RNA ekspressioon ++ + +++ +4+ +++ +++ + ++

emakas

Asukoht 20q11.22 1p36.12 6p22.3 16g22.1 8q21.2 2p25.1 12g21.2 11p15.1

Eksonite arv (GT) 7 7 7 10 8 7 13 (12 |13 (12
kodeerivat) kodeerivat)

Geeni suurus (bp) 10722 24791 91549 6750 37294 21775 44334 17558

AH arv (GT) 437 437 465 413 346 281 911 867

Mass (kDa) (GT) 46,9 47,5 49.2 44 37,6 31,8 99,9 94,2

Ortoloogide arv 61 63 66 68 68 71 64 66

Paraloogide arv ja |5 (E2F2 - |5 (E2F1, E2F3 |5 (E2F1, E2F2, |5 (E2F1 - E2F3,|5 (E2F1 -|5 (E2F1-| 1 (E2FS8) 1 (E2F7)

nimed E2F6) - E2F6) E2F4 - E2F6) E2F5, E2F6) E2F4, E2F6) E2F5)

Transkriptide arv 1 2 3 13 8 12 7 5

GT, golden transcript, DBD, DNA-ga seondumise domeen; AH, aminohape. Ekspresseeritus platsentas voetuna The Human Protein Atlas andmebaasist:
+, madal; ++, keskmine; +++, korge; ++++, viga korge (8 proovi pohjad, Uppsala Biopank), samast andmebaasist on vdetud ka geeni pealt siinteesitud
valgu mass. Transkriptide arv, aminohapete arv, ortoloogid ja paraloogid on vdetud Ensembl andmebaasist. Geeni suurus, asukoht ning eksonite arv

pohinevad UCSC Genome Browser andmebaasis olevatel andmetel.
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1.2.2 Transkriptsioonifaktor E2F8

E2F8 on kodige hiljutisemalt identifitseeritud E2F transkritpsioonifaktorite perekonna liige,
millel on kaks DNA-ga seondumise domeeni. Antud transkriptsioonifaktor kontrollib
geeniekspressiooni dimeriseerumispartnerist soltumatult (Lv et al., 2017). E2FS8-1 on
Transcription Factor Target Gene Database andmetel 782 sihtmérkgeeni, mille avaldumise
reguleerimises ta osaleb (Plaisier et al., 2016). E2F8 paigutub inimesel 11 kromosoomi
lithikeses Olas ning sisaldab 13 eksonit ja 12 intronit (Maiti et al., 2005). Initsiaatorkoodon
ATG asub teises eksonis ja terminaatorkoodon TGA paikneb 13. eksonis (Christensen et al.,
2005). Andmebaasi The Human Protein Atlas andmetel on E2F8 mRNA kujul ekspresseeritud
inimese luuilidis, immuunsiisteemiga seotud organites, lihastes, soolestikus, kusepdies,
sapipdies, soolestikus, munandites, eesnddrmes, rindades, emakas, nahas ja platsentas (Uhlén
et al., 2015). Inimese platsentas on E2F8 ekspresseeritud hattude vahel olevas trofoblastis,

detsiidua rakkudes ja tsiitotrofoblastis (Mizuno et al., 2019).

E2F8 ekspresseeritus kudedes soltub mitmetest teguritest. Naiteks nditavad hiiremudelites 1dbi
viidud in vivo katsed, et atiiiipilised E2F repressorid on iiksteise ekspressioonist sdltuvad.
Tapsemalt tuvastati, et kui E2f7 vilja liilitati, tousis E2f8 tase, kuid E2f8 vilja liilitamine E2f7
taset el tOstnud, mis néditab, et E2f8 suudab ilmselt E2f7 puudujiddki kompenseerida, kuid
vastupidist efekti ei esine (Qi et al., 2015). Lisaks E2f7 ja E2f8 vastastikusele mdjutamisele on
uuritud ka seda, kuidas naissuguhormoonid mojutavad nende geenide avaldumist. Leiti, et
progesteroon ja Ostrogeen ei mojuta E2f7 ekspresseerituse taset, kuid mojutavad E2f8
ekspressiooni, kusjuures progesteroon voib E2f8 ekspressiooni tosta lausa 9-kordseks (Qi et al.,

2015).

E2F8 roll inimese organismis on angiogeneesi, limfogeneesi ja embriionaalse arengu
reguleerimine (Lv ef al., 2017). Lisaks on in vivo hiiremudelite abil kindlaks tehtud, et E2f8
mRNA-d on platsentas korgemalt ekspresseeritud kui loote kudedes (Ouseph et al., 2012), mis
viitab sellele, et E2/8 méngib hiire platsenta arengus ja kasvus olulist rolli. Selle pdhjal voib

oletada, et ta omab rolli ka inimese platsenta arengus (Mizuno et al., 2019).

Uurides histoloogiliste meetoditega topelt knockout (E2f7 7/ ;E2f87/") mutantide platsentasid
ndhti, et platsenta struktuur oli tosiselt kahjustunud ja iileiildse olid mutantide platsentad
viaiksemad. Uuringud loote- ja platsentaspetsiifiliste cre hiireliinide peal on nédidanud, et
E2f7/E2f8 funktsioon on ekstraembriionaalse trofoplasti liinis d4rmiselt oluline, et loodet kanda

(Ouseph et al., 2012).
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Mida korgem on geeni E2F8 ekspressioon, seda vdhem ekspresseeritakse teiste E2F
geeniperekonna geenide (vidlja arvatud E2F7) sihtmérkgeene ja see omakorda aeglustab
rakkude prolifereerumist (Christensen et al., 2005; Maiti et al., 2005). Lisaks rakkude
proliferatsiooni aeglustamisele omab E2F8 rolli ka rakkude poliiploidseks muutumise juures,
mis on oluline protsess platsenta arengus (Chen et al., 2012). Tépsemalt osaleb E2F8 suurte
trofoblastirakkude ja detsiidua rakkude poliiploidiseerumises (Ouseph et al., 2012; Qi et al.,
2015).

In vivo knockout hiiremudelites 14bi viidud katses néhti, et poliiploidsete rakkude arv viahenes,
kui E2f8 oli vilja liilitatud. Inimese puhul on ndidatud, et kui E2F'8 on alla reguleeritud, siis
detsiidua poliiploidiseerumist ei toimu {ildse, kuna tavaolukorras on E2F§ detsidualiseerumise

kaigus korgelt ekspresseeritud (Qi et al., 2015).

Lisaks on hiirtel 1dbi viidud uuringud ndidanud, et vihemalt {iks £2f7 voi E2f8 alleel on oluline
embriio arengu ja ellujddmise seisukohast. Kui hiires liilitati vilja kas E2f7 voi E2f8, siis
markimisvadrset muutust embriio arengus ei tiheldatud. Molema geeni kombineeritud vélja
lillitamine t61 endaga kaasa massilise rakkude apoptoosi, veresoonte laienemise ja hemorraagia,

mis pohjustasid embriio surma (Li et al., 2008).
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2 Eksperimentaalosa
2.1 To66 eesmargid

Kéesoleva t00 eesmargiks oli analiiiisida varasemalt Sober et al. 2016 ja Kasak et al. 2017
toodes korduvate raseduskatkemistega seostatud transkriptsioonifaktorite perekonda E2F.
Andmebaasides Mouse Genome Informatics (MGI), The Exome Aggregation (EXAC) ja The
Genome Aggregation Database (gnomAD) ning kirjanduses oleva info pohjal valiti
geeniperekonnast vilja E2F8 geen. E2F8§ vilja valimise pohimotteid on kirjeldatud kdesoleva
t60 punktis 2.2.1. Selleks, et kaardistada geeni kriitilisema téhtsusega piirkonnad, uuriti
kirjandust ja leiti, et olulised konserveerunud regioonid on DNA-ga seondumise domeeniks
olevad eksonid 4-7, mis valiti vilja geneetilise varieeruvuse tuvastamiseks korduva raseduse

katkemise valimis.
Tapsemad eesmargid olid:

1) E2F8§ geeni valitud piirkondades esinevate (ithenukleotiidsete) variantide tuvastamine Eesti

korduva raseduse katkemise valimis

2) Tuvastatud variantide esinemissageduste vordlus rahvusvahelise eksoomi ja genoomi

sekveneerimise avaliku andmebaasiga gnomAD.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kandidaatgeeni viljavalimine
Uhe kandidaatgeeni viljavalimiseks E2F geeniperekonnast toetuti avalikes andmebaasides

saadaolevale informatsioonile.

Esmalt uuriti EXAC andmebaasist kdigi E2F perekonna geenide mutatsioonide taluvusvoimet.
Andmebaasis EXAC on Loss of Function (LoF) ehk funktsioonikaoga mutatsioonide hulka
loetud nonsensmutatsioonid, splaissaktseptorid ja -doonorid. LoF mutatsioonide taluvuse
hindamiseks on kasutusele voetud pLI indeks, mille vdartused varieeruvad vahemikus 0-1.
Skoor kujuneb vastavalt sellele, milline on oodatavate {ihenukleotiidsete variantide arv ja
vaadeldud tihenukleotiidsete variantide arv. Mida ldhemal on pLI véirtusele 1, seda vdhem
antud geen LoF mutatsioone talub (Lek et al., 2016). Kui vaadata ExAC andmebaasi andmeid,
siis vOib jéreldada, et LoF mutatsioonide suhtes on kiillaltki intolerantsed nii E2F 1, E2F2, E2F3
kui ka E2F8, kuna vorreldes oodatuga esines LoF mutatsioone praktikas kordades vahem (tabel
3). Lisaks LoF mutatsioonide talumisele vaadati kdigi E2F perekonna geenide puhul ka
missenssmutatsioonide ehk mutatsioonide, kus nukleotiidimuutus DNA-jirjestuses pohjustab

poliipeptiidis lihe aminohappe asendumise teisega (Heinaru, 2012), taluvusvdimet. Selle
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hindamiseks on ExAC andmebaasis kasutusel Z-skoor, mille vairtused voivad omada nii
negatiivseid kui ka positiivseid vadrtusi. Positiivsed Z-skoori vddrtused nditavad, et geenil ndhti
praktikas vihem missenssmutatsioone kui oodati ning seetottu on see geen nende mutatsioonide
suhtes intolerantsem. Negatiivse Z-skooriga geenid taluvad iihenukleotiidseid varieeruvusi
paremini (Lek et al., 2016). Andmebaasi EXAC andmetele toetudes voib jireldada, et geenid
E2F1 ja E2F 3 on missenssmutatsioonide suhtes tundlikumad kui teised E2F perekonna geenid,

kusjuures E2F8 puhul ndhti missenssmuatsioone rohkem kui oodati (tabel 3).

Tabel 3. E2F geeniperekonna geenide missenssmutatsioonide ning LoF mutatsioonide

arvukuse, pLI véirtuste ja Z-skooride vordlus ExXAC andmebaasi andmetel.

E2F1 | E2F2 | E2F3 | E2F4 | E2F5 | E2F6 | E2F7 | E2F8

pLI 0,96 | 091 | 0,84 | 032 | 0,03 | 055 | 042 1
Oodatud LoF-id 95 | 12,0 | 146 | 125 | 94 | 10,7 | 26,9 | 28,7
Nihtud LoF-id 0 1 2 3 4 2 6 3
Z-skoor 2,03 | 0,95 | 242 | 1,11 | 0,97 | 0,78 | 1,13 | -0,21
Oodatud

missenssmutatsioonid | 1364 | 149,8 | 173,1 | 127,6 | 89,9 | 88,0 | 286,0 | 277,7

Nahtud
missenssmutatsioonid 88 126 108 102 71 73 247 285

LoF (Loss of Function), funktsioonikadu; pLI, LoF-ide talumise indeks, mille vairtused
varieeruvad vahemikus 0-1 (vastavalt talub ja ei talu LoF-e); missenssmutatsioon,
nukleotiidimuutus DNA-s, mis pohjustab poliipeptiidis ithe aminohappe asendumise teisega
(Heinaru, 2012); Z-skoor, missenssmutatsioonide taluvuse indeks, mille védéartused voivad
omada nii negatiivseid kui ka positiivseid véartusi. Positiivsed Z-skoori vddrtused viitavad

missenssmutatsioonide intolerantsusele, negatiivsed tolerantsusele.

Seejarel uuriti MGI andmebaasis olevat informatsiooni kdigi E2F geeniperekonna geenide
knockout hiiremudelite kohta (tabel 4). Seal oleva informatsiooni alusel jiid valikusse kaks
geeni E2F7 ja E2F8, kuna MGI andmebaasis oleva info pdhjal vais jareldada, et nende geenide
vilja lilitamisel esineb nii platsentades kui ka embriiotes muutusi (Bult ez al., 2019), mis on

iseloomulikud ka KRK patsientide platsentadele ja embriiotele.
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Andmebaasidest MGI ja ExAC kogutud andmetele toetudes jdi valikusse geen E2F§, kuna
knockout hiiremudelites on tdheldatud reproduktiivorganite fenotiiiibi muutusi ning geen ei talu
LoF mutatsioone. Geeni E2F8 vilja valimist toetas fakt, et E2f8 suudab hiiremudelites E2f7

puudujddki kompenseerida, kuid vastupidist efekti ei esine (Qi et al., 2015).

Kandidaatgeeni puhul tuli védlja valida piirkonnad, mida sekveneerida. Selleks tutvuti
kirjanduse ja andmebaasidega, et leida piirkonnad, milles varieeruvus vdiks avaldada mdju
geeni ekspressioonile/valgu funktsioonile. Valiti vdlja E2F8 geeni DNA-ga seondumise

domeeniks olev piirkond, mis asub antud geeni 4.-7. eksonis (DeGregori et al., 2006).
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Tabel 4. E2f geeniperekonna geenide knockout hiiremudelite reproduktiivsusega seotud muutused Mouse Genome Informatics andmebaasi (Bult ef al.,

2019) jargi.

Geen Fenotiiiibi lilevaade hiire reproduktiivorganites

E2f1 Testikulaarne atroofia, ebanormaalne kollaskeha morfoloogia, munasarja hiipoplaasia, testise hiipoplaasia, naiste
viljatus, meeste viljatus, Leydigi rakkude hiiperplaasia, seemnetorukeste taandareng, testiste kaalu vdhenemine,
suurenenud reproduktiivsiisteemi kasvajate esinemissagedus, emakasisene verejooks

E2f2 -

E2f3 Testikulaarne atroofia, ebanormaalne kollaskeha morfoloogia, munasarja hiipoplaasia, testise hiipoplaasia, emaste
viljatus, meeste viljatus

E2f4 Laienenud seminefrose torukesed, emaste ja isaste vihenenud viljakus. Aeglustunud embriio kasv.

E2f5 Ebanormaalne testise morfoloogia viimajuhakeste piirkonnas, laienenud munandivork, ebanormaalne
seemnetorukeste epiteeli morfoloogia, laienenud seemnetorukesed, ebanormaalne munandimanuse morfoloogia.
Isaste viljatus. Vesipdine embrtio.

E2f6 Oligospermia, Leydigi rakkude hiiperplaasia

E2f7/E2f8 Ebanormaalsused platsenta labiirindi ja vitelliinkesta veresoonte morfoloogias, suurenenud embriio koe rakkude
apoptoos, suurenenud platsenta rakkude apoptoos, ebanormaalne embriio areng, vihenenud embriio suurus, viike
platsenta, ebanormaalne trofoblasti morfoloogia, ebanormaalne platsenta areng.
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2.2.2 Korduva raseduse katkemise valim
Uuringu ldbiviimiseks on viljastatud Tartu Ulikooli Kliinikumi inimuuringute eetikakomitee
luba (nr. 117/9, 16.06.2003; 146/18, 27.02.2006; 150/33, 19.06.2006; 212/M-32, 09.03.2012).
Koigilt indiviididelt on saadud kirjalik informeeritud ndusolek uuringus osalemiseks. Valim on
kogutud Tartu Ulikooli Kliinikumi Naistekliinikus doktor K. Rulli poolt. Patsientide grupi
hulka arvati indiviidid, kellel on esinenud kolm voi enam idiopaatilist raseduse katkemist (enne
22. rasedusnddalat voi kui loote slinnikaal oli alla 500 g). Testid teadaolevate riskifaktorite
suhtes — teatud hormonaalsed héiired, vere hiilibimise slsteemi

funktsiooni héired,

kromosomaalsed aberratsioonid, autoantikehade esinemine, anatoomilised tegurid,

meespartnerite kromosoomide analiilis — olid koigil patsientidel negatiivsed. Antud uuringu

valimi moodustasid 48 korduva raseduse katkemisega paari, kokku 96 indiviidi (tabel 5).

Tabel 5. Kédesolevas to0s kasutatud valimi iseloomustus

Indiviidide | Vanus aastates* | Raseduse katkemiste | Elussiindide arv
arv (mediaan, min-max) | arv (mediaan, min- | (mediaan, min-max)
max)
Naispartnerid | 48 29 (19-37) 4 (3-12) 2 (0-5)
Meespartnerid | 48 29 (21-39)

Min — miinimum, max — maksimum

* Vanus arvestati kolmanda raseduse katkemise hetkel

2.2.3 DNA eraldamine
Valim koosnes 96 indiviidist, kelle veeniveri oli varasemate projektide kdigus kogutud Inimese

geneetika uurimisgrupi biopanka.

DNA eraldamiseks EDTA-verest lisati ithe milliliitri vere kohta tuubi 4 ml puhvrit A (10,95%
sahharoos, 1 mM Tris-HCL, 5 mM MgCly, 1% Triton X-100), mille lisamise jédrel tuubi
komponentide segunemise tagamiseks Ornalt loksutati. Saadud segu tsentrifuugiti 4°C ja 1942
RCF (relative centrifugal force) juures 30 minutit. Seejdrel kallati &ra supernatant ning
vajadusel korrati sama tegevust. Uueks pesuetapiks lisati tuubi 2 ml puhvrit A. Sade loksutati
poOhjast liles ja seejdrel tsentrifuugiti antud reaktsioonituubi 20 min samadel tsentrifuugi
parameetritel, mis esimeses etapis. Tsentrifuugimise jdrel eemaldati supernatant, toimus
norutusprotsess ning sademele lisati 0,9 ml puhvrit B (400 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM
Tris-HCI). Sademe lahusesse saamiseks koputati tuubi. Tilkhaaval lisati juurde 100 pl puhvrit
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C (10% SDS, 2 mg/ml proteinaas K) ning seejirel toimus loksutil 37°C juures iile6o
inkubeerimine. Jargneval pdeval lisati inkubeeritud proovile 270 ul NaCl kiillastatud lahust.
Tuubi raputati tugevalt 15 sek misjdrel toimus 30 min pikkune tsentrifuugimine
toatemperatuuril 3452 RCF juures. Supernatant pipeteeriti puhtasse tuubi ning sellele lisati
kahekordne kogus 96% etanooli. Ainete segunemiseks keerati tuubi moned korrad. Pasteuri
pipetiga eemaldati tuubist DNA ning sdilitamiseks pandi see 500 ul TE lahusesse. Genoomsete
DNA-de kontsentratsiooni mdddeti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga ning nende
terviklikkust kontrolliti 1% agaroosgeelil [0,5x Tris/boorhape/EDTA (TBE)]. DNA-d siilitati
-80°C juures.

2.2.4 PCR praimerite disain

Geeni E2F8 eksonite 4-7 amplifitseerimiseks ning sekveneerimiseks disainiti praimerid
veebilehel Primer3 (Untergasser et al, 2012). Praimerite disainimisel ldhtuti inimese
referentsgenoomi versioonist GRCh38/hg38. Praimerite sobivust ja seondumise spetsiifilisust
kontrolliti veebilehtedel GenomeTester 1.3 (Andreson et al, 2006) ning PrimerBlast (Ye et al,
2012). PCR-1 ning sekveneerimise jaoks vélja valitud praimerite jarjestused on esitatud tabelis

6. Samuti annab tabel 6 iilevaate amplifitseeritud PCR produktide pikkusest.

Tabel 6. PCR-1 ja sekveneerimise praimerite iseloomustus

Praimerite Praimeri nimi Praimeri jarjestus 5°-3 suunas Produkti
kombinatsioonid pikkus
(bp)
Praimeripaar I E2F8 ex4 F CCATGCCGGCTTATTTGTGT 867
E2F8 ex4 R ATCGTGTTGGCAGAGATCCA
Praimeripaar II E2F8 ex5 F AATATTATCATGGCTTCTGGGGA | 1085

E2F8 ex5 Seq2 AGCACAACTTAGGCCCTCAT

Praimeripaar II1 E2F8 ex7 F CATGTGGGGCGGTGAGTA 1026
E2F8 ex7 R TGAGGTTTGTCAAGTTCACAGA

Sekveneerimispraimer | E2F8 ex4 Seq TGCCGGCTTATTTGTGTCAT

Sekveneerimispraimer II | E2F8 ex5 Seq ATCATGGCTTCTGGGGAGAA

Sekveneerimispraimer III | E2F8 ex5 Seq2 AGCACAACTTAGGCCCTCAT

Sekveneerimispraimer IV | E2F8 ex7 Seq GGCGGTGAGTAGGAAGGG
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Joonisel 5 on kujutatud geeni E2F8§ lihtsustatud skeemi, kus on ndidatud valitud piirkondade
(geeni E2F8 eksonid 4-7) amplifitseerimiseks ning sekveneerimiseks kasutatud praimerite

skemaatilist paiknemist.

Ex7 F Ex7 R ExS F ExS seq2 Exd F Ex4 R
— — — +— — P —
4— Ekson 8 Ekson 7 e Ekson ¢ e Fkson 5 === Ekson 4 === Ekson3 ===
—
Ex7 _seq ExS seq Ex4_seq

Joonis 5. E2F8 geeni lihtsustatud skeem. Joonisel on ndidatud eksonite 3-8 paiknemine ning
praimerite ligikaudsed seondumiskohad. Tumesinise joonega on tdhistatud DNA-ga

seondumise sait.

2.2.5 E2F8 geeni valitud piirkondade amplifikatsioon inimese genoomist

PCR-i reaktsioonisegu Ioppmahuga 25 ul sisaldas 2,5 ul 10x puhvrit B2 [Tris-HCI, (NH4)2SOs4;
detergent]; 2,5 pl 25 mM MgCl; 2,5 ul 2,5 mM dNTP segu; 1 ul 10 uM forward praimerit; 1
ul 10 uM reverse praimerit; 0,2 pl (5U/ul) HOT FirePol DNA poliimeraasi; 100 ng genoomset
DNA-d; 14,3-14,8 ul PCR grade H>O-d. Vastavalt sellele, millist piirkonda amplifitseerida

taheti, kasutati punktis 2.4.4 disainitud praimereid.

Ekson 4 amplifitseerimiseks viidi siintees 14bi 2720 Thermal Cycler ja GeneAmp PCR System
2700 (Applied Biosystems, USA) masinatega jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 15 min

Denaturatsioon 95°C 45s l

Praimerite seondumine 58°C30s — 35 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 1 min

Inkubatsioon 72°C 10 min

Séilitamine 4°C
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Ekson 7 amplifitseerimiseks viidi siintees 1dbi Applied Biosystem masinatega jargmistel

tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 15 min

Denaturatsioon 95°C 45 s |

Praimerite seondumine 64°C 30s — 10 tstiklit, -1°C tsiikli kohta
Ekstensioon 72°C 1 min

Denaturatsioon 95°C 45 s )

Praimerite seondumine 54°C30s — 25 tsiiklit

Ekstensioon 72°C 1 min

Inkubatsioon 72°C 10 min

Séilitamine 4°C

Eksonit 5 ja 6 amplifitseerimiseks viidi siintees 1dbi Applied Biosystem masinatega jargmistel

tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 15 min

Denaturatsioon 95°C 45s

Praimerite seondumine 59°C30s — 35 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 1 min i
Inkubatsioon 72°C 10 min

Séilitamine 4°C

PCR-i produktide olemasolu kontrolliti 1,5% agaroosgeelil (0,5x TBE).

2.2.6 Sekveneerimine

PCR meetodil amplifitseeritud piirkondadest mutatsioonide tuvastamiseks proovid
sekveneeriti. Sekveneerimised viidi 1ibi teenusena Tartu Ulikooli DNA genotiipiseerimise ja
sekveneerimise tuumiklaboris, kus protsess toimub 96-kapillaariga (pikkus 50cm) Applied
Biosystems 3730xl DNA Analyzer kapillaarsekvenaatoris (Applied Biosystems, USA).
Sekveneerimisteenuse juurde kuulus ka PCR-i produktide sAP/Exo sekveneerimiseelne

puhastamine kasutamata jaédnud desoksiiribonukleotiididest ja praimeritest.
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2.2.7 Andmete analiiiis
Sekveneeritud jdrjestuste kvaliteeti kontrolliti visuaalselt programmiga MEGA7 (Kumar ef al.,

2016).

Iga sekveneeritud piirkonna jérjestused koondati kontiigi Phred (Ewing et al., 1998) tarkvara
abil. Jarjestused joondati programmiga Phrap (Ewing et al., 1998), poliimorfismid tuvastati
PolyPhred versioon 6.02-ga (Nickerson et al., 1997) ning eelnevalt koostatud kontiigi analiiiisiti
kasutades Consed versiooni 19.0 (Gordon, 2003). Polyphred-i tuvastatud vodimalikud
heterostligootsed ja alternatiivse alleeli homostigootsed positsioonid kontrolliti {ile ja kinnitati
késitsi.

Hardy-Weinbergi tasakaalu (p> + 2pq + q°> = 1) kontrollimiseks kasutati internetilehekiiljel

https://wpcalc.com/en/ olevat Hardy-Weinbergi tasakaalu leidmise kalkulaatorit.

Tuvastamaks harvaesinevate introonsete varieeruvuste olulisust mRNA splaissimise
seisukohast, kasutati bioinformaatilist tooriista Human Splicing Finder, mille abil saab uurida
muutuste mdju olemasolevatele splaiss-saitidele ning ennustada mutatsiooni mdju

splaissregioonide tekkimisele voi kadumisele (Desmet et al., 2009).

Selleks, et tuvastada, kas KRK valimis sekveneerimise teel leitud iihenukleotiidsete variantide
alleelisagedused erinevad statistiliselt oluliselt andmebaasis gnomAD olevatest
alleelisagedustest, kasutatid Fisher Exact testi (Fisher, 1935). Test viidi l14bi internetilehekiiljel

WWwWw.socscistatistics.com.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Sekveneerimisel tuvastatud iihenukleotiidsed variandid

Uuritud E2F8 geenis tuvastati Polyphred programmi poolt ning kinnitati késitsi iile kaheksa
varieeruvat positsiooni, mis on vélja toodud tabelis 7. Koik tuvastatud iihenukleotiidsed
variandid asusid intronites, eksonites ei leitud iihtegi varieeruvust. Kaks varianti koigist

tuvastatud variantidest olid Hardy-Weinbergi tasakaalus.

Tabel 7. KRK valimis tuvastatud tthenukleotiidsete variantide iseloomustus

o Maz Min
P(glltsll;)o n Rs number | Maz/Min hom (I\P/Ilflil) hom MAF Ija-lgtl?s))_
g (M/N) (M/N)
chr11:19253598 oatres | aG 39 40 17 0.3854 1.3934
rs ’ ’
intron 7 (22/17) | 21/19) | 5/12
chr11:19254068 12906006 AG 94 2002 0 0.0104 0.0106
rs ’ ’
intron 6 (48/46) @
chr11:19256261 /T 95 1(1/0 0 0.0052 0.0026
intron 5 ) (47/48) o ’ ’
chr11:19258845 199864182 T/C 95 101 0 0.0052 0.0026
rs ’ ’
intron 4 (48/47) @
chr11:19259115 11025067 G/A 59 34 3 (3/0) 0.2083 0.5212
rs ’ ’
intron 3 (23/36) | (22/12)
chr11:19259130 26950800 /T 92 4173 0 0.0208 0.0435
rs ’ ’
intron 3 (47/43) e
chr11:19259351 376159333 /T 95 1(0/1 0 0,0052 0.0026
rs ’
intron 3 (48/47) @
chr11:19259352 19791460 /T 93 312 0 0.0156 0.0242
rs ’ ’
intron 3 (47/46) .

KRK, korduv raseduse katkemine; maz, mazoorne alleel; min, minoorne alleel; hom,
homosiigoot; het, heterosiigoot; M, mees; N, naine; MAF, minoorse alleeli sagedus, H-W,

Hardy-Weinbergi tasakaal.
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Jargnevalt vorreldi KRK valimis seitsme antud uuringus tuvastatud ja andmebaasides
varasemalt kirjeldatud iihenukleotiidse variandi minoorse alleeli esinemissagedusi avalikes

andmebaasides leiduva informatsiooniga (tabel 8).

Tabel 8. KRK valimis tuvastatud variantide minoorse alleeli sageduste vordlus andmebaasis

gnomAD oleva informatsiooniga. Statistiliselt olulised tulemused on esile toodud rasvases

kirjas.
Fisher Exact Fisher Exact
MAF (KRK gnomAD p-véartus gnomAD p-véartus
rs number
valim) (eestlased) (KRK vs (tildpop) (KRK vs
eestlased) iildpop)
rs10741765 0,3854 0,3432 0,2450 0,2781 0,0016
1s72906006 0,0104 0,0046 0,2392 0,0055 0,2899
rs199864182 0,0052 0,0011 0,2182 0,0019 0,3150
rs11025067 0,2083 0,1827 0,3915 0,1498 0,0325
rs76950800 0,0208 0,0070 0,0546 0,0075 0,0593
rs376159333 0,0052 0,0000 - 0,0002 0,0359
rs12791460 0,0156 0,0160 1 0,0132 0,7437

KRK, korduv raseduse katkemine; gnomAD, The Genome Aggregation Database; MAF,
minoorse alleeli sagedus; iildpop, iildpopulatsioon; Fisher Exact testi p-véirtus leitud

usaldusnivoo 95% juures.

Sagedasi variante (alleelisagedus >0,01) esines KRK valimis kolm ning kodik nad asusid
introonsetes regioonides, mille tdttu on mdju fenotiiiibile raske toestada. Harvasid variante
(alleelisagedus <0,01) leidus KRK valimis neli. KRK valimis tuvastati iiks variant, mida

varasemalt andmebaasides kirjeldatud polnud.

Positsioonis chr11:19254068 (rs729060006) leiti KRK valimist 2 heterosiigootset indiviidi, kes
molemad olid naised. KRK valimis esines minoorset alleeli ~1,9 korda rohkem kui gnomAD

tildpopulatsioonis, kuid alleelisageduste erinevus Fisher Exact testi kohasel usaldusnivoo 95%
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juures statistiliselt oluline ei ole (tabel 8). Andmebaasis gnomAD olevate eestlaste andmetega
vorreldes esines KRK valimis minoorset alleeli ~2,3 korda rohkem, kuid tulemus pole

statistiliselt oluline (tabel 8).

Positsiooni chr11:19258845 (rs199864182) puhul tuvastati KRK valimis T/C muutus, mis
esines iihel naisel heterosiigootses seisundis. Minoorse alleeli sagedus oli KRK valimis ~2,7
korda korgem kui gnomAD iildpopulatsioonis, kuid Fisher Exact testi tulemuste kohaselt pole
alleelisageduste erinevus statistiliselt oluline (tabel 8). Andmebaasis gnomAD olevate eestlaste
andmetega vorreldes esines KRK valimis minoorset alleeli ~4,8 korda rohkem, kuid ka see
alleelisageduste erinevus pole statistiliselt oluline (tabel 8). Kuna varieeruvus asub 4. eksoni
lahedal, vaadati Human Splicing Finderi abil tema moju splaissimisele. Human Splicing
Finderi andmetel T/C nukleotiidimuutus positsioonis chrl1:19258845 splaissimisele moju ei

avalda (lisa 1).

Positsiooni chr11:19259130 (rs76950800) puhul leiti 4 heterosiigootset indiviidi, kellest 3 olid
naised ja 1 mees. Uhtegi sellist paari, kus nii mehel kui ka naisel oleks esinenud antud
positsiooni suhtes heterosiigootsus, ei leidunud. Samuti ei leitud iihtki minoorse alleeli
homosiigooti. KRK valimis esines minoorset alleeli ~2,8 korda rohkem kui gnomAD
tildpopulatsioonis, kuid antud tulemus pole statistiliselt oluline (tabel 8). Andmebaasis
gnomAD olevate eestlaste andmetega vorreldes esines KRK valimis minoorset alleeli ~3 korda

rohkem, kuid ka see alleelisageduste erinevus pole statistiliselt oluline (tabel 8).

Positsioon chr11:19259351 (rs376159333) esines heterosiigootses vormis iihel naisel.
Vorreldes gnomAD andmetega oli KRK valimis minoorse alleeli sagedus ~32,6 korda korgem
ning alleelisageduste erinevus on Fisher Exact testi kohasel statistiliselt oluline (tabel 8).

Andmebaasis gnomAD {ihelgi eestlasel kidsitletavat varieeruvust ei tuvastatud.

Nii  rs11025067 kui ka 1s376159333 asuvad transkriptsioonifaktor SMARCA4
seondumissaidis, mis vastutab BRGI1 valgu siinteesimise eest. BRG1 osaleb kromatiini
remodelleerimisel ja seeldbi geeniekspressiooni reguleerimisel. Kromatiini remodelleerimine
BRG] abil on ATP-st soltuv. Kuna BRG1 osaleb geeniekspressiooni reguleerimisel, méngib ta
rolli olulistes protsessides nagu niiteks rakkude kasvu, jagunemise ja diferentseerimise juures,
mis on koik olulised protsessid organismide sugurakkude arenemise ning paljunemise juures

(Kim et al., 2012).

Positsiooni chr11:19256261 C/T varasemalt andmebaasides ega kirjanduses kirjeldatud ei ole.
Positsioonis chrl11:19256261 esines minoorne alleel heterosiigootses seisundis iihel mehel.
Positsiooni chr11:19256261 C/T puhul tuvastati Human Splicing Finderiga mutatsiooni tottu
tekkiv introonne ESE-sait, kasutades ESE-Finder algoritmi (Cartegni et al., 2003). Kuigi
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muutuse tulmusena tekib uus cis-toimeline splaissingut reguleeriv element, siis Human Splicing

Finderi andmetele tuginedes see siiski splaissingule moju ei avalda (lisa 2).

2.3.2 Arutelu

Kéesoleva t60 raames viidi 14bi uuring tuvastamaks varieeruvusi E2F8 geenis Eesti korduva
raseduse katkemise valimis. T66 keskendus E2F8 DNA-ga seondumise domeeniks olevale
piirkonnale, mis paikneb geeni 4.-7. eksonis. Antud piirkond on DeGregori et al 2006. aastal
avaldatud artikli jérgi vahevarieeruv, mistottu on seal mutatsioonide esinemine taunitav. T66
tulemusena ei leitud KRK valimis iihtki DNA-ga seondumise domeenis olevat varieeruvust,
mis kinnitab piirkonna konserveeritust. Kuigi kdesolev uuring keskendus ainult geeni E2F'§
DNA-ga seondumise domeenis varieeruvuste tuvastamisele, siis edaspidi voiks sekveneerida
kogu E2F'8 geeni, kuna ainult terviklik E2F8 valk on tiiesti funktsionaalne (Maiti et al., 2005)
ning seega voivad olulised olla ka mujal kui DNA-ga seondumise piirkonnas esinevad
muutused, mis mojutavad valgu funktsiooni voi ekspressiooni. Samuti ei saa véita, et antud
geeni DNA-ga seondumise domeenis suurema valimi korral muutusi ei leitaks, sest gnomAD
andmebaasi valimis (15708 genoomi) leidus DNA-ga seondumise domeenis 7 LoF mutatsiooni.
Vaib oletada, et kui transkriptsioonifaktor E2F8 DNA-ga seondumise piirkonnas toimuvad
olulised muutused, siis ilmselt katkeb rasedus juba vdga varajases faasis. Seetdttu ei esine

populatsioonis suure tdendosusega selliste muutustega indiviide eriti sagedasti.

KRK kontekstis on vidga raske 1dbi viia geneetilisi assotsiatsioonuuringuid, mille eesmargiks
on haiguste ja kandidaatgeenide vaheliste seoste tuvastamine. Klassikalised geneetikaga seotud
assotsiatsioonuuringud pohinevad analiiiisidel, kus vorreldakse geneetiliste varieeruvuste
sagedusi patsientide ja mittesuguluses olevate kontrollgrupi indiviidide vahel (Kruglyak, 1999).
Sellest tulenevalt tuleks edaspidi E2F8 geeni ja KRK assotsiatsioonuuringut 14bi viies kaasata
ka kontrollgrupp, kellel KRK-d esinenud ei ole. Kuigi tdnapdeval on véimalik suurtes avalikes
andmebaasides, nagu nditeks gnomAD, oleva informatsiooni alusel vordlusi 14dbi viia, siis
konkreetse uuringu jaoks vdga hoolikalt valitud kontrollgrupp kindlustab adekvaatsema
tulemuse. Avalikes andmebaasides olevate inimeste reproduktiivajalugu pole teada ja ei saa

vilistada, et monel neist voib olla esinenud raseduse (korduvaid) katkemisi.

Kuigi viga erinevate monogeensete haiguste puhul on iilegenoomne sekveneerimismeetod
aidanud avastada ligi 100 potentsiaalset kandidaatgeeni (Rabbani et al., 2014), siis
multifaktoriaalsete ja suure riskifaktorite hulgaga haiguste puhul on geenide identifitseerimine

viljakutsuvam (Hyde ja Schust, 2015).

Uhe geeni defektide seost KRK-ga on palju uuritud. Libi viidud uuringutes keskendutakse

peamiselt skeletilihaste geenmutatsioonidele, implanteerumist reguleerivatele, immuunvastuse
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tekitamises osalevatele, poletike tekkega seotud, vere koagulatsioonihidrietega seotud, loote
kudede formuleerimise ja ema metabolismiga seotud geenidele (Yang et al., 2012; Asadpor et
al.,2013; Wang et al., 2013; Vatin et al., 2014; Arias-Sosa et al., 2018). 2017. aastal Pereza et
al. poolt avaldatud siistemaatilises iilevaates kisitleti 428 juht-kontrolli uuringut, mis uurisid
geneetilisi seoseid idiopaatilise KRK-ga. Neis uuringutes keskenduti naiste puhul 187 geeni
472 variandile, millest KRK-ga seotuks tunnistati 21 varianti, mis omasid rolli immuunvastuse
tekke, vere koaguleerumise, ainevahetuse ja angiogeneesi eest vastutamisel (Pereza et al.,
2017). Kuigi seoseid konkreetse geeni ja KRK wvahel leidub, siis tihti on uuringud
vasturddkivad, puudub kontrollgrupp voi raskendab seose kinnitamist erinevates uuringutes

kasutatav KRK erinev defineerimine.

Uurimaks inimese haiguste geneetilisi pohjuseid nukleotiidsel tasemel, on kaasa aidanud
tdnapdevaste sekveneerimismeetodite kasutuselevott, mis annab voimaluse sekveneerida kogu
eksoomi voi genoomi kiillalt liihikese ajaga ning odavamalt kui varasemad meetodid seda
voimaldanuks (Koboldt et al., 2013). Esimene eksoomi uuring, mis keskendus SNV-de mdju
hindamisele KRK patogeneesis viidi ldbi 2016. aastal Qiao et al. poolt kasutades uue
generatsiooni sekveneerimist, kus ndhti, et iihe bioloogilise raja geenide mutatsioonide
kollektiivne mdju on seotud KRK-ga. Samas uuringus tuvastati, et geenides DYNC2H1 (seotud
loote suremisega) ja ALOXI5 (seotud platsenta ebanormaalsustega, angiogeneesi ja
poletikega), esinevad KRK patsientidel mutatsioonid (Qiao et al., 2016). Quintero-Ronderos et
al. 2017. aastal 1dbi viidud kogu eksoomi uuringus tuvastati 27 mutatsiooni 22 raseduse kuluga

seotud geenis, kuid ka nende geenide puhul tuleks otsest seost KRK-ga lahemalt uurita.

KRK kohta on kdige rohkem geneetilisi assotsiatsioonuuringuid keskendunud
hiipoteesipohistele kandidaatgeeniuuringutele, mis on 1dbi viidud kasutades Sangeri
sekveneerimist voi sihtmédrk SNV-de genotiipiseerimist (Kasak et al., 2018a). Peaaegu 100
erineva geeni varieeruvuse uuringut on seoses KRK fenotiiiibiga 1édbi viidud, kuid nagu ka
kdesolevas E2F8 geeni DNA-ga seondumise domeeni uuringus enamikel juhtudel seost KRK
fenotiilibi ja konkreetse geeni vahel tuvastada suudetud pole (Rull et al., 2012). Siiani pole
meditsiinipraktikas uuringutes tuvastatud KRK-ga seotud geenivariantidest diagnostilist ega
prognostilist kasu, kuna voib oletada, et iiksiku muutuse moju suudetakse genoomi teiste
lookuste poolt kompenseerida voi siis ei ole veel iihtki KRK seisukohalt viga olulise mdjuga

SNV-d tuvastatud (Kasak et al., 2018b).

Kéesolevas uuringus valiti kandidaatgeen vilja andmebaasis EXAC olnud informatsiooni
poOhjal, mis néitas, et E2F'8 geenil on madal mutatsioonide talumisvdime ning hiirtes 1dbi viidud

knockout hiiremudelite t66de tulemuste pohjal, kus E2F8 puudumine viis nii platsenta kui ka
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loote arengu héireteni (Li ef al., 2008; Ouseph et al., 2012; Qi et al., 2015). Kuigi hiirte puhul
on tdestatud, et E2F8 méngib rolli platsenta arengus, siis vastupidiselt hiire platsentas nihtule
voib inimesel E2F8 puudumine platsenta invasiivsust vihendada (Mizuno et al., 2019). See
nditab, et E2F§ geeni funktsioon v4ib inimese ja hiire platsentas mangida erinevat rolli, mistottu
hiiremudelites 1dbi viidud katsete tulemusi ja leitud seoseid geenide ning fenotiitipide vahel ei

saa liks-iihele tile kanda inimese fenotiiiipidele.

Kuigi eksperimentaalse t66 kéigus ei tuvastatud SNV-sid eksonites, siis leiti 8 iihenukleotiidset
varianti introonsetes regioonides, millest seitsme olemasolu on ka varasemalt detekteeritud ja
mille kohta on voimalik andmebaasidest informatsiooni leida. Leiti ka iiks 1 SNV, mida varem
kirjeldatud ei ole. Tuvastatud SNV-dest olid neli harvaesinevad (alleelisagedus <0,01) -
1$72906006 A/G, rs199864182 T/C, rs76950800 C/T jars376159333 C/T. Vorreldes gnomAD
andmebaasis olevate eestlaste andmetega esines kirjeldatud SNV-de minoorset alleeli KRK
populatsioonis kordades sagedamini. Kuid kuna vdib oletada, et ka gnomAD andmebaasis
olevatel indiviididel vdib olla esinenud raseduse katkemisi ei saa andmebaasis olevaid andmeid
kiasitleda kui ideaalset kontrollgruppi. Ideaalne kontrollgrupp kdesoleva uuringu kontekstis
oleks vanuselt KRK patsientide sarnane, ilma iihegi raseduse katkemiseta ning oleks kogenud
mitut elusslinniga 10ppenud rasedust. Kdesolev uuring keskendus >3 raseduse katkemist
kogenud naiste ning nende meespartnerite veeniverest eraldatud DNA-s mutatsioonide
tuvastamisele, kuid ideaalne proovide komplekt hdlmaks ka nende indiviidide jirglaste,

nurislinnituse embriiote ja puhastatud koorionihattude materjali (Kasak et al., 2018b).

Mizuno et al. 2019 uuring keskendus geeni E2F8§ rollile inimese platsentas ning tuvastas, et
geen on seal ekspresseeritud nii hattude vahel olevas trofoblastis, detsiidua rakkudes kui ka
tsiitotrofoblastis. Samas nédhti, et kui E2F8 ekspressioon alla suruti, siis méargatavaid muutusi
el tdheldatud rakutsiiklis ega rakkude prolifereerumises (Mizuno et al., 2019), mistottu voiks
tulevikus lisaks E2F8-le viia 1dbi uuringuid ka teiste platsentas ekspresseeritud ja

funktsionaalseid muutuseid tekitavate geenide varieeruvuste tuvastamiseks.
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Kokkuvote

Kéesolevas uurimistdos anti iilevaade levinumatest teadaolevatest korduva raseduse katkemise
(KRK) pohjustest, transkriptsiooni masinavirgist ja transkriptsioonifaktoritest, kusjuures
suuremat rohku poorati E2F transkriptsioonifaktorite perekonnale. T66 eesmirgiks oli uurida

seost E2F transkriptsioonifaktorite ja korduva raseduse katkemise vahel.

Eksperimentaalses osas uuriti KRK paaridelt kogutud DNA pohjal, kas E2F8 DNA-ga
seondumise domeenis (DBD) (E2F8 eksonid 4-7) esineb geneetilist varieeruvust. Tulemusi

analtiiisiti programmidega Phred, Phrap, PolyPhred ning Consed.

To66 tulemusena leiti, et antud valimis ei olnud {ihelgi indiviidil DBD-s SNV-sid, mis kinnitab
kirjanduses leiduvat fakti, et DBD on vdga konserveerunud regioon (DeGregori et al., 2006).
Kiill aga leiti 8 SNV-d, mis paiknesid valitud piirkondade amplifitseeritud osade introonsetes
regioonides. 7 SNV-d olid varasemalt kirjeldatud, 1 SNV leidis kéesolevas t60s esmakordselt
mainimist. Neli tuvastatud harvaesinevat (alleelisagedus <0,01) SNV-d, rs72906006 A/G,
rs199864182 T/C, rs76950800 C/T jars376159333 C/T esinesid KRK populatsioonis kordades
sagedamini vorreldes The Genome Aggregation Database andmebaasis olevate eestlaste

andmetega.

Valimi véiksusest tulenevalt ei saa limber liikata hiipoteesi, et geeni E2F8 DBD-s vodivad
paikneda SNV-d mis voiksid olla seotud KRK-ga. Samas ei saa ka vélistada, et antud geeni

teistes eksonites voib leiduda SNV-sid, mis vdivad KRK tekkes rolli méngida.

Edaspidi vodiks seoses KRK fenotiiiibi uurimisega keskenduda ka teistele antud
transkriptsioonifaktorite perekonna geenidele, niiteks geenile E2F7, kuna kirjanduse pohjal

voib jareldada, et E2F7 ja E2F8 omavad kiillaltki sarnaseid funktsioone.
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Identification of genetic variation in E2F8 gene
in Estonian recurrent pregnancy loss samples
Marion Villemson
Summary

Recurrent pregnancy loss (RPL) is a multifactorial disease associated with anatomical,
immunological as well as endocrinological abnormalities, infections, environmental factors,
sperm quality, maternal and paternal age (Hyde and Schust, 2015). Although a number of
causes related to RPL were mentioned above, up to 50% of cases remain idiopathic (Jeve and
Davies, 2014), which makes the treatment of the disease difficult and therefore psychologically

very exhausting for couples trying to conceive (Saravelos and Li, 2012; Arias-Sosa et al., 2018).

Recently, a family of E2F transcription factors has emerged in connection with recurrent
pregnancy loss. A study by Sober ef al 2016 using RNA-seq analysis in recurrent pregnancy
loss and control placental samples, found that most of the genes that were differently expressed
in RPL samples compared to normal pregnancies were controlled by E2F transcription factors.
In addition, another study by Kasak et al/ 2017, showed that compared to RPL placenta,
structural variation in normal pregnancy placental samples involves genes, most of which have

binding sites for E2F transcription factors, indicating their importance in successful pregnancy.

In the current study, an overview was given about the etiology of recurrent pregnancy loss
(RPL), transcription factors in general, and the family of E2F transcription factors. The aim of
the study was to investigate the relationship between E2F transcription factors and RPL. In the
experimental part, a genetic variation screening was performed in the DNA binding domain of

the transcription factor E2F8 in Estonian recurrent pregnancy loss samples.

As a result of the work, no variation was detected in the DNA binding domain of E2F§ in the
Estonian recurring pregnancy loss samples. However, 8 single nucleotide variants were
discovered in the intronic regions, including one novel variant. Four of the SNVs were
classified as rare variants (allele frequency <0,01), rs72906006 A/G, rs199864182 T/C,
176950800 C/T and rs376159333 C/T, and were overrepresented in RPL samples compared to

Estonian population samples in the Genome Aggregation Database.
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Lisad
Lisa 1. Human Splicing Finder-i andmed positsiooni chr11:19258845 T/C (rs199864182) kohta

Relerence sequence

E2F8 Gene > ENST00000250024 Transcript > Exon number: 4 (157 bp) + 100 intronic nucleotides at exon ends
1agcgtgtgta agttggtgtc agtcatcgag cacagatgcc cctaataaat ctgtcagact ttattttaga ataagacatt gtttaccttt tcctttgtag
101 GRACACTTAT CTGGAGATGA ATTTGAGAAA TCCCARACCAA GTCGAAAAGA GAAAAGTTTA GGATTATTGT GTCATAAGTT CTTAGCACGA TATCCTAATT
201 ATCCCRACCC TGCTGTGAAT AATGACATCT GCCTTGACGA AGTGGCAGAG GAACTTAgta agtatgcaaa gaactcactg aaagaattaa taattaaagt
301 ggctttatgg acttaactcc ttcagacccc cgctcatcta gccagtgttt gtaaatg
Total sequence length: 357 nucleotides

Mutant sequence

1agcgtgtgta agttggtgtc agtcatcgag cacagatgcc cctaataaat ctgtcagact ttattttaga ataagacatt gtttaccttt tcctttgtag
101 GRACACTTAT CTGGAGATGA ATTTGAGAAA TCCCRACCRA GTCGARAAGA GRRAAGTTTA GGATTATTGT GTCATAAGTT CTTAGCACGA TATCCTAATT
201 ATCCCRACCC TGCTGTGAAT AATGACATCT GCCTTGACGA AGTGGCAGAG GAACTTAgta agtatgcaaa gagctcactg aaagaattaa taattaaagt
301 ggctttatgg acttaactcc ttcagacccc cgctcatcta gccagtgttt gtaaatg
Total sequence length: 357 nucleotides

The underlined sequences are analyzed by HSF.

~ Interpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context.
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

No significant splicing motif al ion det: |
This mutation has probably no impact on splicing.
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Lisa 2. Human Splicing Finder-1 andmed positsiooni chr11:19256261 C/T kohta

Reference sequence

E2F8 Gene > ENST00000250024 Transcript > Exon number: 5 (315 bp) + 100 intronic nucleotides at exon ends

1 tatccaagac
101 ATGTTGRACG
201 CAATCTCRAC
301 TTTGACTTTA
401 TGGRATTTCG
501 gctactgctg

ctactgacta
TCGACGCATT
AARACCCTTG
TTARGAGTTA
GGCAGgtgag
GEEEE

ataaaccaat
TACGATATCG
GCACCTTGAA
CAGTATAGAG
agatggtagt

Total sequence length: 515 nucleotides

Mutant sequence

1 tatccaagac
101 ATGTTGRACG
201 CAATCTCRAC
301 TTTGACTTTA
401 TGGAATTTCG
5601 gctactgctg

ctactgacta
TCGACGCATT
AAAACCCTTG
TTAAGAGTTA
GGCAGgtgag
ccttt

ataaaccaat
TACGATATCG
GCACCTTGAA
CAGTATAGAG
agatggtagt

Total sequence length: 515 nucleotides

The underlined sequences are analyzed by HSF.

ggaagaaaaa
TGAACGTCCT
GAGCATCGGG
GATCATATCA
gaaaactcca

ggaagaaaaa
TGAACGTCCT
GAGCATCGGG
GATCATATCA
gaaaactcca

gctattcaat
AGAGAGTTTA
GAGGAGAATA
TCRRAATCRARA

ggcggcatgg

gctattcaat
AGAGAGTTTA
GAGGAGAATA
TCAAATCRAA

ggcgacatgg

tctaaacacg
CATATGGTGA
AGTACGCCGA
CACTGGCCCA
(CEIEEECIEEEE

tctaaacacg
CATATGGTGA
AGTACGCCGA
CACTGGCCCA
catttgtcct

ttacaaaaat
GCCGCCTCGC
GCAGATTATG
AATGGACACC
ctgtctaagg

ttacaaaaat
GCCGCCTCGC
GCAGATTATG
AATGGACACC
ctgtctaagg

ctgtaacaca
CRARARACAGG
ATGATCAARA
CAGACATGTG
aaaaggttct

ctgtaacaca
CAAAAACAGG
ATGATCARAAA
CAGACATGTG
aaaaggttct

caattgcaca
TACACTTGGC
AGRAAGRATA
TTTTGTGGAA
gtggagaaca

caattgcaca
TACACTTGGC
AGARAGARATA
TTTTGTGGAA
gtggagaaca

ttctttgtag
ACGGGCGACA
TGAGCAAGAG
CTCCCTGGAG
cagctctaaa

ttctttgtag
ACGGGCGACA
TGAGCARGAG
CTCCCTGGAG
cagctctaaa

~ Interpreted Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context.
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

Predicted signal

Prediction algorithm

cDNA Position

Interpretation

New ESE Site

1 - ESE-Finder - SRp40

2 - EIEs from Zhang et al.

aggecggcatggecat

—

——

% 28 % 2

T 1
3% 38

Creation of an intronic ESE site
Probably no impact on splicing.
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