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KASUTATUD LUHENDID

6-FAM — 6-karboksiifluorestsiin

ATP — adenosiintrifosfaat

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

BMI — kehamassi indeks (Body Mass Index)

bp — aluspaar (base pair)

DEPC — dietiitilpiirokarbonaat

DMSO — dimetiiiil sulfoksiid

dNTP — desoksiinukleosiidtrifosfaat

dT — desoksiitiimidiin

DTT - ditiotreitool

DVR - diastoolne vererohk

EDTA - etiileendiamiintetraatsetaat

EHT - essentsiaalne hiipertensioon

ENaC — epiteliaalne Na" kanal

Exol — eksaonukleaas |

F — Forward

GAPDH - gliitseeraldehiiiid-3-fosfaadi dehiidrogenaas

GFR - glomerulaarse filtratsiooni tase (Glomerular Filtration Rate)
HDL — korge tihedusega lipoproteiin (High-Density Lipoprotein)
HEX — 6-karboksiiheksafluorestsiin

HT — hiipertensioon

kb — tuhat aluspaari

KCC3 - K-Cl-kotransporter 3

kDa — tuhat Daltonit

KS-WNKI1 — neeruspetsiifiline lithike WNKI vorm

LDL — madala tihedusega lipoproteiin (Low-Density Lipoprotein)
LRT — tdepéra suhte test (Likelihood Ratio Test)

L-WNKI1 — pikk WNKI vorm



M-MuLV — moloney murine leukemia virus

NCBI — National Center for Biotechnology Information

NCC — Na'- CI kotransporter

NKCC — Na-K-2Cl-kotransporter

OSRI1 — (Oxidative Stress Response kinase 1)

PHAII — pseudohiipoaldosteronism tiiiip 2

R — Reverse

rcf — (relative centrifugal force)

RAAS — reniin-angiotensiin-aldosteroon-siisteem

RFLP — restriktsioonifragmendi pikkuse poliimorfism (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

RPII — RNA poliimeraas 11

sAP — kreveti aluseline fosfataas (shrimp Alkine Phosphatase)
SNP — ithenukleotiidne poliimorfism (Single Nucleotide Polymorphism)
SPAK — (STE20/SPS1-related Proline/Alanine-rich Kinase)
STE20 — stressiga seotud kinaasid (stress-related kinases)
SVR — siistoolne vererdhk

TBE — Tris-boorhape-EDTA

TET — 5’tetraklorofluorestsiin

Tris — trishiidroksiimetiililaminometaan

U — tihik (Unit)

WNK — ilma liisiinita (K) (With No K)



SISSEJUHATUS

Hiipertensioon ja sellega kaasnevate paljude haiguste riski suurenemine on
tdnapdeval laialt levinud probleem, mojutades industrialiseerunud iihiskondades 25%
elanikkonnast. Progress geneetikas ja meditsiinis on avanud ukse uutele teadmistele
haiguse pdhjuste paremaks mdistmiseks ning andnud efektiivsemad vahendid
probleemiga vditlemiseks. Lisaks keskkonnast l&htuvatele vererdhu regulatsioonis
osalevatele paljudele faktoritele on haiguse tekkes ja kulus oluline roll tdita ka geenidel.
Hiipertensiooni geneetilise komponendi viljaselgitamine aitab mdista haiguse olemust
molekulaarsel tasemel ja loob suurepdrased eeldused tdohusamate ravimite
viljatootamiseks.

Antud t60 on osa suuremast projektist, mille eesmérgiks on uurida inimese
hiipertensiooni geneetilist tausta.

Kirjanduse iilevaate esimese osas tutvustatakse hiipertensiooni olemust ja
klassifitseerimist, loetletakse seni tuntud korgvererdhutdve monogeensed périlikud
vormid ning kirjeldatakse hiipertensiooni kui komplekshaigust. Samuti antakse
lihililevaade erinevatest ldhenemisviisidest haiguse kandidaatgeenide tuvastamiseks
ning tuuakse vilja siiani tehtud olulisemad avastused. Kirjanduse iilevaate teises osas
tutvustatakse WNK geeniperekonda, antakse pdhjalik iilevaade siiani tuvastatud WNK/
geeni funktsioonide kohta ning selgitatakse WNKI seost vererdhu regulatsiooni ja
hiipertensiooniga.

Too6 praktilise osa eesmirgiks oli vélja selgitada WNKI 10. intronis paikneva
uue poliimorfse A/uYb8 seos vererdhuga ja voimalik mdju geeni alternatiivsete vormide
ekspressioonile. Samuti tehti kindlaks WNK/ 10. introni ja sellega piirnevate eksonite
konserveeritus inimese ja Simpansi vahel ning uuriti konkreetse A/uYbS8 elemendi

jaotuvust erinevates Euroopa, Aasia ja Aafrika populatsioonides.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Essentsiaalne hupertensioon (EHT)

Hiipertensiooni méadratletakse kui haiguslikku seisundit, kus inimese siistoolne ja
diastoolne vererohk piisivad puhkeseisundis jarjepidevalt kdrgemal kui 140 mmHg ja
90 mmHg. Vastavalt vererdhu véirtustele jagatakse uuema klassifikatsiooni jérgi
seisund nelja klassi (tabel 1) (VII INC raport, 2004).

Korgenenud vererdohk mojutab kaasaegses iihiskonnas umbes 25% elanikkonnast
ja on peamine riskifaktor paljudele laialt levinud haigustele nagu siidame isheemiatobi,
infarkt, kongestiivne stidamepuudulikkus ning neerude funktsiooni kahjustus (Lifton jt.,
2001). Vastavalt VII JNC raportile (2004) on maailmas 1 miljard inimest, keda vaevab
hiipertensioon ning on pakutud, et haigus on otseselt seotud 7,1 miljoni inimese
surmaga aastas.

Olenevalt haiguse tekkepdhjusest voib hiipertensiooni jagada kaheks. EHT
peetakse hiipertensiooni vormiks, millel puudub selgelt méératletud pdhjus. See
tdhendab, et haiguslikud ndhud ei kaasne koos mone teise haigusega. EHT moodustab
90-95% koigist hiipertensiooni juhtudest. Sekundaarse hiipertensiooni puhul on
korgenenud vererdhk tingitud monest muust haigusest nagu primaarne
hiiperaldosteronism, Cushing’i siindroom, neuroendokriinne kasvaja ja neeruhaigus voi

kaasneb kdrgem vererdhk mone ravimi kdrvalmojuna (Binder, 2006).

Tabel 1. Hipertensiooni klassifikatsioon vererdhu védrtuste alusel (VII JNC raport,
2004).

Klass SVR (mmHg) DVR (mmHg)
Normaalne <120 <80
Prehiipertensioon 120-139 80-89

I astme hiipertensioon 140-159 90-99

IT astme hiipertensioon >160 >100

SVR - siistoolne vererohk; DVR — diastoolne vererohk



1.1.1 Hupertensiooni (HT) monogeensed parilikud vormid

Tdnu viimase 15 aasta jooksul toimunud progressile genoomikas ja
proteoomikas on kindlaks tehtud paljude périlike hiipertensiooni vormide geneetiline
taust (tabel 2) (Staessen jt., 2003). Praeguseks véljaselgitatud mehhanismiga
monogeenseid HT vorme iseloomustavad kaks tunnust: esiteks koigi vormide
funktsionaalseks tagajdrjeks on suurenenud Na' ioonide reabsorbtsioon distaalses
nefronis, teiseks plasma reniini aktiivsus on alati supresseeritud (Vehaskari, 2007).
Kuigi monogeensed HT vormid moodustavad vaid 0,5% koigist HT juhtudest
(Kristjansson jt., 2002) on nendega seotud geenide uurimine tdhtis avastamaks uusi

vererohu kontrolli eest vastutavaid geene ja regulatsioonimehhanisme (Garcia jt., 2003).

1.1.2 Essentsiaalne hupertensioon kui komplekshaigus

Essentsiaalset  hiipertensiooni  késitletakse enamasti kui  kompleksset
kvantitatiivset tunnust, mis allub paljude geneetiliste ja keskkonnast ldhtuvate faktorite
koosmdjule. Perekondadega labiviidud uuringud on nédidanud, et vererdhu parilikkus on
20% timber, ulatudes 60%-ni kaksikutega tehtud toddes. Vererdhule kui multigeensele
tunnusele viitab ka asjaolu, et siiani ei ole geneetikud suutnud tuvastada tiksikuid geene,
millel oleks EHT seisukohast suur efekt. [lmselt osalevad vererdhu regulatsioonis paljud
geenid, millest igaiiks panustab tervikusse viikese osaga (Staessen jt., 2003).

Keskkonnafaktoritest panustavad vererdhu reguleerimisse enim inimese elustiil,
toitumine, liigne soola, loomsete rasvade ja alkoholi tarbimine, suitsetamine ning stress
(Gong ja Hubner, 2006). Elustiili muutmisel on vdimalik saavutada positiivne mdju
vererohu alanemisse ja kardiovaskulaarse riski vdhenemisse (Staessen jt., 2003).
Graudal jt., 1998 on ndidanud, et langetades pédevast soola tarbimist kuue grammi vorra
alandab hiipertoonikutel siistoolset vererdhku 3,7 mmHg ja diastoolset 0,9 mmHg vorra.
Staessen jt., 1989 omakorda on nédidanud, et kehakaalu langetamine iihe kilogrammi

vOrra alandab siistoolset rohku 1,6 ja diastoolset 1,3 mmHg vorra.



Tabel 2. Hiipertensiooni parilikud monogeensed vormid.

Stndroom Geen Haiguse mehhanism

1. Liddle stindroom SCNN1p ENaC aktiivsuse tous

(Shimkets jt., 1994) SCNN1y

2. Gordoni siindroom e. WNK1 NCC ja ENaC aktivatsioon

PHAII (Wilson jt., 2001) WNK4

3. Mineraalkortikoidide HSDI11p2 Kortisooli konverteerimine

liig (Wilson jt., 1995) kortisooniks on rikutud

4. Rasedusega dgenev NR3C2 Mineraalkortikoidi retseptori

hiipertensioon aktiveerumine, mis pohjustab

(Geller jt., 2000) pidevalt stimuleeritud Na
reabsorbtsiooni

5. Gliikokortikoididega CYPI1B1 CYPI11B1 ja CYP11B2 geenide

ravitav aldosteronism e. CYPIlIB2 kimaar pohjustab ACTH

perekondlik stimuleeritud aldosterooni

hiiperaldosteronism tiiiip I produktsiooni

(Lifton jt., 1992)

6. Perekondlik kromosoom Liigne mineraalkortikoidide

hiiperaldosteronism tiiiip Tp22 produktsioon

IT (Lafferty jt., 2000)

7. Perekondlik NR3CI Kortisooli ja androgeenide

gliikokortikoidide ileproduktsioon, mis viib

resistentsus mineraalkortikoidi retseptori

(Hurley jt., 1991) aktiveerumiseni

8. Hiipertensioon kromosoom Mehhanism teadmata

brahhiidaktiitiliaga 12p11.2-12.2

(Schuster jt., 1996)




1.1.3 Essentsiaalse hiipertensiooni kandidaatgeenide tuvastamine

EHT kandidaatgeenide tuvastamiseks on peamisteks meetoditeks aheldusanaliiiis
ja assotsiatsiooniuuringud (Agarwal jt., 2005). Lisaks on oluliseks vahendiks
kandidaatgeenide tuvastamisel loommudelid, milleks hiipertensiooni puhul kasutatakse
enamasti rotti (Mein jt., 2004).

Aheldusanaliiiisi eelduseks on uuritava geneetilise markeri aheldus geeniga, mis
pOhjustab konkreetset fenotiilipi. Selleks uuritakse geneetiliste markerite lahknemist
sugupuus ehk vaadatakse, kas kaks lookust lahknevad koos sagedamini, kui nad
peaksid, arvestades, et nad ei ole kromosoomil fiiiisiliselt 1dhestikku (Agarwal jt., 2005).
Binder’i, 2006 jirgi on aastate jooksul vererdhu kui kvantitatiivse ja hiipertensiooni kui
kvalitatiivse tunnuse vahel 19 uurimust tuvastanud statistiliselt olulise voi sellele
vihjavat aheldust kodikide kromosoomidega vilja arvatud kromosoomidega 13, 14 ja 22.
Siiski iihtegi tulemust ei ole suudetud korrata ning iihegi aheldusanaliiiisiga pole
tuvastatud aheldust teadaolevate EHT kandidaatgeenidega (Binder, 2006). Suurimaks
aheldusanaliiiisi uurimuseks on seni olnud BRIGHT (British Genetics of Hypertension),
kus vaadeldi 3599 hiipertensiivset patsienti, kuid statistiliselt oluline tulemus suudeti
tuvastada vaid iihe lookusega kuuendas kromosoomis (Caulfield jt., 2003) ning FBPP
(Family Blood Pressure Program) uurimus, kus rohkem kui 6000 indiviidi kasutades
statistiliselt olulisi tulemusi ei saadud (Province jt., 2003).

Komplekshaiguste nagu EHT geneetilise komponendi uurimiseks on sobivamaks
meetodiks assotsiatsiooniuuringud, kus vorreldakse geneetiliste markerite (peamiselt
SNP-de) sagedusi patsientide ja tervete kontrollide vahel. Selle meetodi puhul on
oluline patsiendi- ja kontrollgrupi tdpne madratlemine (Cardon ja Bell, 2001).
Assotsiatsioon alleeli ja fenotiiiibi vahel vdib esineda kolmel juhul: uuritav marker on
ise otseselt seotud fenotiiiibiga; marker on ahelduse tasakaalustamatuse tottu seotud
fenotiitipi pohjustava SNP-ga; seos fenotiiiibi ja genotiiiibi vahel on juhuslik (Agarwal
jt., 2005). Viimastel aastatel on ténu tdiustunud genotiipiseerimismeetoditele 14bi viidud
suur hulk assotsiatsiooniuuringuid, mille tulemusena on nédidatud rohkem kui 60 geeni
seos vererdhuga (Binder, 2006). Paljud uurimused on tuvastanud seoseid reniin-
angiotensiin-aldosteroon-siisteemi (RAAS) ja EHT vahel (Gong ja Hubner, 2006). ACE

(kodeerib angiotensiini konverteerivat ensiilimi) ja AGT (kodeerib angiotensinogeeni)
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geenivariantidel on tuvastatud paljudes toddes nii positiivseid kui negatiivseid
assotsiatsioone vererohu regulatsiooni ja HT-ga. Ténu assotsiatsiooniuuringutele on
tuvastatud seoseid kandidaatgeenide ja vererdhu vahel ka viljaspool RAAS-i (Gong ja
Hubner, 2006). Kamide jt., 2005 niitasid, et poliimorfismid nérvisiisteemi
regulatsioonis osalevates geenides GREBI ja HPCALI on seotud HT-ga.
Oksiidatiivsetes protsessides osalevate geenide CAT (Zhou jt., 2005) ja BDKRBI ning
BDKRB?2 (Cui jt., 2005) poliimorfismidel on samuti tuvastatud seos HT-ga.

Niriliste abil EHT kandidaatgeenide tuvastamiseks aheldusanaliilisiga
kasutatakse traditsiooniliselt hiipertensiivsete ja normaalse vererdhuga liinide
ristandeid, et leida vererdhu kontrolliga seotud lookusi (Mein jt., 2004).
Aheldusanaliiiisiga on selliseid lookusi tuvastatud enamikest roti kromosoomidest, kuid
probleemiks sellise meetodi puhul on leitud lookuste suur ulatus, mis raskendab

konkreetsete geenide tdpsemat identifitseerimist (Rapp, 2000).
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1.2 WNK1 kui essentsiaalse htipertensiooni kandidaatgeen

1.2.1 WNK geeniperekonna tldiseloomustus

Esimene WNK geen (WNKI) isoleeriti 2000. aastal roti aju cDNA
raamatukogust (Xu jt., 2000). Wilson jt., 2001 otsisid genoomi ja EST andmebaasidest
inimese 12. kromosoomis paikneva WNK paralooge ja leidsid lisaks kolm geeni, mis
kodeerisid WNK isovorme. WNK2 tuvastati inimese 9. kromosoomist, WNK3 X
kromosoomist ja WNK4 17. kromosoomist.

WNKI katab genoomis 150 kb ala ja koosneb 28 eksonist, millest
transkribeeritakse erinevates kudedes erineva pikkusega transkripte (Verissimo ja
Jordan, 2001; Wilson jt., 2001). Geenil on mitu transkriptsiooni alguspunkti, millest
esimene annab pikema, 12 kb transkripti. Teiselt promootorilt alustatud transkriptsiooni
tulemuseks on lithem, umbes 10 kb transkript. Mdlemad transkriptid vdivad varieeruda
veel tdnu kahe poliiadeniilatsiooni jérjestuse kasutamisele ja koespetsiifilisele
splaissingule. Molemad WNKI vormid ekspresseeruvad paljudes kudedes, kuid
peamiselt siidames, skeletilihastes, neerudes ja testistes. Tuvastatud on ka kolmas
promootor neljandas intronis, mille transkript ekspresseerub vaid neerudes ja millel
puudub kinaasset aktiivsust kodeeriv osa (Xu jt., 2002; Delaloy jt., 2003).

Inimese geenid WNK?2 ja WNK3 on tekkinud arvatavasti WNKI duplitseerumise
tagajérjel (Holden jt., 2004). WNK3 katab genoomis 165 kb ja koosneb 24 eksonist.
WNK3-1 esineb kaks isovormi tdnu 18. ja 22. eksoni alternatiivsele splaissingule. WNK3
ekspresseerub viga madalal tasemel paljudes, eriti lootelistes kudedes, kuid 18. eksoni
splaissingu vormi on tuvastatud vaid ajus.

WNK4 hdlmab inimese genoomis 16 kb ja koosneb 19 eksonist. Tuvastatud ei
ole iihtegi erinevat splaissingu varianti ja esialgsed analiilisid oletasid, et geen
ekspresseerub vaid neerudes (Wilson jt., 2001). Niilidseks on selgunud, et WNK4 on
esindatud enamates kudedes, sealhulgas paljudes sekretoorse epiteeli rakkudes
véljaspool neerusid, ajus, kédrsooles, kohunddrmes, sapijuhas ja munandimanuses

(Kahle jt., 2004).
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WNK geenide poolt kodeeritud valgud kuuluvad proteiinkinaaside perekonda
(joonis 1). WNK kinaasidel on erinevalt koigist teistest kinaasidest kataliiiitiline
konserveerunud liisiini jadk, mis tagab seondumise ATP-ga, II subdomeenis asendunud
tstisteiiniga. WNK-de kinaasse aktiivsuse tagab liisiini jddk I subdomeenis (Xu jt.,
2000). Aminohappelise jarjestuse pdhjal on WNK kinaaside omavaheline sarnasus 40%.
Rohkem on konserveerunud kinaasset aktiivsust omav osa, autoinhibitoorne domeen ja
kaks keerd-keerd domeeni. WNK1 valgul on tuvastatud ka autofosforiilatsiooni vdime

(Xu jt., 2002).

1 C1 Cc2 2382

PRKWNK1 [T I | || |
1 1895

PRKWNK1-Kidney [ | | I

1 2216
PRKWNK2  [] 1/M | | |

1 1800
PRKWNK3  [] 17| | | | |

K AE
PEEPEADCHS
1 1243

PRKWNK4  [] i | |

Joonis 1. Gamba, 2005 jargi. WNK valkude lineaarne strukturaalne organisatsioon.
Hallid ristkiilikud kujutavad valgu kinaasset domeeni, viirutatud ristkiilikud
autoinhibitoorset ja mustad (C1 ja C2) keerd-keerd domeene. Joonisel on kujutatud ka
WNKI neeruspetsiifiline vorm, millel puudub kinaasne aktiivsus. WNK4-1 on néidatud

muutused aminohappelises jarjestuses, mis pohjustavad pseudohiipoaldosteronism II.
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1.2.2 WNK1 geeni funktsioonid

Inimese WNK1 geeni tdispikk valk koosneb 2382 aminohappe jadgist (Verissimo
ja Jordan, 2001) ning selle suurusest (251 kDa) ldhtuvalt on ennustatud, et see vdib
seonduda kuni 50 valguga. Seega WNK geenil v3ib olla vdga palju funktsioone, millest
siiani on kindlaks tehtud vaid vdikene osa (Xu jt., 2005).

Kuna teatud mutatsioonid WNKI geenis pohjustavad hiipertensiooni
monogeenset vormi PHAII (vt. peatiikk 1.2.3), on siiani rohkem tdhelepanu podratud
geeni nendele funktsioonidele, mille kaudu toimub soolade transpordi reguleerimine
rakus ja 1dbi selle vererohu regulatsioon. Enamus funktsionaalsetest uuringutest
pohinevad Xenopus laevise ootsiiiitide voi epiteelrakkude niitel (Zagorska jt., 2007).

Xenopus laevise ootsiilitides on tdheldatud, et WNKI suurendab kaudselt
tiasiidtundliku Na-Cl kotransporteri (NCC) aktiivsust. Otseselt seondub WNK1 WNK4-
ga, inhibeerib seda ja WNK4 omakorda surub maha NCC aktiivsust, takistades NCC
transporti plasmamembraanile (Yang jt., 2003). Subramanya jt., 2006 uurisid WNKI ja
WNK4 seoseid tdpsemalt ning niitasid, et neeruspetsiifiline liihike WNK1 vorm (KS-
WNKI1), mis on alternatiivsest eksonist 4a algava transkripti produkt, ei oma otsest
efekti WNK4-le, vaid toimib kui dominantne negatiivne regulaator pikale WNK1
vormile (L-WNK1). KS-WNKI1 inhibeerib L-WNKI1 kinaasset aktiivsust, mistottu L-
WNK1 kaotab voime inhibeerida WNK4, mis omakorda surub maha NCC t66d, viies
NCC aktiivsuse suurenemiseni (joonis 2).

Naray-Fejes-Toth jt., 2004 niitasid in vitro katsetes hiire neerudest périt
kortikaalsete kogumistorukeste rakuliinis, et peamine Na" ja vee tasakaalu hormonaalne
regulaator aldosteroon suurendab KS-WNKI1 ekspressiooni ning KS-WNK1 vormil
toestati vOoime aktiveerida epiteliaalset naatriumi kanalit ENaC vdib mojutada selle
paiknemist rakus (joonis 2). Samas viidati, et aldosteroon pika WNKI1 vormi
ekspressiooni ei mdjuta. Xu jt., 2005 niitasid, et L-WNKI1 aktiveerib seerum- ja
gliikokortikoid-indutseeritavat proteiinkinaasi SGK1, mis viib samuti ENaC aktiivsuse

suurenemiseni (joonis 3 B).
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Joonis 2. Subramanya jt., 2005 jéargi. Joonis kujutab nefroni distaalse vadntorukese
rakku. Niidatud on peamiste sooli transportivate ioonkanalite paiknemist raku
apikaalsel membraanil ning nende t66 reguleerimist WNKI1 vormide, WNK4 ja
aldosterooni poolt. Pluss mérgiga tdhistatud jooned viitavad substraadi aktiveerimisele

ja miinus margiga jooned inhibeerimisele.

L-WNKI1 seondub ja fosforiileerib siinaptotagmin 2 (Syt2), mis mdjutab Ca**
seoselist Syt2 ja fosfolipiidvesiikulite vahelist interaktsiooni. Sellise mehhanismi abil
on WNKI1 vodimeline reguleerima proteiinide litkumist plasmamembraani ja vesiikulite
vahel. Kui mojutada selliste membraanivalkude liiklust plasmamembraanile, mis
vastutavad ioonide transpordi eest, vOib see muuta raku ioonset tasakaalu. (Lee jt.,
2004).

L-WNKI1 ja WNK4 fosforiileerivad ja aktiveerivad STE20 (stress-related
kinases) perekonda kuuluvaid kinaase SPAK (STE20/SPS1-related proline/alanine-rich
kinase) ja OSR1 (Oxidative Stress Response kinase-1) (Vitari jt., 2005). Eelnevalt olid
Piechotta jt., 2002 ndidanud, et SPAK ja OSRI interakteeruvad osmootse ja
okstidatiivse stressi mojul aktiveeritavate katioon-kloriid-kotransporteritega KCC3 (K-
Cl-kotransporter 3), NKCC1 (Na-K-2Cl-kotransporter 1) ja NKCC2 (Na-K-2ClI-
kotransporter 2). Niilidseks on ndidatud, et ka WNKI1 ise aktiveeritakse voi
autoaktiveerub epiteliaalsetes rakkudes hiiperosmootse stressi tottu (Lenertz jt., 2005)
ning ilmselt toimub SPAK ja OSRI1 aktivatsioon L-WNKI poolt osmootse stressi
tingimustes ka in vivo (Zagorska jt., 2007) (joonis 3 A).
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Joonis 3. (A) Vitari jt., 2005 jargi. Kujutatud on mehhanism, mille jargi hiiperosmootne
stress mojutab 1dabi WNKI1/WNK4 — SPAK/OSRI1 signaaliraja NKCC1 kotransporteri
aktiivsust. (B) Wade jt., 2006 jargi. Joonisel on ndidatud kuidas nefroni distaalses
viintorukeses WNK1 vormid reguleerivad Na™ ja K transporti. Na" kanal joonisel on
ENaC, mida sdltumatult reguleerivad nii KS-WNKI1 ja L-WNKI. Pluss mérgiga jooned

téhistavad sihtmaérgi aktiveerimist ja miinusmargiga jooned inhibeerimist.

Hiljuti on Richardson jt., 2008 niidanud, et SPAK ja OSRI kinaasid
fosfortileerivad ja aktiveerivad ka tiasiidtundlikku Na-Cl kotransporterit NCC, mis
tdhendab, et L-WNK1 voib ka WNK4-st s6ltumata NCC-d aktiveerida.

Wade jt., 2006 niitasid, et L-WNKI1 inhibeerib K" kanalit Kirl.] (ROMKI),
vihendades selle hulka rakumembraanis (joonis 3 B). He jt, 2007 kirjeldasid
mehhanismi, kuidas L-WNKI1 ja WNK4 stimuleerivad klatriin-sdltuvat ROMK1
endotsiitoosi, mis on kooskdlas ka eelnevalt kirjeldatud Lee jt., 2004 hiipoteesidega.

PHAIl  haigetel esineva kloriidioonide  suurenenud  paratsellulaarse
reabsorbtsiooni pohjuste uurimisega tegelenud Ohta jt., 2006, niitasid, et WNKI1
tileekspressioon suurendab Cl° rakkudevahelist ldbilaskvust ning fosforiileerib

tiheliidustes esinevaid claudin-4 valke MDCKII rakuliinis.



Sun jt., 2006 kirjeldasid WNKI1 rolli hiire neuraalsetes tiivirakkudes (C17.2
rakuliin) ning niitasid, et L-WNK1 omab tdhtsat rolli rakkude prolifereerumisel,
migreerumisel ja diferentseerumisel. WNKI1 ekspressiooni blokeerimine muudab
nimetatud rakuliini morfoloogiat, takistades rakkude kiipsemist, migreerumist ja
pidurdab kasvu.

WNKI1 rolli embriionaalses arengus on ndidanud ka Zambrowicz jt., 2003, kes
»gene trapping® meetodiga konstrueerisid Wnkl mutatsiooniga hiireliini. Hiired, kes
olid homosiigootsed tekitatud mutatsiooni suhtes surid embriionaalse arengu kaigus
enne 13 pdeva vanuseks saamist. Heterostigootsetel hiirtel tuvastati madalam vererohk
(keskmiselt 12,2 mmHg) vdrreldes metsiktiilipi hiirtega, mille arvatavasti pdhjustas
madalam Wnkl geeni mRNA tase neeru, siidame ja tiilimuse rakkudes, sest patoloogilisi

muutusi neerudes ei tuvastatud.

1.2.3 Parilik hapertensiooni vorm pseuduhipoaldosteronism tudp 11
(PHALII)

WNK1 ja WNK4 on seotud harva esineva mendeliaalselt paranduva autosomaalse
monogeense haiguse PHAII ehk Gordoni siindroomi tekkega. Haigust podevatel
inimestel esineb korgenenud vererdhk ja hiiperkaleemia ehk korge kaaliumi sisaldus
vereseerumis (Wilson jt., 2001). Hiiperkaleemiat PHAII patsientidel seletavad eelnevalt
kirjeldatud Wade jt., 2006 ja He jt., 2007 avastused. Patsientide peal ldbiviidud
kliinilistele uuringutele pohinedes on PHAII peamisteks patofiisioloogilisteks
mehhanismideks suurenenud naatriumi reabsorbtsioon ldbi tiasiidtundliku NCC, mis
tostab vererdhku; suurenenud CI, ioonide paratsellulaarne reabsorbtsioon; metaboolne
atsidoos, mida pdhjustab H™ ioonide sekretsiooni oluline vihenemine (Gamba, 2005).

WNKI1 ja WNK4 poolt kodeeritavad valgud lokaliseeruvad neerus distaalsete
nefronite kortikaalsetes kogumistorukestes ja distaalsetes vddntorukestes, mis méngivad
olulist rolli Na", CI', K, vee ja pH homeostaasis. PHAII-te pdhjustavad mutatsioonid
WNKI1 ja WNK4 geenis. WNKI esimeses intronis olevad suured (21 ja 42 kb)

deletsioonid (joonis 4) pdhjustavad geeniekspressiooni viiekordset tousu. WNK4-s on
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tuvastatud neli koodonit muutvat mutatsiooni (joonis 4), mis asuvad geeni

konserveerunud alades (Wilson jt., 2001).

E'AHH] g 1 I T

Intron 1 deletions WNK1 (PHA2C, chr 12p13)

{ —H———HHiH! —1 HF H-

Missense mutations ém é

Gluss2> Lys Arg''8> Cys

Asp®™ > Ala
Gin%8s > Glu

WNK4 (PHA2B, chr 17q21)

Joonis 4. Faure jt., 2003 jargi. Joonisel on toodud inimese WNKI ja WNK4 genoomne
struktuur, kromosomaalne lokalisatsioon ja neis geenides esinevad mutatsioonid, mis
poOhjustavad PHAII vorme C ja B. Valged ristkiilikud kujutavad eksoneid. Must
jamedam joon mdlema geeni puhul viitab olulisematele domeenidele valgus. Oranzid
kolmnurgad WNKI puhul esimeses intronis niitavad suuri deletsioone (21 ja 42 kb)

WNK4 puhul osutavad helesinised tdpid nelja koodonit muutvat mutatsiooni.

1.2.4 WNK1 ja essentsiaalne hiipertensioon

Mutatsioonid WNKI geenis pdhjustavad HT monogeenset vormi PHAIIL,
mistottu on see sobilik ka EHT kandidaatgeeniks. Funktsionaalsed WNKI
geenivariandid, mis muudavad geeniekspressiooni, voivad 1dbi erinevate funktsioonide
mojutada vererShku. Siiski arvatakse, et iildlevinud WNK1 variandid ei muuda inimese
vererdhku rohkem kui mdne millimeetri vorra elavhdbeda sambal (Newhouse jt., 2005).

Kokubo jt., 2004 tuvastasid WNKI, WNK4 ja NCC kodeerivatest aladest 108
ithenukleotiidset poliimorfismi (SNP), millest 21 genotiipiseeriti 1818 jaapanlasel (771
hiipertensiooni patsienti ja 1047 kontrolli). Assotsiatsioon vererdhuga néidati {ihe

WNK4 SNP-ga, mille puhul meestel, kes kandsid minoorset alleeli oli siistoolne
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vererdhk 3,1 mmHg vorra kdrgem. WNKI ja NCC SNP-de ja vererohu vahelist
assotsiatsiooni ei tuvastatud.

Uuritud on ka WNKI variantide ja tiasiiddiureetikumide ravi seost 585 (291
Atlanta mustanahalist ja 294 Rochesteri valgenahalist) hiidroklorotiasiidi saaval
essentsiaalse hiipertensiooni patsiendil. Tuvastati kolm poliimorfismi, mille abil oli ravi
saanud indiviididel voimalik 2-4% varieeruvusega ennustada ravi moju siistoolse ja
diastoolse vererdhu vairtustele. SNP-d paiknesid geeni esimeses ja teises intronis ning
kaheksandas eksonis (Turner jt., 2005).

Newhouse jt., 2005 viisid 1dbi assotsiatsiooniuuringu, kasutades 712 BRIGHT
(British Genetics of Hypertension) uuringu hiipertensiivset perekonda. Assotsiatsiooni
hiipertensiooni ja 19 WNKI poliimorfismi ning kaheksast tagSNP-st moodustatud
haplotiiiibi vahel ei leitud. Siiski ndidati WNKI promootori ldhedal paikneva SNP seos
siistoolse ja diastoolse vererdhuga ning iihe iildlevinud haplotiiiibi (sagedus 0,108) ja
slistoolse vererdhu vahel.

Tobin jt., 2005 uurisid assotsiatsiooni WNKI/ variantide ja vererdhu vahel,
kasutades tiheksat SNP-d, millest kaheksa kattusid Newhouse jt., 2005 t66s vaatluse all
olnud tagSNP-dega. Nad kasutasid tdpsemaid vererdhu andmeid, mis vdimaldas neil
eraldi analiiiisida 24 tunni, 60 ja pdeva keskmisi siistoolse ja diastoolse vererdhu
védrtusi. Uurimus viidi 1dbi 252-st perekonnast périt 1005 indiviidiga, kes koik olid
valgenahalised eurooplased. T66 tulemusena ndidati kuue poliimorfismi ja erinevatel
acgadel mooddetud keskmiste vererdhu siistoolsete ja/voi diastoolsete voi mdlemate
nditude vahelist statistiliselt olulist assotsiatsiooni. Samuti nédidati kaheksast SNP-st
moodustatud viieteistkiimnest haplotiilibist seitsmel olevat statistiliselt tdhendusrikas

seos iihe voi rohkema eri ajal mdddetud vererdhu ndiduga.
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2. TOO EESMARGID JA ULESEHITUS

Magistritod eesmargiks oli viia 1dbi bakalaureuse astmes WNKI 10. intronis
tuvastatud uue poliimorfse AuYbS8 insertsiooni detailsem analiiiis, selgitada vilja Alu
jaotuvus erinevates populatsioonides ja teha kindlaks selle vdimalik seos vererdhuga

ning mdju geeni funktsioonile. T66 iilesehitus on esitatud skeemina joonisel 5.

A Uute polimorfismide tuvastamine
WNK1 ja WNK4 konserveerunud
mittekodeerivatest aladest

T

WNK1 10. infronis tuvastatud uue
B polimorfse AluYb8 detailsem
analiiiis

v N

Alu msertsiooni assotsatsioonianaliiiis
ja juht-Kontroll uuring

WNK1I 10.-11. eksoni koserveeritus
ja 10. intronis paikneva Alu elemendi
inimesespetsiifilisuse tuvastamine

Alu insertsiooni voimaliku

funktsionaalse m&ju tuvastamine
geeniekspressioonile

Alu jaotuvuse viljaselgitamine
erinevates populatsioonides

Joonis 5. Too skeem. A osa viidi 1dbi bakalaureuse Oppeastmes. B osa etapid teostati

kéesoleva magistritdo raames.
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3. MATERJAL JA METOODIKA

3.1 Alu insertsiooni sisaldava piirkonna amplifikatsioon

WNK1 genoomne jarjestus saadi Ensembl andmebaasist
(http://www.ensembl.org/index.html). AluYb8 insertsiooni tuvastamiseks disainiti
praimerid geeni 10. introni vastava piitkonna amplifitseerimiseks, kasutades
veebiaadressil http://frodo.wi.mit.edu/ vabalt kasutatavat programmi Primer3 (Rozen ja
Skaletsky, 2000). Praimerite jarjestused on toodud lisas 1 osas A. Disainitud praimerite
unikaalsuse kontrolliks kasutati NCBI (National Center for Biotechnology Information)
programmi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

PCR reaktsioonisegu 16ppmahus 15 pl sisaldas 1,5 pl 10X reaktsioonipuhvrit
[750 mM Tris-HCI (pH 8,8 25° juures), 200mM (NH4)>SO4 ja 0,1% Tween 20], 1,5 pl
25 mM MgCl,, ja 1,5 pl 2,5 mM dNTP segu (Fermentas Life Sciences, Vilnius, Leedu)
0,375 U FIREPol® Taq DNA poliimeraasi (Solis BioDyne, Tartu, Eesti) 0,4 pl 10
pmol/ul F ja R praimereid (Metabion) ja 30 ng genoomset DNA-d.

Stinteesireaktsioonid viidi 1dbi GeneAmp PCR System 2700 (Applied

Biosystems) masinatega jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 4 min

Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine 68°C 30 sek 10 tstiklit, temperatuuri
Ekstensioon 72°C 1 min 20 sek langus 1°C tsiikli kohta
Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine 60°C 30 sek 12 tsiiklit

Ekstensioon 72°C 1 min 20 sek
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Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine 58°C 30 sek 12 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 1 min 20 sek

Inkubatsioon 72°C 7 min

Séilitamine 4°C

Alu insertsiooni olemasolu kontrolliti 1% agaroosgeelil TBE-s.

3.2 Alu insertsiooni tuvastamine primaatidel ja WNK1 10.-11. eksoni
resekveneerimine inimesel ja Simpansil

AluYb8 insertsiooni olemasolu uuriti {heteistkiimnel Simpansil (Pan
troglodytes), iihel gorillal (Gorilla gorilla) ja iihel orangutanil (Pongo pygmaeus).
Kiimne Simpansi DNA proovid saadi koostods Svante Pddboga (Max-Planck-Institute
for Evolutionary Anthropology, Leipzig, Saksamaa) ning iihe Simpansi DNA saadi
Tallinna Loomaaia isaselt isendilt Pinolt. Orangutani (rakuliin AG12256) ja gorilla
(rakuliin AG05251B) DNA osteti http://locus.umdnj.edu veebilehe kaudu. Insertsiooni
tuvastamiseks primaatidel kasutati samu praimereid, millega tehti A/u olemasolu
kindlaks ka inimesel.

Alu insertsiooni sisaldava DNA piirkonna konserveerituse tuvastamiseks
sekveneeriti Simpansi, inimese A/u insertsiooniga homosiigoodi ja A/u insertsioonita
homosiigoodi WNKI genoomne ala, mis kattis eksoni 10 kuni 11 (kaasa arvatud). Nii
inimese kui Simpansi vastavate alade sekveneerimiseks kasutati samasid praimereid.
Konserveerituse véljaselgitamiseks joondati saadud jirjestused programmiga Clustal W2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/).

3.2.1 Ekson 10-11 amplifikatsioon ja resekveneerimine

PCR ja sekveneerimispraimerid disainiti programmiga Primer3 (Rozen ja

Skaletsky, 2000). Praimerite jérjestused on toodud lisas 1 osas B.
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Esmalt amplifitseeriti WNKI genoomne piirkond, mis sisaldas eksoneid 10-11,

kasutades praimereid WNK1 seql F (kasutati ka sekveneerimisel) ja WNK1 Seq R.

PCR reaktsioonisegu 16ppmahus 30 pl sisaldas 3 pl 10X Long reaktsioonipuhvrit koos
15 mM MgCly, 3 ul 2,5 mM dNTP segu, 0,9 ul DMSO ja 1,25 U DNA poliimeraasi

Long PCR Enzyme Mix (Fermentas), 1 ul 10 pmol/ul F ja R praimereid (Metabion) ja
150 ng genoomset DNA-d. PCR viidi ldbi GeneAmp PCR System 2700 (Applied

Biosystems) masinatega jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon
Denaturatsioon
Praimerite seondumine
Ekstensioon
Denaturatsioon
Praimerite seondumine

Ekstensioon

Inkubatsioon

Séilitamine

95°C
95°C
58°C
68°C
95°C
56°C
68°C

68°C
4°C

3 min

20 sek )

30 sek ~ 10 tsiiklit

2 min J

20 sek h

30 sek > 25 tsiiklit

2 min D, ekstensiooni pikenemine
1 sek tsiikli kohta

10 min

Kasutamata jddnud praimerite ja desoksiinukleotiidide eemaldamiseks teostati

PCR produktide tootlus. Selleks kasutati eksonukleaas I-te (Exol) ja kreveti aluselist

fosfataasi (sAP). Reaktsioonisegu valmistati suhtes 0,5 osa Exol-te (20U/ul, MBI
Fermentas) ja 9,5 osa sAP-i (1U/ul, MBI Fermentas). Olemasolevatele PCR

produktidele lisati 1,5 pl ensiilimide segu ning ensiilimtootluse reaktsioonid viidi 14bi

GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) masinatega jargmistel tingimustel:

Inkubeerimine
Inaktiveerimine

Siilitamine

37°C
80°C
4°C

20 min

15 min
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Puhastatud PCR proovidega teostati sekveneerimisreaktsioonid. Selleks kasutati
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit'i (Applied Biosystems).
Reaktsioonisegu 10ppmahus 10 pl sisaldas 1,3 pl puhastatud PCR produkti, 1,8 pl 5X
BigDye Terminator v3.1 lahjenduspuhvrit, 0,4 ul sekveneerimise premix’i BigDye RR-
100 mix v3.1, 1 pl 5 pmol/ul praimerit ja 5,5 ul ddH,O. Reaktsioonid viidi 1dbi ABI
PCR (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700) masinatega jdrgmistel

tingimustel:

Algne denaturatsioon 96°C 1 min

Denaturatsioon 96°C 10 sek

Praimerite seondumine 50°C 5 sek 25 tsiiklit
Ekstensioon 60°C 4 min

Inkubatsioon 10°C 7 min

Siilitamine 10°C

Jargnevalt PCR produktid sadestati. Igale proovile (10ul) lisati 1,5 pl
ammooniumatsetaadi ja dekstraani segu (1 pl ammooniumatsetaadi puhvrit [10M
(pH>8)/EDTA (250mM)] ja 0,5 ul dekstraani). Produktid segati hoolikalt 1dbi ning igale
proovile lisati 30 pl 96% kiilma etanooli ja asetati 15 minutiks -20°C juurde sadenema.
Proovid tsentrifuugiti 20 min. 16100 rcf (relative centrifugal force) juures peale mida
eemaldati supernatant. Igale proovile lisati 200 pl kiilma 70% etanooli ning
tsentrifuugiti 10 min. 16100 rcf juures. Eemaldati hoolikalt supernatant ja proove
kuivatati 10-15 minutit 37°C juures. Peale etanooli aurustumist lahustati proovid 10 pl
70% formamiidis (AppliChem GmbH, Saksamaa).

Proovid sekveneeriti  Applied BioSystems 3730xI DNA  Analyser
kapillaarsekvenaatoriga. Sekveneeritud jdrjestuste kvaliteeti kontrolliti programmiga
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall T., Department of Microbiology, North

Carolina State University).
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3.3 AluYb8 insertsiooni jaotuvus erinevates populatsioonides

Alu insertsiooni jaotuvus tehti kindlaks viies Euroopa, viies Aasia ja kaheksas
Aafrika populatsioonis.

Euroopast olid esindatud eestlased (n=1140) [prof. Maris Laane eestvedamisel
kogutud DNA proovid koostdds Pohja-Eesti Verekeskusega ja Tartu Ulikooli (TU)
Kliinikumi Verekeskusega ning TU Kliinikumi (dots. Tiina Ristimie, dr. Gudrun
Veldre ja dots. Mai Rosenberg) ja Pohja-Eesti Regionaalhaiglaga (prof. Margus
Viigimaa ja dr. Aleksei Teor)], tSehhid (n=383) [Dr. Viktor Kozich (Charles University
First Faculty of Medicine, Institute of Metabolic Disease)], baskid (n=50),
kataloonlased (n=41) [prof. David Comas ja prof Jaume Pertranpetit (Universitat
Pompeu Fabra, Unitat de Biologia Evolutiva)] ja CEPH/Utah perekondade proovid
(n=30) (http://ccr.coriell.org/ ).

Aasia populatsioonide hulka kuulusid hannid (n=25) [HGDP-CEPH Human
Genome Diversity Cell Line Panel (http://www.cephb.fr/HGDP-CEPH-Panel/)],
korealased (n=43) [Dr. Woo Chul Moon (Good-Gene Inc. Seoul, Korea)], tatarlased
(n=47), baskiirid (n=47) [Elza Khusnudtinova (Ufa Research Center, Russian Academy
of Sciences)] ja Hispaanias elavad mustlased (n=50) (David Comas ja Jaume
Pertranpetit).

Aafrikast kasutati t66s mandenkaalude (n=24) (HGDP-CEPH), Li4ne-Sahaara
elanike saharaavide (n=50), tansaanlaste (n=17), bantu keelt rddkivad gabonlaste
(n=50), piigmeede (n=50), tuneeslaste (n=48), alzeerlaste (n=48) ja viie erineva Maroko
valimi (kokku n=84) DNA proove (David Comas ja Jaume Pertranpetit).

Statistilisi erinevusi alleelisagedustes populatsioonide vahel analiitisiti Fisher’i

Exact testiga veebiadressil http://www.langsrud.com/fisher.htm.
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3.4 Assotsiatsiooniuuringud
Assotsiatsiooniuuringu voib kéesolevas t60s jagada kolmeks:
1. vererdhu seos Alu insertsiooniga
2. juht-kontroll uuring
3. Glomerulaarse filtratsiooni taseme (GFR) ja vere seerumi biokeemia markerite

seos Alu insertsiooniga

3.4.1 Assotsiatsiooniuuringusse kaasatud indiviidid

Alu insertsiooni seose véljaselgitamiseks vererdhuga koguti indiviide (tabel 3)
koostods Pohja-Eesti Verekeskusega ja TU Kliinikumi Verekeskusega. Lisaks kaasati
uuritavaid, kes koguti koostéds TU Kliinikumi ja Pdhja-Eesti Regionaalhaiglaga.
Verekeskuste kaudu uuringus osalejad (n=850) olid kas esmased voi korduvad
veredoonorid, kes ei olnud tarbinud verer6huravimeid. Doonorite vererohk mooddeti
vereloovutamisele eelnenud arstliku iilevaatuse kiigus. TU Kliinikumist ja Pohja-Eesti
Regionaalhaiglast koguti hiipertensiooni patsiendid (n=290), kellel olid haigusloos
olemas vererdhu ndidud enne vererShuravimite tarvitamise alustamist. Uuringus

osalejate kehamassi indeksi (BMI) véértus jéi alla 36.

Tabel 3. Vererdhu ja Alu insertsiooni seose uurimiseks kasutatud indiviidide kirjeldus.

Koos Mehed Naised
Indiviidide arv 1140 390 750
Vanus' 434 +12,1 41,1+11,9 44,6 =12
BMI 26 +3,8 26,6 +3,4 25,7+4
Stistoolne vererohk (mmHg) 140,1 £ 18,4 143,5+ 15,7 138,3+19,4
Diastoolne vererdhk (mmHg) 86,6 £ 10,6 88,1 +10,4 85,8 +10,6

Keskmised véirtused + standardhilve. ' Keskmine vanus vererdhu mddtmiste ajal
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Juht-kontroll uuringus kasutatud indiviidid (tabel 4) olid samuti kogutud
koostdds eespool nimetatud verekeskustega ja haiglatega. Antud uuringus olid
kontrollid (n=362) maéératletud kui isikud, kes ei olnud saanud antihiipertensiivseid
ravimeid ning kelle siistoolse vererdhu (SVR) mediaanvéirtus oli <130 ja diastoolse
vererohu (DVR) mediaanviirtus <80. Isik mééarati kontrolliks ka juhul, kui kriteeriumile
vastas kas ainult SVR voi ainult DVR mediaanviirtus. Patsientideks (n=414) loeti
isikud, kellel oli diagnoositud essentsiaalne hiipertensioon ja kes tarbisid vererdhku
alandavaid ravimeid. Lisaks kaasati patsientidena uuringusse indiviidid, kelle SVR
>160 ja DVR >100 juhul, kui nad ei saanud antihiipertensiivseid ravimeid voi oli neil
moddetud vererdhu ndidud enne ravi algust. Sarnaselt kontrollidega kaasati ka
patsientide gruppi isikud, kes sobisid valimisse ainult SVR v6i DVR mediaanviirtuse
jargi. Patsiendi grupist jdid vélja need, kelle BMI >35, kes pddesid diabeeti, kannatasid
neerupuudulikkuse all voi kellel oli hiipertensioon diagnoositud hiljem kui 55 eluaastal

meeste ja 65 eluaastal naiste puhul.

Tabel 4. Juht-kontroll uuringus kasutatud valimi kirjeldus.

Kontrollid Patsiendid
Mehed Naised Koos Mehed Naised Koos
n 67 295 362 146 268 414
Vanus 35+8 38,9+8,7 382+87[404+11,5 47,6+11,6 45,1+12,
BMI 24,7277 23,7743 239+3 (282+3,1 283+39 285+3,6

Keskmised vairtused + standardhélve; n — indiviidide arv; BMI — kehamassi indeks

Neerude t66 efektiivsust iseloomustava suuruse GFR-i ja vere seerumi
biomarkerite vdértuste seose uurimiseks A/u insertsiooniga moodustati grupp (n=653),
kuhu kaasati indiviidid, kes olid kogutud koostéds TU Kliinikumi ja Pohja-Eesti
Regionaalhaiglaga. Verekeskuste kaudu saadud proove ei kasutatud, kuna nende isikute
biokeemia andmed puudusid. Biokeemia viirtused olid mdddetud TU Kliinikumi
Uhendlaboris ja Pohja-Eesti Regionaalhaigla laboris. Analiiiisis kasutati vere seerumist
méidratud tldkolesterooli, LDL, HDL, trigliitseriidide, uurea, kusihappe, kreatiniini ja

albumiini kontsentratsioone. GFR-1 arvutamiseks kasutati Levey jt., 1999 vilja tootatud
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valemit, mis arvestas inimese vanust, sugu ja rassi ning vere seerumi Kreatiniini

(mg/dL), uurea (mg/dL) ja albumiini (g/dL) kontsentratsiooni:

GFR(ml/min/1,73m*)=170 x (kreatiniin) >’ x (vanus)®'"* x (uurea)®'" x (albumiin)’>'®

x (0,762 kui naine) x (1,18 kui mustanahaline)

3.4.2 Statistiline analiits

Assotsiatsiooniuuringu  statistiline analiitis viidi 1dbi kdsurea programmiga
PLINK (versioon 1.01), mis on vabalt Kkéttesaadav internetiaadressilt
http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/. PLINK on vélja to6tatud kogu genoomi
assotsiatsiooniuuringute analiiliside teostamiseks (Purcell jt., 2007) ning on fokuseeritud
genotiilibi ja fenotiilibi andmete analiilisile. VererShu, biokeemia markerite ja GFR-i
assotsiatsiooni hindamiseks A/u insertsiooniga viidi 1ébi lineaarne regressioonanaliiiis,
kus kasutati aditiivset alleelidoosi mudelit. Andmeid analiiiisiti ka tdepdra suhte testiga
(LRT).  Juht-kontroll = uuringus  kasutati  aditiivset ~ mudelit  logistilisel
regressioonanaliiiisil. ~ Labiviidud testides loeti  statistiliselt tdhendusrikkaks
olulisustdendosust p<0,05.

Kvantitatilvne  analiitis  viidi  14bi  iga  indiviidi ~ vererdhunditude
mediaanvéartustega. Lineaarne ja logistiline regressioonanaliilis viidi 1dbi vdirtustega,
mis olid kohandatud isiku sooga, kehamassi indeksiga ja erinevate vererdhu mdodtmiste
vanuse mediaanvairtusega. GFR-1 andmeid nimetatud parameetritega ei korrigeeritud.
Tdepéra suhte test ei voimaldanud sellist vadrtuste korrigeerimist.

Genotiitipide vererdhu védrtuste erinevuste visualiseerimiseks karp-vurrud
diagrammil kasutati statistilise analiilisi paketti R, mis on vabavarana kéttesaadav

veebiaadressilt http://www.r-project.org/.
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3.5 Alu insertsiooni funktsionaalsed uuringud

3.5.1 RNA eraldamine ja cDNA slintees

Uuritavate indiviidide (tabel 5) veri koguti 9 ml katsutitesse (Vacuette®
K;EDTA, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuenster, Austria), mis koagulandina
sisaldasid EDTA-d. RNA eraldamisega jatkati voimalikult kiiresti, et vihendada RNA
lagunemise tottu tingitud saagise kadu. On ndidatud, et EDTA katsutites hoitud veres
mRNA kontsentratsioon viheneb aja jooksul (Rainen jt., 2002).

Leukotsiititide RNA eraldati 9 ml verest, kasutades RNA eralduskomplekti
LeukoLOCK™ Total RNA Isolation System (Ambion, Inc, Austin, Texas, USA).
Vastavalt protokollile viidi ldbi ka valikuline TURBO™ DNase to6tlus, et degradeerida
genoomne DNA. FEraldatud RNA kontsentratsioon mdddeti aparaadiga NanoDrop®
ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, LLC, Wilmington,
Delaware, USA).

cDNA siintees viidi 1dbi komplektiga First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas Life Sciences, Vilnius, Leedu). Reaktsioonisegu 16ppmahus 20 pl sisaldas
jargmisi komponente: 0,5 ug RNA-d, 4 ul 5X reaktsiooni puhvrit [250 mM Tris-HCI
(pH 8,3 25° juures), 250 mM KCI, 20mM MgCl,, 50 mM DTT], 0,5 pg oligo(dT);s
praimerit, 20 U ribonukleaas A inhibiitorit RiboLock™ RNase Inhibitor, 2ul 10 mM
dNTP segu 40 U M-MuLV pdoordtranskriptaasi ja DEPC tdoodeldud vett. Proove
inkubeeriti algselt 5 min 70° juures, pdordtranskriptsiooni reaktsioon toimus 60 min 37°
juures ja reaktsioon peatati kuumutamisega 70° juures 10 min jooksul, et inaktiveerida

poordtranskriptaas.

Tabel 5. Geeniekspressiooniuuringusse kaasatud indiviidide iseloomustus.

-/- A/- A/A
Indl Ind2 Ind3 |Ind4 Ind5 Ind6 |Ind7 Ind8 Ind 9
Sugu |M M N M M M M N N
Vanus |28 42 27 29 25 22 45 47 63

-/- ilma Alu-ta homosiigoodid; A/- Alu-ga heterosiigoodid; A/A Alu-ga homosiigoodid.
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3.5.2 Funktsionaalseteks uuringuteks kasutatud praimerite disain

Praimerid uuritavale genoomsele piirkonnale disainiti nii, et oleks vdimalik
amplifitseerida koik teadaolevad splaissingu vormid, mis jadvad WNKI geeni 8 ja 13
eksoni vahele. Nédidatud on, et WNKI geenis splaissitakse eksoneid 9, 11 ja 12 (Delaloy
jt., 2003). Geeniekspressiooni semikvantitatiivseks uuringuks amplifitseeriti kolm
piirkonda: ekson 8 kuni ekson 10, ekson 8-13 ja ekson 10-13. Vilimised praimerid
paigutusid eksonite piirile, et vélistada voimaliku genoomse DNA kontaminatsiooni
amplifitseerumist. Seega véline F (forward) praimer kattus osaliselt eksoniga 7 ja véline
R (reverse) praimer kattus osaliselt eksoniga 14. F praimerite 5 otsad olid mérgitud
fluorestseeruva virviga 6-FAM (Metabion International AG, Miinhen, Saksamaa), et
oleks voimalik detekteerida amplifitseeritud produkte ABI PRISM 373 sekvenaatoriga
(Applied Biosystems). Kirjeldatud praimerid disainiti programmi Primer3
modifitseeritud versiooni mPrimer3 abil, mis oli saadaval veebiaadressil
http://bioinfo.ebc.ee/mprimer3/.

Ekspressiooniuuringus kasutati vordlusena kahte geeni: gliitseeraldehiiiid-3-
fosfaadi dehiidrogenaas (GAPDH) ja RNA poliimeraas II suurima subiihiku geen
(RPII). Sobilikud praimerite jirjestused GAPDH ja RPII amplifitseerimiseks saadi
varem avaldatud toodest vastavalt Miller-Lindholm jt., 1997 ja Radonic jt., 2004.
GAPDH-1 R praimeri 5'ots oli mérgitud fluorestseeruva virviga HEX ja RPIl-e R
praimeri 5’ots virviga TET (Metabion). Praimerite jirjestused on esitatud lisas 1 osas

C.

3.5.3 Erinevate splaissvormide ja referentsgeenide amplifikatsioon

Uuritavate indiviidide cDNA-ga viidi 1dbi PCR 16ppmahus 30 pl, mis sisaldas
3ul 10X reaktsioonipuhvrit [750 mM Tris-HCI (pH 8,8 25° juures), 200mM (NH4)>SO4
ja 0,1% Tween 20], 3 ul 25 mM MgCl,, 3 pl 2,5 mM dNTP segu ja 0,75 U Taq
(rekombinantne) DNA poliimeraasi (Fermentas), 0,8 pul 10 pmol/ul F ja R praimereid
(Metabion) ja 1 ul cDNA siinteesi produkti.
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Amplifikatsioonid viidi 1dbi GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems)
masinatega. WNKI kolme piirkonna ja RPII jérjestuse amplifitseerimiseks teostati PCR

jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 2 min 30 sek

Denaturatsioon 95°C 20 sek )

Praimerite seondumine 64°C 30 sek 10 tsiiklit, temperatuuri
Ekstensioon 72°C 1 min 20 sek langus 1°C tsiikli kohta
Denaturatsioon 95°C 20 sek )

Praimerite seondumine 54°C 30 sek ~  WNKI 13 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 1min20sek _  RPII 11 tsiiklit
Denaturatsioon 95°C 20 sek A

Praimerite seondumine 52°C 30sek ~ WNKI 8 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 1min20sek _J  RPII 5 tsiklit
Inkubatsioon 72°C 7 min

Sailitamine 4°C

GAPDH jérjestus amplifitseeriti jargmistel tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 2 min 30 sek

Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine 61°C 30sek 10 tsiiklit, temperatuuri
Ekstensioon 72°C 1 min / langus 1°C tsiikli kohta
Denaturatsioon 95°C 20 sek )

Praimerite seondumine 51°C 30 sek ~ 14 tsiiklit

Ekstensioon 72°C 1 min J

Inkubatsioon 72°C 7 min

Siilitamine 4°C

PCR produktide olemasolu kontrolliti elektroforeesiga 3% agaroosgeelil TBE-s.
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3.5.4 Ekspressiooniuuring GeneScan meetodiga

Erinevate splaissvormide ekspressiooniuuringuks kasutati semikvantitatiivset
meetodit GeneScan. Uhe WNK uuritava piirkonna PCR produkt segati vordses koguses
(1 pl) kokku referentsgeenide GAPDH ja RPII PCR produktidega, lisati 0,25 pnl
fluorestseeruva markega pikkusmarkerit GeneScan™ 2500 TAMRA™ Size Standard ja
0,75 ul pikkusmarkeriga kaasasolevat virvi (Applied Biosystems), 1 pl 70% formamiidi
(AppliChem GmbH) ja 1 ul vett. Seega kolm uuritavat WNKI geeni piirkonda analiiiisiti
eraldi. Kokkusegatud ithendeid kuumutati 2 min 90° juures ja kanti 6% denatureerivale
poliakriitilamiidgeelile 0,5X TBE puhvris. Elektroforees viidi 14bi aparaadiga ABI
PRISM 373 DNA Sequencer (Applied Biosystems).

Tulemusi analiiiisiti GeneScan 2.1 tarkvaraga, mis eristas geelile kantud
erinevad PCR produktid pikkuse jérgi. Programm esitas vastava fluorestseeruva
mégisega produkti graafikul piigina, tuues vilja piigi kdrguse ja pindala, mille piik enda
alla votab. Antud t60s voeti andmete analiiiisil arvesse vaid piigi pindala. Iga
splaissvormi suhteline ekspressioonitase arvutati kui splaissvormi piigi pindala suhe

vordlusgeeni piigi pindalasse.
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4. TULEMUSED

4.1 Alu insertsiooni inimesespetsiifilisus ja WNK1 10.-11. eksoni
konserveeritus

Genotiipiseeritud gorillal, orangutanil ja iiheteistkiimnel Simpansil, AuYbS
insertsiooni WNK1 10. intronis ei tuvastatud (joonis 6). Insertsiooni puudumine uuritud

primaatidel viitab konkreetse 4/uYb8 elemendi inimesespetsiifilisusele.

Marker /- Y A/A simmpans  gorilla orangutan

Inimene inimene  inimene

700

600 b L —

500 bp

400 bp
———— T S

300 bp

200 bp

Joonis 6. Geelipilt inimesel ja primaatidel 4/u insertsiooni tuvastamisest. -/- ilma Alu-ta
homosiigoot; A/- Alu-ga heterosiigoot; A/A Alu-ga homosiigoot. Marker: MassRuler™
DNA Ladder, Low Range (Fermentas).

Uuritava WNKI genoomse piirkonna konserveerituse viljaselgitamiseks
resekveneeriti geeni 10. intron koos sellega piirnevad 10. ja 11. ekson. Vastav ala
resekveneeriti Simpansil ning kahel inimesel, kellest iiks oli A/u insertsiooniga
homosiigoot ja teine ilma A/u-ta homosiigoot. Saadud jarjestuste ClustalW2 programmi
poolt koostatud joondus on esitatud lisas 2.

WNKI geeni 10. ja 11. ekson on inimesel ja Simpansil korgelt konserveerunud.
10. ekson on 100% identne ning 459 bp pikkune 11. ekson erineb inimesel ja Simpansil
vaid iihe nukleotiidi poolest. Samuti on tugevalt konserveerunud 10. intron ja seda just

rohkem introni esimeses pooles ja piirkonnas kuhu on inimesel inserteerunud A/uYb§
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jarjestus. 10. introni allavoolu jddvas pooles on inimese ja Simpansi vahel toimunud
muutusi rohkem.

Inimese A/u-ga ja Alu-ta homosiigootide jarjestuste vordlusel tuvastati jarjestuse
erinevusi kahes kohas. Joondusel A/u-ta inimese jarjestuse 1181. positsioonis esineb C
nukleotiid. A/u-ga jirjestuse samas positsioonis on T nukleotiid. Tegemist on SNP-ga
rs880054 (minoorse alleeli C sagedus Inglismaa populatsioonis 43,8%), millel on
varasemalt ndidatud seos vererdhuga (Tobin jt., 2005). Selle pdhjal vdib oletada, et
AluYb8 on inserteerunud kirjeldatud positsioonis T nukleotiidi kandvasse alleeli.
Joonduselt oli tuvastatav, et Alu-ta jirjestuse 1236 positsioonilt algav poli-T ala oli
kahe nukleotiidi vOrra lithem, kuid selle erinevuse vois pohjustada viga

sekveneerimisel.

4.2 AluYb8 insertsiooni jaotuvus erinevates populatsioonides

Kuna indiviidide arv erinevates populatsioonides ei olnud sarnane ja mone puhul
liiga véike, moodustati alleelisageduste esitamiseks 22-st genotiipiseeritud valimist
vastavalt populatsiooni geograafiale ja ajaloolisele paritolule tinglikult seitse gruppi.
Keskmised A/u insertsiooniga alleelisagedused moodustatud gruppides on esitatud
tabelis 6. Koikide vaatluse all olnud populatsioonide alleelisagedused on toodud lisas 3.

Selgelt eristus teistest gruppidest Sahaara-alune Aafrika, kuhu kuuluvad
populatsioonid, mis jddvad Sahaara korbest Iduna poole. Neis piirkondades jdi
alleelisagedus populatsioonide kaupa vahemikku 2,1-7%, olles keskmiselt 4,8%.
Euroopas jdi alleelisagedus vahemikku 13,4-16,1% ja Aasias 11,6-22%, olles
keskmiselt vastavalt 14,8% ja 15,9%.

Pohja-Aafrika valimites kdikus alleelisagedus vahemikus 9,1-25%, kus suurima
alleelisagedusega olid esindatud Liadne-Sahaara elanikud saharaavid. Korge oli
varieeruvus ka Marokos, kus valimid olid kogutud viiest Maroko linnast. Suurt
varieeruvust Marokos saab pohjendada kogutud valimite vdiksusega. Alleelisagedused
linnade kaupa jdid vahemikku 9,1-23,1%, kuid peale viie valimi ithendamist oli Maroko

elanike alleelisagedus 15,5%.
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Fisher’i Exact testiga uuriti alleelse jaotuvuse erinevust Euroopa, Aasia ja
Sahaara-aluse Aafrika populatsioonidest moodustatud gruppide vahel. Statistiliselt
olulised tulemused saadi, kui vdOrreldi omavahel Sahaara-alust rithma Euroopa ja
Aasiaga (p-vaartused vastavalt 0,02 ja 0,05).

Kui vorrelda Sahaara-aluse Aafrika keskmist alleelisagedust 4,8% kdikide teiste
uuritud populatsioonide keskmise alleelisagedusega 16,8% voib véita, et uuritud
Sahaara korbest 1dunasse jadvates populatsioonides on keskmine A/u-ga alleelisagedus
3,5 korda madalam kui keskmine alleelisagedus teistes uuritud populatsioonides

(Fisher’i Exact testi p-vadrtus 0,02).

Tabel 6. A/uYb8 insertsiooniga alleelisagedused populatsioonigruppides.

Grupp Valimi suurus Alleelisagedus Grupi kooseis

Ida-Euroopa 1523 15,9% cestlased, tSehhid
Laane-Euroopa 121 14,1% CEPH, baskid, kataloonlased
Ida-Aasia 68 16,8% hannid, korealased
Volga-Uural 94 17% tatarlased, baskiirid

Mustlased 50 12% Hispaania mustlased
Sahaara-alune 141 4,8% mandenkaalud, tansaanlased,
Aafrika gabonlased, pligmeed
Pohja-Aafrika 230 16,4% viis valimit Marokost,

saharaavid, alZeerlased,

tuneeslased
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4.3 AluYb8 assotsiatsioonianaltiis vererdhu ja biokeemia markeritega
ning juht-kontroll uuring

Vererdhu assotsiatsioonianaliiiis viidi 1dbi 1140 Eesti indiviidiga, kes olid
pikaaegsed hiipertensiivseid ravimeid mittetarbivad veredoonorid voi hiipertoonikud,
kellel oli mdddetud vererdhu ndidud enne ravi algust. Assotsiatsioonianaliiiis viidi l1&bi
uuritavate vererdhu nditude mediaanvéartustega, arvestades indiviidide sugu vanust ja
kehamassi indeksit. Lineaarsel regressioonanaliiiisil aditiivset geenidoosi mudelit
kasutades ilmnes statistiliselt tdhendusrikas seos Eesti populatsioonis A/uYbS
insertsiooni ja siistoolse vererdhu (p=0,039) ning statistiliselt olulisele l&hedane
assotsiatsioon diastoolse vererdhu (p=0.073) vahel. Seost kinnitas ka 1abiviidud LRT,
kus p-vairtused olid siistoolse ja diastoolse vererdhu korral vastavalt 0,025 ja 0,043.
Samade testidega naisi ja mehi eraldi uurides selgus, et seos A/u insertsiooni ja vererdhu
vahel ilmneb selgemini naistel. 750 naist eraldi testides saadi aditiivse testi p-
védrtusteks siistoolse vererdhu korral 0,038 ja diastoolse korral 0,027 ning LRT
kasutades wvastavalt 0,012 ja 0,014. 390 meest eraldi analiilisides statistiliselt
tdhendusrikkaid p-véartusi ei saadud. Lébiviidud analiiiisides selgus ka regressiooni
koefitsient, mis oli koikides statistiliselt olulise p-véértusega testides positiivne (tabel
7). Posititvne regressiooni koefitsient viitab vererdhu seisukohast Alu-ga alleeli

voimalikule riskiefektile.

Tabel 7. Vererohu assotsiatsiooniuuringus leitud p-véirtused ja statistiliselt olulise

tulemusega testide regressiooni koefitsendid.

SVR DVR
n aditiivne test ~ LRT aditiivne test ~ LRT
Koos 1140 0,039 (1,79) 0,025 (2,33) 0,073 0,043 (1,21)
Mehed 390 0,66 0,6 0,89 0,8

naised 750 0,038(2,22) 0,012 (3.31) 0,027 (1,47) 0,014 (1,77)

SVR - siistoolne vererdohk; DVR — diastoolne vererohk; LRT — (likelihood ratio test),

n — indiviidide arv; sulgudes on esitatud regressiooni koefitsent
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Lisaks statistiliselt tdhendusrikastele p-véartustele olid mirgatavad erinevused
ka kolme erineva genotiiiibiga indiviidide vererdhkude mediaan- ja keskmistes
védrtustes (tabel 8). Selgelt oli ndha, et A/u insertsiooni iihes alleelis kandvatel inimestel
on nii siistoolse kui diastoolse vererdhu keskmine ja mediaanvéirtused korgemad kui
ilma Alu-ta grupil. Alu insertsiooni suhtes homosiigootsetel indiviididel olid vastavad
véadrtused veelgi korgemad. Eriti selgelt avaldus A/u insertsiooni kandjastaatuse seos
vererdhuga naistel. Kirjeldatud omaduste illustreerimiseks on joonisel 7 esitatud naiste

siistoolse ja diastoolse vererohu véartuste karp-vurrud diagramm.

Tabel 8. Eestlaste siistoolse (SVR) ja diastoolse (DVR) vererdhu néitude keskmised ja

mediaanvéirtused erineva genotiiiibiga indiviididel.

Koos Naised Mehed
n=(805; 303; 32) n=(520; 207; 23) n=(285; 96; 9)
SVR DVR SVR DVR SVR DVR
-/- keskmine 139,4 86,2 137,3 85,2 143,2 88,1
-/- mediaan 137 85 134 84 141 87
A/- keskmine 141,3 87,3 139,8 87 144,7 88,1
A/- mediaan 138 86,5 136 86,5 141 87,5
A/A keskmine  145,5 89,2 146,9 88,9 141,9 89,9
A/A mediaan 143,3 87,8 139 87 145,5 90

-/- ilma Alu-ta homosiigoot; A/- Alu-ga heterosiigoot; A/A Alu-ga homosiigoot;
sulgudes on mirgitud indiviidide arv genotiiiipide kaupa (-/-; A/-; A/A)
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Joonis 7. Joonisel on kujutatud Eesti naiste siistoolse (SVR) ja diastoolse (DVR)
vererohu (mmHg) erinevate genotiilipide karp-vurrud diagrammid. -/- ilma Alu-ta
homosiigoodid (n=520); A/- Alu-ga heterosiigoodid (n=207); A/A Alu-ga
homosiigoodid (n=23).

Juht-kontroll uuringus osalesid 362 Eesti kontrolli (295 naist ja 67 meest) ja 414
patsienti (268 naist ja 146 meest). Viidi 1dbi logistiline regressioonanaliilis kasutades
aditiivset geenidoosi mudelit, millega statistiliselt olulisi p-véirtusi ei saadud. Siiski oli
tuvastatav trend, et patsientidel on Alu-ga alleelisagedus kdrgem kui kontrollidel.
Selgemalt tuli see omadus esile jéllegi naistel (tabel 9). Korgem alleelisagedus
patsientidel on kooskdlas vererdhu assotsiatsioonianaliiiisil saadud tulemustega, kus

Alu-ga alleel omab vererdhu seisukohast riskiefekti.

Tabel 9. A/u-ga alleelisagedused Eesti patsientidel ja kontrollidel.

patsiendid kontrollid
koos 17,6% 15,2%
naised 18,8% 15,3%
mehed 15,4% 14,9%
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GFR ja biokeemia viirtuste assotsiatsiooniuuringus kasutati 653 TU Kliinikumi
ja Pohja-Eesti Regionaalhaiglaga koostods kogutud indiviidide vereseerumi
biomarkerite vaartusi. Analiiiis teostati vere seerumist maaratud iildkolesterooli, LDL,
HDL, trigliitseriidide, uurea, kusihappe, kreatiniini ja albumiini kontsentratsioonidega
ning arvutatud GFR véartusega. Labiviidud LRT ja aditiivse testiga statistiliselt olulisi

tulemusi ithegi parameetriga ei saadud.
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4.4 AluYb8 insertsiooni moju geeniekspressioonile

Léhtudes Delaloy jt., 2003 t66st (joonis 8) vois cDNA PCR reaktsioonil eksonist
8-13 oodata viie, eksonist 8-10 kahe ja eksonist 10-13 kolme produkti amplifitseerumist
(tabel 10). Peale piirkonna 8-13 PCR reaktsioonide geelilekandmist vdis tuvastada kolm
produkti, millest kaks vastasid oodatud pikkustele (458 ja 542 bp) ning lisaks iiks
produkt (pikkus 600-700 bp vahel), mis Delaloy jt., 2003 jargi ei peaks selles piirkonnas
esinema ja kuna seda ei olnud vdimalik ka GeneScan analiilisil detekteerida jdigi selle
produkti péritolu teadmatuks. Véga Ornalt oli ndha ka kahte pikemat produkti. PCR-ga
eksonist 8-10 amplifitseerusid modlemad oodatud produktid (224 ja 308 bp) ning
eksonist 10-13 amplifitseerusid kolmest oodatust produktist kaks (180 ja 458 bp) (joonis
9). Funktsionaalses uuringus kasutatud iiheksal indiviidil olid olenemata genotiiiibist
PCR geelipiltide mustrid sarnased.

Tuvastatud PCR produktidega viidi 1dbi GeneScan analiiiis, millega oli voimalik
vilja selgitada vaatluse all olnud WNK1 splaissvormide suhteline ekspressioonitase, mis
arvutati kui GeneScan analiilisil saadud splaissvormide piigi pindala jagatis

referentsgeenide RPII ja GAPDH piikide pindalaga.

8 9 10 11 12 13

0 0} [} 7} i i splaissvorm 1
- (e splaissvorm 2
A A _—
. - !_/'—l Splalssvorin
_l\/.\/. _“‘--_______—___‘-\-‘_‘-.--—_-—_ -
[ ! 0 — B 8 splaissvorm 4
TT—— splaissvorm 5
ﬂﬂ A1 —
__\""‘-.____ _//J

Joonis 8. WNKI alternatiivne splaissing Delaloy jt., 2003 jérgi. Joonisel on kujutatud

vormid 1-5, mis on tuvastatavad tinu eksonite 9, 11 ja 12 alternatiivsele splaissimisele.
Nummerdatud hallid kastid tdhistavad eksoneid, horisontaalsed jooned geeni genoomset

16iku ja murtud jooned splaissingu stindmusi.
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Tabel 10. Oodatud PCR produktide pikkused ja nende tuvastamine antud t60s.

Produkti pikkus (bp) PCR-il tuvastatud ‘splaissvormid

Ex 8-13

koik eksonid 1279 el 1

-11 820 véga Ornalt 2
-11ja-12 542 jah 3
-9ja-11 736 véga Ornalt 4
-9,-11ja-12 458 jah 5

Ex 8-10

koik eksonid 308 jah 1,2ja3
-9 224 jah 4jas
Ex 10-13

koik eksonid 917 el 1

-11 458 jah 2ja4
-11ja-12 180 jah 3jas
GAPDH 196

RPII 239

'Delaloy jt., 2003 tuvastatud splaissvormid (joonis 8), mis annavad kiesolevas toos

PCR-il vastava pikkusega produkte.

Marker Ex8-13 Ex8-10 Ex10-13 GAPDH RPII

1031 bp
900 bp
800 bp
700 bp

500 bp 458 bp 458 bp
400 bp ™ -
300 bp S
S—030 bp
224 bp
200 bp I 06 bp

Joonis 9. Geelipilt GAPDH ja RPII ning tuvastatud WNKI PCR produktidega. Joonisel
on vilja toodud produktide pikkused. Kiisimirgiga tdhistatud produkti péritolu jii
selgusetuks. Marker: MassRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas).
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Usaldusviirsete tulemuste saamiseks viidi tihe indiviidi RNA-ga 1idbi kaks
cDNA silinteesi, mdlema cDNA silinteesi produktidega teostati kolm PCR
amplifikatsiooni ja kdik PCR produktid kanti kahele geelile. Seega iihe indiviidi iihe
splaissvormi kohta saadi kaksteist andmepunkti. Tdpsemal analiitisil kasutati vaid teisest
cDNA siinteesist ldhtuvaid andmeid, sest need olid {ihtlasemad ja seega
usaldusvédrsemad. Kuna GAPDH-i GeneScan analiiisi tulemused olid véga
ebastabiilsed kasutati suhtelise ekspressioonitaseme arvutamisel referentsgeenina vaid
RPII-te.

Erinevate WNKI! vormide suhtelised ekspressioonitasemed olid sama
genotiiiibiga indiviidide vahel vdga varieeruvad ning erinevust splaissvormide
ekspressioonis genotiilipide vahel ei tuvastatud. Arvestades konkreetse 4/uYb8 asukohta
WNK]I geenis, vois eeldada, et kui A/u insertsioon mdjutab alternatiivsete vormide
ekspressioonitasemeid, on see seotud eksoneid 11 ja 12 sisaldavate vormide tasemete
muutmisega. Olulist erinevust nende vormide vahel ei esinenud, kuid visuaalselt oli
karp-vurrud diagrammilt (joonis 10) tuvastatav trend, et Alu insertsiooniga

homosiigootidel on 12. eksonit sisaldava transkripti ekspressioonitase madalam.

SET —
0,24 _'_ -
0,154 :
0,14 :
0,05- = ; —

AA AL /-
Joonis 10. 12. eksonit sisaldava WNK1 splaissvormi suhtelist ekspressioonitaset kujutav

karp-vurrud diagramm. SET — suhteline ekspressioonitase; -/- ilma Alu-ta

homosiigoodid; A/- Alu-ga heterosiigoodid; A/A Alu-ga homosiigoodid.

42



Kuigi funktsionaalse uuringuga ei tuvastatud WNKI erinevate splaissvormide
ekspressioonitaseme seost geeni 10. intronis paikneva A/uYbS insertsiooniga, voib
uuringu tulemuste pohjal teha jéreldusi erinevate vormide ekspressiooni kohta
leukotsiiiitides. Ekson 9 oli esindatud pooltes transkriptides. Peamisel splaissvormil, mis
leukotstiiitides ekspresseerub on eemaldatud eksonid 11 ja 12 ning transkript, mis
sisaldab 12. eksonit ekspresseerub vihesel médral. Saadud tulemused on kooskdlas
Delaloy jt., 2003 t66ga, kus uuriti WNK/ splaissvormide ekspressiooni neeru-, siidame-
ja lihaskoes. Nende andmete pohjal voib jéareldada, et leukotsiiiitides esinevad peamiselt

splaissvormid 3 ja 5 (joonis 8).

43



5.ARUTELU

5.1 Alu elemendid ja poluimorfsed Alu-d populatsioonigeneetikas

Mobiilsed DNA elemendid moodustavad inimese genoomist iile 45%.
Suurimaks selliste elementide rithmaks on A/u kordused, mille arv ulatub 1,1 miljoni
koopiani. Alu elemendid on umbes 300 aluspaari pikad ning asetsevad tihti intronites,
geenide 3° mittetransleeritud alades ja geenidevahelistes piirkondades (Batzer ja
Deininger, 2002).

Alu-d on grupeeritud kolme suurde (J, S ja Y) perekonda, mis on omakorda
jaotatud viiksemateks alamperekondadeks. Kédesolevas uuringus WNKI geeni intronis
paiknev poliimorfne A/uYbS on inimese genoomis esindatud umbes 2200 koopiaga,
samas kui Simpansi genoomist on leitud vaid iiheksa A/uYbS koopiat. Sellisele
plahvatuslikule A/uYb8 ekspansioonile inimese liinis arvatakse olevat olnud tugev moju
inimese genoomi {lilesehitusele ja kromosoomide arhitektuurile, muutes meie
geeniekspressiooni ja kromosoomide litkumist rakkude jagunemisel (Gibbons jt., 2004).

Enamik A/u kordusi (J ja S perekonna liikmed) on duplitseerunud primaatide
varajase evolutsiooni kdigus 40 miljonit aastat tagasi, kuid peaaegu koik hiljem
inserteerunud A/u-d kuuluvad nooremasse Y perekonda. Moned Y perekonna litkmed
(Y, Ycl, Yc2, Ya5, YaS5a2, Ya8, Yb8 ja Yb9) on sisenenud inimese genoomi nii hiljuti
ning jitkavad duplitseerumist ténaseni, et on olenevalt olemasolust vdi puudumisest
poliimorfsed (Batzer ja Deininger, 2002). Poliimorfsetel A/u elementidel on olulised
eelised fiilogeneetilistes ja populatsioonigeneetilistes uurimustes vdorreldes SNP-de
mikrosatelliitide ja RFLP-dega (Restriction Fragment Length Polymorphism). Nimelt
on Alu insertsioon genoomi konkreetsesse positsiooni reeglina iihekordne siindmus,
ning vdga harva toimub juba inserteerunud jarjestuse eemaldamine samast positsioonist,
mis tdhendab, et sama poliimorfset A/u omavad inimesed on pirinud selle iihiselt
eellaselt. Samuti on poliimorfsete A/u-de korral iiheselt madratletav eellasseisund,

milleks on Alu puudumine konkreetsest positsioonist (Xing jt., 2007).
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Kéesolevas to0s kirjeldatud poliimorfse AuYb8 elemendi madalam
alleelisagedus Sahaara-aluses Aafrikas on kooskdlas Watkins'i jt., 2003 ja Xing'i jt.,
2007 uuringutega, kes vordlesid poliimorfsete A/u-de jaotuvust Euroopas, Aasias ja
Aafrikas ning leidsid samuti, et Alu alleelisagedused on madalaimad aafriklastel (lisa 4).
WNKI 10. intronis paikneva Alu korduse suurem sagedus mitte Sahaara-alustes
populatsioonides on tdendoliselt pdhjustatud tinu geenitriivile, mis tdhendab, et
konkreetne A/u insertsioon oli esindatud véikeses inimrithmas, mis Aafrikast vilja
randas ja Alu ekspandeerus edaspidi 14bi juhuse. Samuti on voimalik, et A/u insertsioon
on viljaspool Sahaara-alust sagedasem, kuna selle olemasolu andis kandjale véljaspool

Aafrikat kohastumusliku eelise.

52 Alu insertsiooni m6ju genoomi funktsioonile ja seos
komplekshaigustega

Alu elemendi inserteerumine genoomi on tavaliselt negatiivse efektiga
poOhjustades geneetilist ebastabiilsust ja geneetilisi haigusi mitmel moel. Sisenedes geeni
promootorpiirkonda vOib Alu mdjutada transkriptsiooni, muutes promootori
metiilatsioonitaset voi takistades transkriptsioonifaktorite seondumist. A/u sisenemisel
kodeerivasse alasse saab suure tdendosusega kahjustatud avatud lugemisraam voi
korrektne splaissingu toimumine. Samuti vdivad A/u-d mdjutada genoomi ldbi
nendevahelise ebavordse homoloogilise rekombinatsiooni toimumise (Batzer ja
Deininger, 2002).

Callinan ja Batzer, 2006 jirgi on teada 25 haigust, mis on pohjustatud hiljuti
genoomi integreerunud Alu-de poolt. Kahekiimne viiest haigusega seotud A/u-dest
paigutuvad 14 eksonitesse ja 11 intronitesse. Nende 11 juhtumi puhul intronisse
paigutuv A/u viib kas osalise introni kaasamise kiipse mRNA koosseisu 1dbi protsessi,
mida nimetatakse A/u eksoniseerumiseks vOi pdhjustab A/u insertsioon splaissingu
kdigus eksonite vahelejddmist. Leitud on, et poliimorfse AluYb9 insertsioon
verehiilibefaktorit VII kodeeriva geeni introonsesse alassse viib geeniekspressiooni
tugevale muutusele ja pohjustab hemofiilia A vormi (Ganguly jt., 2003). Teada on ka

umbes 74 Alu-Alu vahelist rekombinatsiooni juhtu (Callinan ja Batzer, 2006), mida on
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seostatud erinevate vidhkkasvajatega, hiiperkolesteroleemiaga, o-talasseemiaga,
diabeediga ja paljude teiste haigustega (Deininger ja Batzer, 1999).

Antud magistritdos tuvastatud WNK1 geeni 10. intronisse paigutuva poliimorfse
AluYb8 insertsiooni seost vererdhuga vOib pidada uueks nditeks Alu jarjestuse
assotsiatsioonist komplekshaigustega. Tuntuimaks niiteks, kus 4/u elemendi insertsioon
intronisse vOib mojutada geeni funktsiooni on ACE (DCPI) geen. ACE kodeerib
angiotensiini konverteerivat ensiilimi, mille iilesandeks on vere elektroliiiitide tasakaalu
ja vererdhu kontroll. Nimetatud geeni kuueteistkiimnendas intronis on kirjeldatud
poliimorfset 287 aluspaari pikkust A/u elementi, mida on paljudes toddes seostatud
vererdhu ja kardiovaskulaarhaigustega (Schunkert, 1997). Alu insertsioon ACE geeni
16. intronis pdhjustab selle kandjatel madalamat ACE taset vere seerumis. Hui jt., 2006
on ndidanud assotsiatsiooni MI/CB geeni esimesse intronisse paigutuva poliimorfse 4/u

ja astma vahel.

5.3 WNK1 variantide assotsiatsioon vererbhu taseme ja essentsiaalse
hlpertensiooniga

Assotsiatsiooniuuringuid WNKI poliimorfismide ja vererShu véértuste voi
hiipertensiooni vahel on avaldatud neli (tutvustatud kirjanduse iilevaates). Tobin jt.,
2005 tooga saabus ldbimurre WNKI assotsiatsiooniuuringutesse. See oli esimene
uurimus, kus néidati, et tildlevinud WNKI variandid on seotud vererdhuga, andes
pOhjust sellesuunalisi uuringuid jitkata (Zhang ja Staessen, 2005). Avaldatud t6odes on
assotsiatsioon vererdhu voi hiipertensiooni ravimi tiasiiddiureetikumi mdjuga tuvastatud
kiimnel iiksikul poliimorfismil (joonis 11). Lisaks on Tobin jt., 2005 ja Newhouse jt.,

2005 niitanud seost SNP-dest moodustatud haplotiiiipide ja vererdhu vahel.
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Uks Tobin’i jt., 2005 t66s vaatluse all olnud poliimorfismidest (rs880054),
millega saadi statistiliselt oluline tulemus paigutus geeni 10. intronisse, mis viitab
konkreetse introni olulisusele geeni funktsionaalsuse seisukohast. 10. intronisse vdivad
olla paigutunud olulised jérjestused, mis reguleerivad geeni 11. ja 12. eksoni
splaissimist, sest just neid koos iiheksanda eksoniga Delaloy jt., 2003 jargi WNKI

geenis splaissitakse.

S R A S VY S S 2 e
{ [HH—— A AT AT

Joonis 11. SNP-de asukohad WNKI geenis, millega on saadud statistiliselt olulised

tulemused hiipertensiooni assotsiatsiooniuuringutes. Punased nooled viitavad Tobin"i
jt., 2005 t66 tulemustele, sinine nool Newhouse jt., 2005 ja mustad nooled Turner jt.,

t00 tulemustele.

5.4 Alternatiivse splaissingu roll geeniekspressioonis

Hiljutised kogu genoomi peal ldbiviidud alternatiivse splaissingu analiilisid on
viidanud, et 40-60% inimese geenidest esineb alternatiivseid vorme. See tdhendab, et
alternatiivne splaissing on inimese genoomi funktsionaalse keerukuse loomise
seisukohast liks peamistest mehhanismidest (Modrek ja Lee, 2002).

Alternatiivse splaissingu regulatsioonis osalevad paljud eksonitesse ja
intronitesse paigutuvad jdrjestused, mis on seotud protsessi korrektse toimumisega.
Splaissingu reaktsioone viib 1dbi splaisosoomi kompleks, seondudes intronites ja
eksonites asetsevate regulatiivsete jarjestustega (Black, 2003). Hiljutised uuringud on
kinnitanud ka alternatiivse splaissingu raku- ja koespetsiifilisust (Blencowe, 2006).

Ligi 300 bp pikkuse A/uYb8 insertsioon WNKI geeni suhteliselt lithikesse (1211
bp) 10. intronisse voOib muuta splaissinguks vajalike jarjestuste paiknemist intronis ja
mojutada seeldbi splaisosoomi seondumist voi selle t66d. Sellised hédired alternatiivse

splaissingu toimumises viiksid suure tdendosusega geeni alternatiivsete vormide
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ekspressioonitaseme muutuseni. Kuigi kdesolevas magistritods ei ndidatud olulist
erinevust geeni alternatiivsete vormide ekspressioonitasemes leukotsiiiitides, on siiski
voimalik, et 4/luYb8 WNKI geeni 10. intronis omab funktsionaalset efekti mones muus
koes, kuna WNKI geeni ekspressiooni- ja funktsioonispekter on lai. Vererohu
seisukohast vaiks uuritud A/u olulist rolli midngida neerus.

Kéesolevas t60s kasutatud GeneScan meetodi tundlikkus jéi tdendoliselt liiga
madalaks, et tuvastada  voOimalikke  erinevusi  alternatiivsete  vormide
ekspressioonitasemetes. Analiilisi tulemus soltus paljudest eelnevatest etappidest nagu
RNA eraldamisest, cDNA siinteesist, PCR-ist ning produktide kokkusegamise ja
geelilekandmise tdpsusest. Meetod vOiks olla sobilik rohkem selliste analiiiiside
labiviimiseks, kus geeniekspressiooni erinevused on suured. See vihendaks eelnevate

etappide ebatidpsuste tottu tingitud vdimalike tulemuste kadumise tdendosust.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritéo kirjanduse iilevaates tutvustati hiipertensiooni olemust ja
klassifikatsiooni, loetleti siiani tuvastatud hiipertensiooni monogeensed vormid ja
kirjeldati hiipertensiooni kui komplekshaigust. Samuti anti liihililevaade meetoditest
haiguse kandidaatgeenide tuvastamiseks. Lédhemalt tutvustati hiipertensiooni
kandidaatgeeni WNK, kirjeldati geeni tdhtsamaid funktsioone ja toodi vilja vurimused
WNK1 geenivariantide seoste kohta hiipertensiooniga.

Too praktilise osa eesmirgiks oli vélja selgitada WNKI 10. intronis paikneva
uue poliimorfse A/uYb8 seos vererdhuga ja voimalik mdju geeni alternatiivsete vormide
ekspressioonile. Lisaks selgitati vdlja 4/u sagedus erinevates Euroopa, Aasia ja Aafrika
populatsioonides ning uuriti A/u jéarjestust sisaldava genoomse piirkonna konserveeritust
inimese ja Simpansi vahel.

T60 tulemusena nididati, et WNKI 10. intron ja sellega piirnevad eksonid on
inimese ja Simpansi vahel kdrgelt konserveerunud. Samuti selgus AuYb8 3,5 korda
madalam alleelisagedus populatsioonides, mis jddvad Sahaara korbest 16una poole
vorreldes iilejadnud vaatluse all olnud populatsioonidega. Assotsiatsiooniuuringute
tulemusena tuvastati, et Eesti naistel on A/u insertsioon WNKI 10. intronis seotud nii
diastoolse kui siistoolse vererdhuga. Kuigi juht-kontroll uuringus statistiliselt olulisi
tulemusi ei saadud, oli hiipertensiooni naispatsientidel tuvastatav korgem Alu-ga

alleelisagedus vorreldes tervete kontrollidega.
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New polymorphic AluYb8 in hypertension candidate gene WNKZ1.: distribution and

impact on gene function

Margus Putku

SUMMARY

Essential hypertension with its concurrent risk to other cardiovascular diseases
affects approximately 25% of population in industrialized societies. Determining the
genetic component of the disease is crucial for better understanding of the molecular
basis of the phenotype and for developing more effective treatment of the disease.

This work is part of a bigger project to investigate the genetic background of
hypertension. The study is focused on a new polymorphic AluYb8 element located in
intron 10 in hypertension candidate gene WNK1 [With No K (lysine)]. WNKI plays an
important role in salt homeostasis through different mechanisms and thereby has
functional importance in blood pressure regulation.

My study showed that intron 10 in WNKI with its flanking exons is highly
conserved between human and chimpanzee. A/uYbh8 in WNKI gene intron 10 is
probably human specific because it is absent in the genome of orangutan, gorilla and 11
chimpanzees. A/u distribution studies using samples from 22 population from Europe,
Asia and Africa showed 3,5 times lower average allele frequency in Sub-Saharan
populations than average allele frequency in other studied populations. Association
between Alu and blood pressure was studied using 1140 estonian individuals, whose
blood pressure values were repeatedly measured under no treatment of any
antihypertensive drugs. Statistically significant association was found with both systolic
and diastolic blood pressure (p-values respectively 0,039 and 0,043). Case-control study
was performed using 362 controls and 414 patients but statistically nonsignificant
results were observed in spite of slightly different allele frequencies in patients and
controls, especially among women (18,3% and 15,8% respectively). Functional studies
were also performed, but no variability in expression levels of alternative forms of

WNK1 gene forms was detected.
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LISAD

Lisa 1. Toos kasutatud praimerite jarjestused.

Praimeri nimetus Jarjestus 5°-3°

A. Praimerid Alu insertsiooni tuvastamiseks

Intr10_F' GGGTAACCAACCCTTGAAGTAGG
Intr10_ R GGGTACTTCTCAAGTGATTAGGAGGA
B. Praimerid sekveneeritava ala amplifitseerimiseks

WNK1 Seql F' TGGGGTGAGGGAGATAATTGGGTG
WNKI1 Seq R ACTCTGTGGTGCCCTCTTTTGCT
Sekveneerimispraimerid

WNKI1 Seq3 F TCAGGTAGTGGAGAGGGATGATTG
WNK1 Seq4 F ACCCCTTGTCTATGGAAGGGTCC
WNKI1 Seq5 F CCTTCCAGTGGGAGAGCCGC

WNKI1 Alu F CGGCCTCCCAAAGTGCTGGG

C. Funktsionaalses uuringus kasutatud praimerid

Ex7 8F FAM-TTATCTGATGGGACGGTTGA
Ex 10 F FAM-TGCACAGCCAGTGAGTCAGCC
Ex 10 R TGGCTCTGCAGGAGCAACCT

Ex 13 14R GCAACATCTGAATGTGCACTG
GAPDH F CCATGGAGAAGGCTGGGG

GAPDH R HEX-CCAAGTTGTCATGGATGACC
RPII F CTTCACGGTGCTGGGCATT

RPII R TET-GTGCGGCTGCTTCCATAA

1 . . . . .
Neid praimereid kasutati ka sekveneerimisel.
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Lisa 2. WNK1 ekson 10-11 joondus. A/u/Alu — Alu insertsiooniga homosiigoot; Wt —
ilm Al/u-ta homosiigoot. Rohelisega on tdhistatud eksonite 10 ja 11 jérjestused. Wt
jérjestuse 1181. positsioonis on sinisega mirgitud SNP rs880054 asukoht. Punane ala

joondusel viitab A/uYbS jarjestusele.

Alu/Alu CAGCAGGGAATACAGCAGACAGCCCCTCCTCAACAGACAGTGCAGTATTCACTTTCACAG 60
wt CAGCAGGGAATACAGCAGACAGCCCCTCCTCAACAGACAGTGCAGTATTCACTTTCACAG 60
Simpans CAGCAGGGAATACAGCAGACAGCCCCTCCTCAACAGACAGTGCAGTATTCACTTTCACAG 60

o s

Alu/Alu ACATCAACCTCCAGTGAGGCCACTACTGCACAGCCAGTGAGTCAACCTCAAGCTCCACAA 120
wt ACATCAACCTCCAGTGAGGCCACTACTGCACAGCCAGTGAGTCAACCTCAAGCTCCACAA 120
Simpans ACATCAACCTCCAGTGAGGCCACTACTGCACAGCCAGTGAGTCAACCTCAAGCTCCACAA 120

B R R S S R R

Alu/Alu GTCTTGCCTCAAGTATCAGCTGGAAAACAGGTAAACTTTTTTTTTTTTTTTAAACAGGTA 180
wt GTCTTGCCTCAAGTATCAGCTGGAAAACAGGTAAACTTTTTTTTTTTTTTTAAACAGGTA 180
Simpans GTCTTGCCTCAAGTATCAGCTGGAAAACAGGTAAACTTTTTTTTTTTTTTTAAACAGGTA 180

*hhkhhkik

Alu/Alu AACTCTTAATTTCTGAAAGGGTGCTAAAAGGGATTTCCATGTAACTTGTCCTTTCATGTG 240
wt AACTCTTAATTTCTGAAAGGGTGCTAAAAGGGATTTCCATGTAACTTGTCCTTTCATGTG 240
Simpans AACTCTTAATTTCTGAAAGGGTGCTAAAAGGGATTTCCATGTAACTTGTCCTTTCATGTG 240

B s =

Alu/Alu GATAGACTTCTACCTTTTCTTCTAAGGGTAACCAACCCTTGAAGTAGGTTAATCTCATTG 300
wt GATAGACTTCTACCTTTTCTTCTAAGGGTAACCAACCCTTGAAGTAGGTTAATCTCATTG 300
Simpans GATAGACTTCTACCTTTTCTTCTAAGGGTAACCAACCCTTGAAGTAGGTTAATCTCATTG 300

B L i X S = s =

Alu/Alu CAGAAATGAAGTGAAGATCACCTCATTGGTGCATATGCATTATTTAATGTAAATGGGTAC 360
wt CAGAAATGAAGTGAAGATCACCTCATTGGTGCATATGCATTATTTAATGTAAATGGGTAC 360
Simpans CAGAAATGAAGTGAAGATCACCTCATTGGTGCATATGCATTATTTAATGTAAATGGGTAC 360

Alu/Alu GTTACTGACAGCAGTGACAATCCAAAGTTTCACTTCTAGTCTTACCAGTCCAAAATTGAT 420
wt GTTACTGACAGCAGTGACAATCCAAAGTTTCACTTCTAGTCTTACCAGTCCAAAATTGAT 420
Simpans GTTACTGACAGCAGTGACAATCCAAAGTTTCACTTCTAGTCTTACCAGTCCAAAATCGAT 420

nnnnnnnnnnnnnnnnnnn *xxk

Alu/Alu GTAACAGGTATTAGAAATAACAGGTTAAATAAAGGTGCTCTGGTAACTGAACCTATGACA 480
wt GTAACAGGTATTAGAAATAACAGGTTAAATAAAGGTGCTCTGGTAACTGAACCTATGACA 480
Simpans TTAACAGGTATTAGAAATAACAGGTTAAATAAAGGTGCTCTGGTAACTGAACCTATGACA 480

AEEEIEXEAETEAITEAEAXEA AKX AXTEAAXEAAXAITXA XXX AXAXTXAXAXAAXAXAAXTAXAXAAXAXAAXAAAXAXAA XX Ahx*k

Alu/Alu TTCCCTAGAATTGTGTCAGCTATGTCTGATATTCTAGGTTTGAAACTATGCTTTATTTTC 540
wt TTCCCTAGAATTGTGTCAGCTATGTCTGATATTCTAGGTTTGAAACTATGCTTTATTTTC 540
Simpans TTCCCTAGAATTGTGTCAGCTATGTCTGATATTCTAGGTTTGAAACTATGCTTTATTTTC 540

AEEAEXAEXAAXAAXAAAXAAXAEXAAXAAAXAXAAAXAAXAXAAXAAAXAAXAAAXAAAAAXAAAXAALAAAAAAXAX*X

Alu/Alu ATGTAGATTTCTGCACTGTTTACTGTGTGGAATGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACG 600
wt ATGTAGATTTCTGCACTGTTTACTGTGTGGAATGTTTTTTTTT————=———————————— 583
Simpans ATGTAGATTTCTGCACTGTTTACTGTGTGGAATGTTTTTTTTTT-——————————————— 584

o S

Alu/Alu GAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGTCGGACTGCGGACTGCAGTGGCGCAATCTCGGCTCACT 660
wt @ ———
SImMpaNs  —————
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Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

GCAAGCTCCGCTTCCCGGGTTCACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGA

CCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCGCCCGGCCTTTTTTTTCTTAAGTAGT
-------------------------------------------------- CTTAAGTAGT
-------------------------------------------------- CTTAAGTAGT

AR R

CCTCCTAATCACTTGAGAAGTACCCTGTAGAAGGTATGCTTTTCTGAATGACCTTTTTTC
CCTCCTAATCACTTGAGAAGTACCCTGTAGAAGGTATGCTTTTCTGAATGACCTTTTTTC
CCTCCTAATCACTTGAGAAGTACCCTGTAGAAGTTATGCTTTTCTGAATGACCTTTGTTC

*hKhkhk*dx FhhIxhxkhkhkhdkhhhhk k3

AACTTTATTTTTGAGTACTGTTGTGCATGTATGTGCACAGTGTATTGTTACCCTAATATT
AACTTTATTTTTGAGTACTGTTGTGCATGTATGTGCACAGTGTATTGTTACCCTAATATT
AACTTTATTTTTGAGCACTGTTGTGCATGTATGTGCACAGTGTATTGTTACCCTAATATT

*hxkhk X

TCATCACATCTGAGATGCTATCAACTTTAAAATGTACCATATTTTATGTACCACATTATC
TCATCACATCTGAGATGCTATCAACTTTAAAATGTACCATATTTTATGTACCACATTATC
TCATCACATCTGAGATGCTATCAACTTTAAAATGTACCA-————————————— CATTATC

AEEAKXALTEAXAXAAXAXAAXAXAXAAXAXAAXALAXAAXAAXAXA XA AXAh*x*k Bk

AGTTATAAAGTAGATCCCAATTTCTCACATGTTAAAATGATCAGGTAGTGGAGAGGGATG
AGTTATAAAGTAGATCCCAATTTCTCACATGTTAAAATGATCAGGTAGTGGAGAGGGATG
AGTTATAAGGTAGATCCCAATTTCTCACATGTTAAAATGGTCAGGTAGTGGAGAGGGATG

I e

ATTGCATCCTAGAATGAGTGAAATATGTGAATTATACCAATTTTTATTGAGCCATGTTGG
ATTGCATCCTAGAATGAGTGAAATATGTGAATTATACCAATTTTTATTGAGCCATGTTGG
ATTGCATCCTAGAATGAGTGAAATATGTGAATTATACCAATTTTTATTGAGCCATGTTGG

* kK

ACTTAAGAATTTTAGAAATAATACGAATGAAATCTTAATTCCACTGGGAAGGAATTCATT
ACTTAAGAATTTTAGAAATAATACGAATGAAATCTTAATTCCACTGGGAAGGAATTCATT
ACTTAAGAATTTTAGAAATAATATGAATGAAATCTTAATTCCACTGGGAAGGAATTCATT

AEXEEXEXAELXEAIAEAAXEAAXAXAXAAXAAAX AEXAXEAXAXAAXAXAXAAXAAAXAAAXAAXAAAXAALAAAAAAXAX*X

TGAATTTCAGTAACTACTGTAACAGCAGTCGTAACTTTAGTGATAGCATTATGGTATATA
TGAATTTCAGTAACTACTGTAACAGCAGTCGTAACTTTAGTGATAGCATTATGGTATATA
TGAATTTCAGTAACTACTGTAATAGCAGTCGTAACTTTAGTGATAGCATTATGGTATATA

*hhdkdhkk EE T e

63

720

780

840

900
593
594

960
653
654

1020
713
714

1080
773
760

1140
833
820

1200
893
880

1260
953
940

1320
1013
1000



Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

Alu/Alu
Wt
Simpans

Alu/Alu
we
Simpans

Alu/Alu
wt
Simpans

AAATATATTCCAATAAAGCTGTTAAAAAAAAAA-GCCAACCCCTTGTCTATGGAAGGGTC
AAATATATTCCAATAAAGCTGTTAAAAAAAAAA-GCCAACCCCTTGTCTATGGAAGGGTC
AAATATATTCCAATAAGGCTGTAAAAAAAAAAAAGCCAACCCCTTGTCTATGGAAGGGTC

AEXEEXEXALXEAIAXAAXAXAAXA KAXAEAA AEXXAAXAAXAXA AL AXAXXAAXAIAXAAXAXAAXAALAXAAAAAXAx*k

CTCTTCTATTGCCAAATGCTGAAGCATTAGCAAATATTTCTATGACAAAAGGTGTAGAAC
CTCTTCTATTGCCAAATGCTGAAGCATTAGCAAATATTTCTATGACAAAAGGTGTAGAAC
CTCTTCTATTGCCAAATGCTGAAGCATTAGCAAATATTTCTATGACAAAAGGTGTAGAAC

AGTAATAGTCTATTTAGCCTCTTTCTCTCCTGCTCTCCTTTCCATATTTTTATGTGGCAT
AGTAATAGTCTATTTAGCCTCTTTCTCTCCTGCTCTCCTTTCCATATTCTTATGTGGCAT
AGTAATAGTCTATTTAGCCTCTTTCTCTCCTGCTCTCCTTTCCATATTCTTATGTGGCAT

EE A R S S

ATTAACTTAACACTAATGTATGCAGGGTTTTGTTGGTTTGGTGTTTTTTTTTTTTTGTTT
ATTAACTTAACACTAATGTATGCAGGGTTTTGTTGGTTTGGTGTTTTTTTTTTT--GTTT
ATTAACTTAACACTAATGTATGCAGGGTTTTGTTGGTTTGGTGTTTTTTTTGTT——--TT

AEEEXEAEXEAAEAAXEAAXAXAKXAAXAAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAXAAXAAAXAAAXAAAAXAL Xk *x

GTTTTTTCCTTCTTTTTGGCTAATACATAAATCTTGCTTTTGGCAGCCTTGCTTTTTTTT
GTTTTTTCCTTCTTTTTGGCTAATACATAAATCTTGCTTTTGGCAGCCTTGCTTTTTTTT
GTTTTTTCCTTCTTTTTGGCTAATACATAAATCTTGCTTTTGGCAGCCTTGCTATTTTTT

AAXAKXAAAAAKAAAAAAXAAAAAAAdhdhdhrhdxid dhdhdkx

TTTTTTTTTTTTTTTTAA-GCCTGTCTGTTTTGTTTTTCTTTACCTTCCCAGCTTCCAGT
TTTTTTTTTTTTTTTTAA-GCCTGTCTGTTTTGTTTTTCTTTACCTTCCCAGCTTCCAGT
TTTTTTTTTTTTTTTTAAAGCCTGTCTGTTTTGTTTTTCTTTACCTTCCCAGCTTCCAGT

B R R S L R EE A S

TTCCCAGCCAGTACCAACTATCCAAGGCGAACCTCAGATCCCAGTTGCGACACAACCCTC
TTCCCAGCCAGTACCAACTATCCAAGGCGAACCTCAGATCCCAGTTGCGACACAACCCTC
TTCCCAGCCAGTACCAACTATCCAAGGCGAACCTCAGATCCCAGTTGCGACACAACCCTC

AEEAEXEAEEAIAEAEAXEAAXTAXAEAAXAAAXAXEA AKX A XAXAAXAAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAXAALAXAAAAAXAX*X

GGTTGTTCCAGTCCACTCTGGTGCTCATTTCCTTCCAGTGGGACAGCCGCTCCCTACTCC
GGTTGTTCCAGTCCACTCTGGTGCTCATTTCCTTCCAGTGGGACAGCCGCTCCCTACTCC
GGTTGTTCCAGTCCACTCTGGTGCTCATTTCCTTCCAGTGGGACAGCCGCTCCCTACTCC

o s s

CTTGCTCCCTCAGTACCCTGTCTCTCAGATTCCCATATCAACTCCTCATGTGTCTACGGC
CTTGCTCCCTCAGTACCCTGTCTCTCAGATTCCCATATCAACTCCTCATGTGTCTACGGC
CTTGCTCCCTCAGTACCCTGTCTCTCAAATTCCCATATCAACTCCTCATGTGTCTACGGC

xxxxxxxxxxxxxx RAE R R R ok R R R R R AR R SRR R AR R R R R R R R =

TCAGACAGGTTTCTCATCCCTTCCCATCACAATGGCAGCTGGCATTACTCAGCCTCTGCT
TCAGACAGGTTTCTCATCCCTTCCCATCACAATGGCAGCTGGCATTACTCAGCCTCTGCT
TCAGACAGGTTTCTCATCCCTTCCCATCACAATGGCAGCTGGCATTACTCAGCCTCTGCT

AEEAEXAEXEAAEAAXEAAXAXAEAAXAEAAXAXAAAXAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAAAXAAXAAAXAALAAAAAAXAXX

CACGTTGGCTTCATCTGCTACAACAGCTGCGATCCCGGGGGTATCAACTGTGGTTCCTAG
CACGTTGGCTTCATCTGCTACAACAGCTGCGATCCCGGGGGTATCAACTGTGGTTCCTAG
CACGTTGGCTTCATCTGCTACAACAGCTGCGATCCCGGGGGTATCAACTGTGGTTCCTAG

B L s

TCAGCTTCCAACCCTTCTGCAGCCTGTGACTCAGCTGCCAAGTCAGGTTCACCCACAGCT
TCAGCTTCCAACCCTTCTGCAGCCTGTGACTCAGCTGCCAAGTCAGGTTCACCCACAGCT
TCAGCTTCCAACCCTTCTGCAGCCTGTGACTCAGCTGCCAAGTCAGGTTCACCCACAGCT

R R S = s
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CCTACAACCAGCAGTTCAGTCCATGGGAATACCAGCTAACCTTGGACAAGCTGCTGAGGT 2098
CCTACAACCAGCAGTTCAGTCCATGGGAATACCAGCTAACCTTGGACAAGCTGCTGAGGT 1789
CCTACAACCAGCAGTTCAGTCCATGGGAATACCAGCTAACCTTGGACAAGCTGCTGAGGT 1776

AEEEAEXAETEAIAEAAXAEAAXAXAEAAXAAAXAXXAAXAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAXAALAXAALAAAXAX*X

TCCACTTTCCTCTGGAGATGTTCTGTACCAG 2129
TCCACTTTCCTCTGGAGATGTTCTGTACCAG 1820
TCCACTTTCCTCTGGAGATGTTCTGTACCAG 1807

nnnnnnnnnnnnnnn
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Lisa 3. Alu insertsiooniga alleelisagedused kdikides uuritud populatsioonides, erinevate

genotiilipidega indiviidide arv populatsioonis ja kogu valimi suurus.

Populatsioon Indiviidide arv Allelisagedus
Alu/Alu’  Alu/- - Kokku

eestlased 32 303 805 1140 16,1%
tSehhid 9 102 272 383 15,7%
CEPH 2 5 23 30 15,0%
baskid 0 14 36 50 14,0%
kataloonlased 0 11 30 41 13,4%
hannid 2 7 16 25 22,0%
korealased 1 8 34 43 11,6%
tatarlased 1 16 30 47 19,1%
baskiirid 2 10 35 47 14,9%
mustlased 0 12 38 50 12,0%
mandenkaalud 0 1 23 24 2,1%
tansaanlased 0 2 15 17 5,9%
gabonlased 0 4 46 50 4,0%
pligmeed 0 7 43 50 7,0%
MOJ (Oujda)* 2 2 9 13 23,1%
MCA (Casablanca)* 0 8 17 25 16,0%
MRA (Rabat)* 0 4 18 22 9,1%
MCH (Chefchaouen)* 0 3 8 11 13,6%
MNA (Nador)* 0 5 8 13 19.2%
saharaavid 6 13 31 50 25,0%
tuneeslased 1 8 39 48 10,4%
alZeerlased 0 14 34 48 14,6%

'"Alu insertsiooniga homosiigoodid, “Alu-ga heterosiigoodid, *Alu-ta homosiigoodid

*Maroko linn, kust proovid on kogutud.
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Lisa 4. Xing jt., 2007 jargi. Joonisel on kujutatud alleelisageduste jargi konstrueeritud

puu, mis illustreerib 100 erineva Alu insertsiooni jaotuvust 36 populatsioonis.
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