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1 SISSEJUHATUS 
 

Vaimne alaareng, mis esineb umbes 3% üldpopulatsioonist, on kõige sagedasem raske 

puude põhjus lastel ja noorukitel. Vaimse alaarengu põhjused võivad olla väga erinevad – 

mittegeneetilised faktorid (infektsioonhaigused, sügav enneaegsus), monogeensed haigused, 

kromosoomanomaaliad jne. Samas on umbes 30% raske ja enamuse kerge vaimse alaarengu 

juhtude puhul jäänud häiret põhjustav muutus seni leidmata. Üheks võimalikuks vaimse 

alaarengu põhjuseks on submikroskoopilised muutused DNA koopiaarvus: mikrodeletsioonid, 

-duplikatsioonid või amplifikatsioonid, mida ei ole tsütogeneetiliselt õnnestunud tuvastada 

ning mille suuremahulisi uuringuid on kuni viimaste aastateni takistanud sobiva metoodika 

puudumine. 

Alates 1997. a. on DNA koopiaarvu väikeste muutuste ulatuslikul analüüsil 

rakendatud DNA kiibil põhinevat võrdlevat genoomset hübridisatsiooni (MK-VGH). 

Eelkõige on MK-VGH abil saavutatud edu tuumorigeneesis oluliste kõrgetasemeliste 

amplifikatsioonide kindlaks määramisel ja täpsel kaardistamisel. Keerukam on MK-VGH-d 

kasutades tuvastada ühe DNA koopia deleteerumist või duplitseerumist, mistõttu on viimastel 

aastatel tehtud jõupingutusi, et muuta MK-VGH metoodika tundlikumaks ja lihtsamini 

teostatavaks - leida erinevaid võimalusi hübridisatsioonil kasutatava genoomse DNA 

kompleksuse vähendamiseks ning kogu genoomi amplifitseerimiseks. 

Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli disainida ja valmistada mikrokiip, mis 

võimaldaks detekteerida muutuseid DNA järjestuse koopiaarvus üle kogu inimese X 

kromosoomi teoreetilise lahutusvõimega ligikaudu 300 kb ning seda kasutades töötada välja 

protokoll uue tehnoloogia - Multiplex Amplifiable Probe Hybridization (MAPH) analüüs 

mikrokiibil - tarbeks. MAPH analüüs mikrokiibil on meetod, mis võimaldaks MK-VGH-st 

lihtsamalt ja tundlikumalt teostada teadmata asukohaga DNA koopiaarvu muutuste 

laiaulatuslikku kindlaks määramist ja kaardistamist. 

Töö on teostatud Eesti Teadusfondi grant nr. 5467 „Uue DNA diagnostika tehnoloogia 

väljatöötamine inimese kromosoomide struktuursete aberratsioonide tuvastamiseks vaimse 

alaarengu korral“ (2003-2006) raames. 
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2  LÜHENDID JA MÕISTED  
 

aa-dUTP 5-(3-aminoallüül)-2`-desoksüuridiin 5`-trifosfaat 

BAC  bakteri kunstlik kromosoom (bacterial artificial chromosome) 

bp  aluspaar (basepair) 

cDNA  mRNA suhtes komplementaarne DNA ahel 

CI  usaldusvahemik (confidence interval) 

CL  usaldusnivoo (confidence level) 

Cy3  tsüaniinvärv 3 

Cy5  tsüaniinvärv 5 

dATP  desoksüadenosiintrifosfaat 

dCTP  desoksütsütidiintrifosfaat 

ddH2O  kahekordselt destilleeritud vesi 

der  derivaatkromosoom 

dGTP  desoksüguanosiintrifosfaat 

DMSO  dimetüülsulfoksiid 

DNA  desoksüribonukleiinhape 

dNTP  desoksütrinukleotiid 

DOP-PCR       degenerate oligonucleotide – primed PCR 

dTTP               desoksütümidiintrifosfaat 

DXZ1  inimese X kromosoomi α-satelliit DNA-le vastav järjestus 

EDTA  etüleendiamiintetraatsetaat 

FISH  fluorestsents in situ hübridisatsioon 

GDP  guanosiindifosfaat 

GTP  guanosiintrifosfaat 

i  isokromosoom 

IQ  intelligentsuskvoot (intelligence quotient) 

ISH  in situ hübridisatsioon 

kb  tuhat aluspaari (kilobase) 

LCR   madala koopiaarvuga kordusjärjestus (low copy repeat) 

MAP  mitogeen aktiveeritud valk (mitogene-activated protein) 

MAPH  multiplex amplifiable probe hybridization 

Mb  miljon aluspaari (megabase) 
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MK-MAPH mikrokiibil põhinev multiplex amplifiable probe hybridization 

MK-VGH mikrokiibil põhinev võrdlev genoomne hübridisatsioon 

MRX  mittesündroomne X-liiteline vaimne alaareng 

MRXS  sündroomne X-liiteline vaimne alaareng 

mRNA  matriits- ehk informatsiooniline RNA 

Märklaud käesolevas töös nimetatakse märklauaks mikrokiibi pinnale immobiliseeritud 

DNA fragmenti 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

OMIM  Online Medical Inheritance of Men 

p  kromosoomi lühike õlg 

PAC  P1 kunstlik kromosoom (P1 artificial chromosome) 

PAR2  proteinase-activated receptor-2 geen 

PCR  polümeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction) 

Proov  käesolevas töös nimetatakse prooviks genoomsele DNA-le või mikrokiibile 

hübridiseeritavat DNA fragmenti 

q  kromosoomi pikk õlg 

RFU  suhteline fluorestsentsühik (relative fluorescence unit) 

RNA  ribonukleiinhape 

rpm  rootoripööret minutis 

SAL  3-Aminopropüültrimetoksüsilaan + 1,4-fenüleendiisotiotsüanaat 

SDS  naatrium-dodetsüülsulfaat 

SHOX  short stature homeobox geen 

SNP  ühenukleotiidne polümorfism (single nucleotide polymorphism) 

Spot  mikrokiibile prinditud märklaudjärjestus 

SSC  saline sodium citrate 

STS  steroid sulfatase ehk arylsulfatase C (ARSC 1) geen 

Taq  Thermus aquaticus`e DNA polümeraas 

TBE  Tris-boraat 

U  ühik (unit) 

UTR  mRNA mittetransleeritav regioon (untranslated region) 

VGH  võrdlev genoomne hübridisatsioon 

WCP  whole chromosome paint 

XLMR  X-liiteline vaimne alaareng (X-linked mental retardation) 
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3 KIRJANDUSE ÜLEVAADE 

3.1 X-LIITELISE VAIMSE ALAARENGU GENEETIKA 

 

3.1.1 VAIMNE ALAARENG JA SELLE PÕHJUSED 
  

Vaimseks alaarenguks nimetatakse intellekti peetunud või puudulikku arengut, mida 

iseloomustab oskuste mittepiisav välja kujunemine ning millega kaasneb kõigi 

intelligentsustasandite madal nivoo (http://www.kliinikum.ee/psyhhiaatriakliinik). Indiviid 

määratletakse vaimselt alaarenenuks, toetudes kahele kriteeriumile, mis mõlemad peavad 

avalduma enne 18. eluaastat – tema üldine intellektuaalne toimimine on märkimisväärselt alla 

keskmise (intelligentsuskvoot (IQ) vähem kui 70) ning tal esinevad olulised vajakajäämised 

adaptiivses funktsioneerimises (hakkama saamine igapäevaeluga, suhtlemisvõime, sotsiaalsed 

oskused) (Chelly ja Mandel 2001; Branchi et al 2003). Vastavalt intelligentsuskvoodile 

jagatakse vaimse mahajäämusega isikud tinglikult kolme kategooriasse: kerge (IQ 50-70), 

keskmine (IQ 35-50) ja raske (IQ 20-35) (Battaglia et al 1999). 

Vaimne alaareng, millega koos võib üldpopulatsioonist 3-4 korda sagedamini 

kaasneda mõni teine vaimne või füüsiline häire (http://www.kliinikum.ee/psyhhiaatriakliinik), 

on kõige sagedasem raske puude põhjus lastel ja noorukitel (Chelly ja Mandel 2001). Ehkki 

hinnangud erinevate epidemioloogiliste uuringute vahel varieeruvad, on Maailma 

Tervishoiuorganisatsiooni andmetel vaimse alaarengu sageduseks industriaalriikides 

ligikaudu 3% üldpopulatsioonist (Baralle 2001). 

Vaimse mahajäämuse põhjused võivad olla väga erinevad, hõlmates nii geneetilisi 

faktoreid, keskkonnamõjusid kui nende kahe koostoimet (Yntema 2001). Samas on 

komplekse etioloogia tõttu puude põhjus jäänud seni välja selgitamata ligikaudu pooltel 

vaimse mahajäämusega patsientidel: 25-40% raske ja enamusel kerge vaimse alaarengu 

juhtudest (Chelly ja Mandel 2001). 

Arengulist mahajäämust tingivat ajukahjustust võivad põhjustada erinevad 

sünnieelselt või varajases imikueas mõjuvad mittegeneetilised faktorid nagu mõned 

nakkushaigused (näiteks rasedusaegne tsütomegaloviirusinfektsioon või postnataalne 

meningiit), sügavalt enneaegne sünd, perinataalne anoksia, ema rasedusaegne alkoholi 

tarbimine jmt. (Chelly ja Mandel 2001). 
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Geneetilised põhjused vastutavad üheskoos umbes 20-25% raske ja 5-10% kerge 

vaimse alaarengu juhtude eest (Frints et al 2002) ning hõlmavad nii spetsiifilistest 

geenisisestest mutatsioonidest tingitud monogeenseid haiguseid, kromosoomanomaaliaid, kui 

mittealleelsel homoloogsel rekombinatsioonil põhinevaid nn. genoomseid ümberkorraldusi. 

Monogeensete haiguste otsing andmebaasis OMIM (Online Medical Inheritance of 

Men; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim) annab 2004. a. juuli seisuga tulemuseks enam kui 

tuhat vastust, mille puhul vaimne alaareng on ainsaks või üheks kliinilistest tunnustest. Neist 

ligikaudu 75%-l on vaimne alaareng üheks sündroomse autosoomse retsessiivse või 

dominantse fenotüübi komponendiks (Gecz ja Mulley 2000), sealhulgas leidub metaboolseid 

haiguseid (nagu Smith-Lemli-Opitz sündroom, fenüülketonuuria jt.), närvisüsteemi 

arenguhäireid (näiteks Dandy-Walker sündroom), neuromuskulaarseid haiguseid (näiteks 

Fukuyama kaasasündinud lihasdüstroofia) jm. 

Kromosoomanomaaliatest on levinuim 21. kromosoomi trisoomia ehk Down`i 

sündroom, mis esineb umbes ühel juhul 700 sünni kohta ning on seega ka kõige levinum 

vaimse alaarengu geneetiline põhjus üldse (Reeves et al 2001). 

 Teatud genoomsete regioonide ümberkorralduste – deleteerumiste ja duplitseerumiste- 

aluseks on genoomis hajusalt ja tandeemselt paiknevate madala koopiaarvuga 

kordusjärjestuste (LCR – low copy repeat) vaheline mittealleelne homoloogne 

rekombinatsioon, mida peetakse inimesel üheks kõige olulisemaks haiguste tekkele viivaks 

mehhanismiks (Stankiewicz ja Lupski 2002). Suur osa taolistest ümberkorraldustest toimub 

alades, kus muutused geneetilises doosis ei mõjuta inimese tervist. Samas leidub genoomis 

hulk doositundlikke lookuseid, mille puhul korrektne koopiaarv on kriitiline indiviidi 

normaalseks arenguks ning neis aset leidnud ümberkorraldused on üheks enamlevinud vaimse 

alaarengu põhjuseks (Kriek et al 2004). Nii on inimese genoomis teada mitmeid LCR 

järjestustega piirnevaid nn. mikrodeletsiooni sündroomide piirkondi nagu 22q11.2, milles 

toimuv deletsioon põhjustab DiGeorge/velocardiofacial sündroomi või Smith-Magenis` 

sündroomi regioon 17p11.2. Vähem on teada mikroduplikatsiooni sündroomidest, kuid hiljuti 

avaldatud uuringud, mis näitavad vaimse alaarenguga patsientidel duplikatsioonide esinemist 

piirkondades, mida seni seostati mikrodeletsiooni sündroomidega, kinnitavad arvamust, et 

LCR järjestuste vahel paiknevad regioonid võivad olla nii deleteerunud kui duplitseerunud 

ning tõenäoliselt on mikroduplikatsiooni sündroomiga patsientide arv käesoleval ajal 

alahinnatud (Kriek et al 2004). 

 Väga vastuvõtlikud on ümberkorraldustele kromosoomide otstes, telomeersest 

järjestusest 100-300 kb proksimaalselt asuvad geenirikkad, kuid samas ka suurt hulka kõrge 
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rekombinatsioonisagedusega kordusjärjestusi sisaldavad nn. subtelomeersed alad (Mefford ja 

Trask 2002). Kuna enamus telomeere värvub G-vöödistusel heledalt, on traditsioonilist 

tsütogeneetilist analüüsi kasutades väikeste ümberkorralduste tuvastamine neis regioonides 

raske (Anderlid et al 2002). Subtelomeersete proovidega FISH-i ja erinevaid uuemaid 

tehnoloogiaid kasutades on leitud, et subtelomeersed ümberkorraldused võivad põhjuseks olla 

kuni 7%-l keskmise ja raske vaimse alaarengu juhtudel (Knight et al 1999). 

 Samas on üheaegselt ulatuslikku ja kõrge lahutusvõimega analüüsi võimaldavate 

meetodite vähesuse tõttu praktiliselt teadmata mikrodeletsioonide ja –duplikatsioonide 

tasemel (suurusvahemik 100 bp kuni 4 Mb) polümorfismide hulk, sagedus ja fenotüübiline 

tähtsus inimpopulatsioonis (Mantripragada et al 2004). Seetõttu tuleb üksikjuhtudena 

detekteeritud väikeste ümberkorralduste puhul alati arvestada ka võimalusega, et muutus on 

polümorfne ning patsiendi fenotüüp ei ole leitud koopiaarvu muutusega seotud (Kriek et al 

2004). 

 

3.1.2 X-LIITELINE VAIMNE ALAARENG 

 

 X-liiteliseks vaimseks alaarenguks (XLMR – X-linked mental retardation) liigitatakse 

need vaimse mahajäämuse juhtumid, mille puhul perekonnauuring viitab häire X-liitelisele 

pärandumisele. See tähendab, et tunnuse X-liitelise retsessiivse pärandumise korral ei kanta 

tunnust kunagi edasi isalt pojale; haigete hulgas on rohkem mehi kui naisi; kõik haiged mehed 

on omavahel seotud emade kaudu ning haigustunnused on tüüpiliselt pärandunud 

kahjustusega vanaisalt läbi kandjaseisuses tütarde 50%-le tütrepoegadest. X-liitelise 

dominantse pärandumise korral ei pärandu tunnus kunagi isalt pojale; kõik haige mehe ja 

terve naise tütred on haiged ning pojad terved, samas haige naise ja terve mehe mõlemast 

soost lastest on haiged pooled; haigustunnused esinevad meestel tavaliselt oluliselt raskemalt 

kui naistel, olles meestel sageli letaalsed. 

 

3.1.2.1 XLMR ajalugu 

 

Juba 19. sajandist alates on mitmete uuringute põhjal näidatud, et vaimupuudega 

inimestega tegelevates hoolekandeasutustes ja erikoolides on meeste osakaal naistest suurem. 

Esmalt arvati, et tegu võib olla sotsiaalsete eelarvamustega, mille survel osa haigetest 

tüdrukutest hoiti kodus, kuid suurte vaimse alaarengu selgelt X-liitelise pärandumise 

juhtudega perede avastamine ja täiustunud epidemioloogilised uuringud viisid tõdemuseni, et 
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meeste 20-30% ülekaal vaimse alaarenguga patsientide hulgas on tõenäoliselt suures osas 

tingitud X kromosoomil paiknevatest ning aju arengus ja funktsioneerimises olulist rolli 

mängivatest geenidest (Chelly ja Mandel 2001; Ropers et al 2003). Herbst ja Miller järeldasid 

1980. a., et umbes 1,8 meest 1000-st kannavad X kromosoomil vaimse alaarenguni viivat 

geenidefekti (Herbst ja Miller 1980). Peale fragiilse X kromosoomijärjestuse seostamist 

vaimse alaarenguga Sutherland`i poolt 1977. a. (Sutherland 1977), on X-liitelise vaimse 

mahajäämuse olemasolu täielikult aktsepteeritud (Frints et al 2002). 1996. a. hindas Turner 

tehtud kliiniliste uuringute põhjal, et X kromosoomi defektidest on naistel tingitud umbes 

10% kerge vaimse alaarengu juhtudest ja meestel 20-25% kõigist vaimse alaarengu juhtudest 

(Turner 1996). 

Samal, 1996. a. asutati Euroopa XLMR konsortsium (European XLMR Consortium), 

mis ühendab mitmeid X-liitelist vaimset alaarengut uurivaid töögruppe Euroopas ning mõnda 

assotsieerunud uurimisrühma Ameerika Ühendriikides ja Austraalias. Konsortsiumi tegevuste 

hulka kuulub XLMR perekondade ja individuaalsete X kromosoomi aberratsioonidega 

patsientide süsteemne kogumine ja kliiniline iseloomustamine; kogutud materjali 

aheldusanalüüs, määramaks iga perekonna puhul kindlaks geenidefekti kandidaatregiooni; 

kandidaatgeenide identifitserimine ja skriinimine vastavates XLMR perekondades ning lõpuks 

leitud geenide funktsiooniuuringud. Tänaseks on Euroopa XLMR konsortsium kogunud 

materjale enam kui 350-st kliiniliselt hästi iseloomustatud XLMR perekonnast, tuvastatud on 

umbes 200 erinevat XLMR seisundit ja kloonitud üle 40 XLMR seotud geeni. Teave kogutud 

materjalide ning konsortsiumi tegevuse kohta on saadaval Euroopa XLMR konsortsiumi 

koduleheküljel http://xlmr.interfree.it/home.htm 

 

3.1.2.2 XLMR alamklassifikatsioon 

 

X-liiteline vaimne alaareng on määratlus, mis hõlmab suurt hulka väga erinevaid 

haigusseisundeid. Vastavalt kliinilistele tunnustele jagatakse XLMR juhtumid traditsiooniliselt 

kaheks grupiks – sündroomseks (MRXS – syndromic X-linked mental retardation) ja 

mittesündroomseks ehk mittespetsiifiliseks (MRX - nonsyndromic X-linked mental 

retardation). Samas on uuringud näidanud, et alati ei ole kahte gruppi võimalik teineteisest 

rangelt eristada. Nii liigitati fragiilse X sündroom esmalt mittespetsiifiliste vormide hulka, 

kuid peale genotüüp - fenotüüp korrelatsiooniuuringuid identifitseeriti haigusele omased 

kliinilised tunnused, mille olemasolu paigutas Fragiilse X sündroomi MRXS alarühma (Frints 

et al 2002). Samuti on viimase paari aasta jooksul leitud mitmel MRX juhul põhjustav 
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mutatsioon geenis nagu methyl-CpG binding protein (MECP2) (Meloni et al 2000), 

ribosomal protein S6 kinase (RSK2; RPS6KA3) (Merienne et al 1999) jt., mida varem seostati 

üksnes XLMR sündroomsete vormidega ning mis näitab, et sündroomsete ja mittespetsiifiliste 

vormide rangel eraldamisel ei ole tegelikult ka molekulaarset alust (Ropers et al 2003). Ometi 

on toodud klassifikatsioon olnud suureks abiks XLMR juhtumite esmasel liigitamisel ning 

leiab vaatamata hajuvatele piiridele jätkuvalt kasutust (Frints et al 2002). 

 

3.1.2.3 MRXS – sündroomne X-liiteline vaimne alaareng 

 

 Ligikaudu ühel kolmandikul XLMR patsientidest esineb sündroomne vorm, mille 

puhul vaimse alaarenguga kaasneb vastavale sündroomile iseloomulik kliiniliselt äratuntav 

füüsiliste ja/või neuroloogiliste tunnuste muster (Frints et al 2002). On arvatud, et geenide, 

mille mutatsioonid põhjustavad XLMR sündroomseid vorme, ekspresseerumine organismis on 

laialdasem ning nende funktsioon ei ole piiratud üksnes inimese intellektuaalse võimekuse 

kujunemisega. Samuti on võimalik, et geen ei ekspresseerugi ajus ning vaimse alaarengu teke 

on teisene sündmus (Yntema 2001). 

 Käesolevaks ajaks on kirjeldatud 138 MRXS sündroomi ning geenid on 

identifitseeritud neist rohkem kui 30-le (http://www.xlmr.interfree.it). Sealhulgas on vähemalt 

kolme rasket vaimset alaarengut põhjustava geeni - ATRX (X-liiteline vaimne alaareng koos 

α-talasseemiaga sündroom); RSK2 (Coffin-Lowry sündroom); MECP2 (Rett sündroom)- 

poolt kodeeritud valkude puhul teada nende osalemine kromatiini remodelleerumisprotsessis 

ning sedakaudu teiste geenide transkriptsiooni regulatsioonil (Gibbons et al 1995; Sassone-

Corsi et al 1999; Robertson ja Wolffe 2000). 

 Tõenäoliselt tuntuim XLMR sündroomsetest vormidest on fragiilse X sündroom 

(FXS), millega meestel seostatakse kõigist vaimse alaarengu juhtudest 2 - 3% ning naistel 

~1%, mis üldjuhul on kergemad meestel esinevatest. Seega võib FXS pidada kõige 

sagedasemaks pärilikuks vaimse mahajäämuse põhjuseks (Chelly ja Mandel 2001). 

Sündroomi põhjustab kromosoompiirkonnas Xq27.3 paikneva geeni fragile X mental 

retardation 1 (FMR1) 5`UTR alas asuva CGG trinukleotiidse kordusjärjestuse ekspansioon. 

CGG kordusjärjestus on osa FMR1 transkriptsiooni initsatsioonisaidist „ülesvoolu“ jäävast ja 

geeni ekspresseerumisel olulist rolli mängivast CpG saarest, mis koosnedes enam kui 200 

kordusest, toob kaasa ala hüpermetülatsiooni, FMR1 geeni vaigistamise ja geeni poolt 

kodeeritava valgu FMRP tootmise katkemise. Sellisel juhul on tegemist FMR1 

täismutatsiooniga. Kordustearv 60-200 põhjustab premutatsiooni, mille puhul metülatsioon on 
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mõõdukas, geen jääb transkriptsiooniliselt aktiivseks ja kliinilised tunnused ei avaldu. Samas 

on premutatsioonil kalduvus emalt järglastele ülekandudes laieneda ja muutuda 

täismutatsiooniks (Bardoni et al 2000). 

FMRP on paljudes organites, sealhulgas ajus ekspresseeruv valk, mis sisaldab RNA-

seoselistele faktoritele omaseid motiive ning N-terminaalset tuumalokalisatsioonisignaali, 

mistõttu arvatakse, et valk liigub tuuma ja tsütoplasma vahel, transportides spetsiifilisi 

mRNA-sid või reguleerides nende translatsiooni. FMR1 knockout hiirtel tehtud uuringud 

näitavad, et funktsionaalse valgu puuudmine kahjustab neuronite küpsemist (Bardoni et al 

2000) ning oma hiljuti avaldatud töös pakuvad Gabus jt., et FMRP võib olla nukleiinhapete 

šaperonvalk (Gabus et al 2004). 

Kliiniliste tunnuste esinemine on FXS puhul varieeruv. Meestel on kõige levinum 

keskmine kuni raske vaimne alaareng, millega võivad kaasneda makroorhidism, 

iseloomulikud kraniofatsiaalsed anomaaliad, kahjustatud kõne ning autistlikud jooned. 

Heterosügootsetel täismutatsiooni kandvatel naistel on tunnuste avaldumine tavaliselt 

varieeruvam ja kergem, piirdudes enamasti IQ langusega 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim). 

Ülejäänud MRXS vormide seas on kõige sagedasemad sündroomi määravad tunnused 

erinevad neuromuskulaarsed leiud (Stevenson 2000) (näiteks varajases eas avalduvad 

krambid West sündroomi puhul). Lisaks leidub metaboolseid haiguseid (näiteks Menkes 

sündroom) ning sündroome, mis esinevad peaaegu üksnes naistel nagu Rett sündroom, 

incontinentia pigmenti jt. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim). Viimaste seletuseks on 

pakutud häiret tingivate mutatsioonide letaalsust meestel juba looteeas (Stevenson 2000). 

Sündroomide rühma, mille korral vaimse alaarenguga kaasnevad düsmorfsed tunnused, 

kuulub näiteks ATRX sündroom, mida põhjustav ATRX geen paikneb kromosoomalas Xq13 

ning mille poolt kodeeritav valk on kromatiini remodelleerimisel osalev helikaas. Enamus 

leitud ATRX mutatsioonidest põhjustavad üksnes meestel esinevat ATRX sündroomi, mille 

puhul raske vaimse alaarenguga kaasneb ebaharilik α-talasseemia vorm, iseloomulikud 

näojooned ja suguelundite anomaaliad (Gibbons et al 1995). Kuid 1996. a. demonstreerisid 

Villard jt. mutatsiooni esinemist ATRX geenis Juberg-Marsidi sündroomiga (vaimne alaareng 

koos kasvupeetuse, kurtuse ja mikrogenitalismiga) perekonnal (Villard et al 1996) ning 

praeguseks on mutatsioonide esinemist ATRX geenis täheldatud veel kolme MRXS vormi 

puhul. Seega on tegemist näitega XLMR puhul esinevast nn. sündroomide kokkupanekust 

(syndrome lumping), mille korral erinevate sündroomidena kirjeldatud haigused on 

põhjustatud sama geeni mutatsioonide poolt. Samuti on levinud vastupidine olukord - 
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syndrome splitting - misjuhul üheks haiguseks peetud juhtude eest vastutavad erinevate 

geenide mutatsioonid (Chelly ja Mandel 2001). 

Näiteid XLMR sündroomsetest vormidest ning nendega seotud geenidest ja 

kaasnevatest kliinilistest tunnustest on toodud ka tabelis 1. 

 

Tabel 1. Näiteid MRXS seotud geenidest ja nende poolt põhjustatud häiretest. Tabel põhineb 

Euroopa XLMR konsortsiumi ja OMIM andmetel seisuga juuli 2004. 
Lookus Geen Fenotüüp Kirjeldus OMIM 

Neuromuskulaarsed häired 

Xp22.3-p21.1 ARX West sündroom Vaimne alaareng; varajases eas avalduvad krambid (infantile spasms); 

hüpsarrütmia 

308350 

Xp22.3-p21.1 ARX X-liiteline müokloonne epilepsia  Mahajäämus arengus; müokloonne epilepsia, spastilisus 300382 

Xp22.3-p21.1 ARX Partington`i sündroom Kerge kuni keskmine vaimne alaareng; düstoonsed käeliigutused; 

düsartria, ataksia 

309510 

Xp21.2 DMD Duchenne`i lihasdüstroofia Kerge vaimne alaareng; skeleti- ja silelihaste progressiivne düstroofia, 

iseloomulik on säärelihaste pseudohüpertroofia 
310200 

Xq22.1 TIMM8A Mohr-Tranebjaerg`i sündroom Vaimne alaareng; käitumuslikud häired; nägemiskahjustus; kuulmise 

kadu; ataksia; spastiline paraplegia 

304700 

Metaboolsed häired 

Xp11.4-p11.2 MAOA Monoamiinoksüdaas A puudulikkus Kerge vaimne alaareng; agressiivne, impulsiivne või vägivaldne 

käitumine; monoamiinide metabolismi häired 
309850 

Xq12-q13 ATP7A Menkes sündroom Peale esimest elukuud algav degeneratiivne neuroloogiline häire; suur- ja

väikeaju koldeline degeneratsioon; mahajäämus kasvus; iseloomulikud 

juuksed 

309400 

Xq26.1 OCRL1 Lowe sündroom Vaimne alaareng; stereotüüpne käitumine (agressiivsus, raevuhood); 

katarakt, vitamiin D sõltumatu rahhiit 

309000 

Xq26-q27.2 HPRT Lesch-Nyhan sündroom Vaimne alaareng; spastiline tserebraalparalüüs; koreoatetoos; 

enesehävituslik sõrmede ja huulte hammustamine 

300322 

Dominantsed häired 

Xq28 IKBKG Incontinentia pigmenti, tüüp 2 Naha pigmentsiooni häire, millega võivad kaasneda erinevad 

kesknärvisüsteemi, silmade, skeleti ja südame väärarengud 

308300 

Xq28 MECP2 Rett sündroom 7.-18. elukuul algav dementsuseni süvenev vaimne alaareng; 

mikrotsefaalia; autism; ataksia 

312750 

Xq28 MECP2 XLMR koos progresseeruva 

spastilisusega  

Vaimne alaareng; kõne puudumine; progresseeruv spastilisus; ataktiline 

kõnnak; krambid; hammaste kiristamine; siallorea 

300279 

Düsmorfsed häired 

Xp22.2-p22.1 RSK2 Coffin-Lowry sündroom Vaimne alaareng; skeleti väärarengud (“rohmakas ” nägu iseloomuliku 

nn. poksijaninaga; trummipulksõrmed; pectus carinatum) 

303600 

Xp11.21 FGD1 Aarskog-Scott sündroom Lühike kasv; näo; sõrmede ja genitaalide väärarengud 345504 

Xq13 ATRX α-talasseemia/vaimne alaareng Vaimne alaareng; α-talasseemia; skeleti ja genitaalide väärarengud  301040 

Xq13 ATRX Juberg-Marsidi sündroom Vaimne alaareng; lühike kasv; väikesed genitaalid; kurtus; silmade 

väärarengud 

309590 

Xq27.3 FMR1 Fragiilse X sündroom Keskmine kuni raske vaimne alaareng; pikk nägu; suured kõrvad; 

esileulatuv lõug; makrotsefaalia; makroorhidism; kõnehäired 

309550 

 

3.1.2.4 MRX – mittesündroomne X-liiteline vaimne alaareng 

 

Teise XLMR alamgrupi moodustavad juhtumid, mille puhul silmapaistvad 

fenotüübilised muutused või suured kõrvalekalded ajuehituses puuduvad ning ainsaks 
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kliiniliseks tunnuseks on vaimne alaareng. Mittesündroomse X-liitelise vaimse mahajäämuse 

esinemissageduseks meestel hinnatakse umbes 0,9 - 1,4 1000 kohta. See on ligikaudu kolm 

korda kõrgem, kui fragiilse X sündroomil – teadaolevalt kõige levinumal päriliku vaimse 

alaarengu põhjusel (Frints et al 2002). 

Kuna MRX hulka kuuluvad geneetiliselt väga heterogeensed seisundid, on 

molekulaarsete aluste välja selgitamine olnud raske ning pikka aega tundus 

mittesündroomsete XLMR vormidega seotud geenide identifitseerimine peaaegu võimatu 

ülesandena (Chelly ja Mandel 2001). Aastani 1998 oli isoleeritud ainult üks geen – Xq28 

FRAXE fragiilse alaga seotud fragile X mental retardation 2 (FMR2), mille inaktiveerumiseni 

viiv mehhanism on sarnane FMR1 geeni transkriptsioonilise vaigistamisega FXS patsientidel 

(Gecz et al 1996). Ometi on tänu progressile genoomi analüüsimisel ja efektiivsele 

rahvusvahelisele koostööle tehtud märkimisväärseid edusamme ning jõutud tänaseks ligi 20 

MRX geeni identifitseerimiseni. 

 

3.1.2.5 MRX geenid ja nendega seotud molekulaarsed rajad 

 

Organismi normaalse neuroloogilise arengu tagab rakusiseste programmide ja 

keskkonnast tulevate signaalide omavaheline keeruline ja täpselt reguleeritud koostoime 

(Barnes ja Milgram 2002). Täpseid muutuseid, mis häirivad närvisüsteemi normaalset 

arenemist ning võiksid olla bioloogiliseks aluseks vaimse mahajäämuse tekkele, pole seni 

suures osas hästi mõistetud (Ramakers 2000). Kuna teada ei ole ühtegi perekondliku 

mittespetsiifilise vaimse alaarengu autosomaalset vormi (Gecz ja Mulley 2000), võiksid just 

teadmised MRX geenide rollist närvisüsteemi arenemisel ja funktsioneerimisel viia paremale 

arusaamisele vaimse alaarengu tekke rakulistest mehhanismidest (Ramakers 2000). 

Ehkki seni identifitseeritud MRX geenide poolt kodeeritud valgud on erinevad ning 

paljude puhul on täpne funktsioon veel teadmata, tundub, et eeskätt on need osalised 

signaaliülekandel ja neuronaalses morfogeneesis (Chelly ja Mandel 2001). Seejuures 

reguleerivad mitmed MRX geenidelt toodetud valkudest Ras ja Rho perekonna väikeseid 

GTPaase või nende efektoreid (Chelly 1999). Viimased toimivad kui molekulaarsed lülitid, 

mis seovad omavahel aktiini tsütoskeleti ümberkorraldusi reguleerivaid ekstra- ja 

intratsellulaarset päritolu signaale. Kuna muutused aktiini tsütoskeletis vahendavad omakorda 

neuronite liikuvust (motility) ja morfogeneesi (Ramakers 2000), viitab see nimetatud 

signaaliradade tähtsusele õppimisvõime ja mäluga seotud protsessides. Samuti on ilmnenud, 

et enamus identifitseeritud MRX geenidest ekspresseerub märkimisväärsel tasemel 



 15

hipokampuses (Gecz ja Mulley 2000), mis juba mõnda aega on teada, kui peamine mälu ja 

õppimisprotsessidega seotud ajupiirkond (Bliss ja Collingridge 1993). 

Kuni 2003. a.-ni oli identifitseeritud ja publitseeritud kümnekonna geeni seos 

mittesündroomse X-liitelise vaimse alaarenguga. Neist enamuse puhul on leitud 

mutatsioonide esinemissagedus MRX patsientide hulgas väga madal, haarates umbes 1% MRX 

populatsioonist geeni kohta (Frints et al 2002). 

Rab GDP dissociation inhibitor-alpha (GDI1) geen paikneb kromosoomalas Xq28, on 

märgataval tasemel ekspresseeritud ainult närvisüsteemis ning kodeerib sünaptilisel 

membraanil neurotransmitterite vesikulaarses transpordis osalevate väikeste Rab3A 

GTPaaside regulatsioonil olulist valku (D`Adamo et al 1998). 

 Oligophrenin1 (OPHN1) geen asub Xq12, on kõrgel tasemel ekspresseeritud loote ja 

täiskasvanu ajus, nii neuronites kui gliiarakkudes ning kodeerib Rho GTPaasi aktiveerivat 

valku (RhoGAP), mis teadaolevalt reguleerib neuronaalset migratsiooni, morfoloogiat ja 

sünpsi formatsiooni mõjutavate Rho perekonna liikmete aktiivsust (Billuart et al 1998). 

Suure p21-aktiveerivate kinaaside (PAK) perekonna liige p21-activating kinase 3 

(PAK3) paikneb kromosoomalas Xq22.3. Geen on kõrgelt ekspresseeritud arenevas ajus ja 

käitub ühe Rho GTPaaside „allavoolu“ (downstream) efektorina. PAK perekonna valkude 

osalust on kirjeldatud nii aktiini tsütoskeleti dünaamika regulatsioonil, kui MAP (mitogeen 

aktiveeritud valk; mitogene-activated protein) kinaaside kaskaadi Rac/Cdc42 poolt 

indutseeritud aktivatsioonil (Allen et al 1998). 

Rac/Cdc42 guanine exchange factor 6 (ARHGEF6) geen lokaliseerub 

kromosoomvööti Xq26 ning kodeerib αPIX nimelist valku. See on Rho GTPaas perekonna 

liikmete Rac1 ja Cdc42 guaniin-nukleotiidi vahetav faktor (guanine exchange factor; GEF), 

mis osaleb GDP vahetusel GTP-ks ning sellega GTPaasi aktivatsioonil (Kutsche et al 2000). 

Ajaliselt esimene identifitseeritud mittesündroomse X-liitelise vaimse alaarenguga 

seotud geen fragile X mental retardation 2 (FMR2) külgneb kromosoomalas Xq28 FRAXE 

fragiilse alaga ning analoogselt FMR1-ga põhjustab geeni transkriptsioonilise vaigistamise 

5`UTR alas asuva CCG trinukleotiidi ekspansioon ning sellele järgnev CpG saarte 

hüpermetülatsioon. FMR2 poolt kodeeritava valgu funktsioon on seni tuvastamata, kuid 

teadaoleva alusel arvatakse, et FMR2 on tugeva transkriptsioonilise aktiivsusega tuumavalk, 

samuti võimalik „allavoolu“ (downstream) efektor Ras/MAP kinaaside signaaliülekanderajas 

(Gecz et al 1996; Gu et al 1996). 

Interleukin type 1 receptor accessory protein like 1 (IL1RAPL1) paikneb regioonis 

Xp22.1 - p21.3 ning sellelt kodeeritava valgu toimemehhanism on samuti teadmata, kuid 
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geeni spetsiifiline ekspressioon mälu ja kognitsiooniga seotud ajustruktuurides viitab valgu 

tähtsale rollile aju funktsioneerimisel (Carrie et al 1999). 

Transmembrane 4 superfamily 2 (TM4SF2) lokaliseerub kromosoomalas Xq11.4. 

Geen ekspresseerub kõrgel tasemel ajukoores ja hipokampuses ning kodeerib tetraspaniinide 

perekonda kuuluvat rakupinnavalku. Üheks tetraspaniinidele iseloomulikuks jooneks on 

nende võime moodustada molekulaarseid komplekse, seostudes nii omavahel kui mitmete 

teiste valkude, sealhulgas integriinidega – valkudega, mis osalevad näiteks aktiini tsütoskeleti 

organiseerumise ja neuronjätkete väljakasvamise (outgrowth) regulatsioonil (Zemni et al 

2000). Kuna TM4SF2 homoloog ning tema integriinpartner on Drosophila melanogaster`il 

seotud sünapsi moodustumise ja plastilisusega (synaptic plasticity) (Rohrbough et al 2000), 

võib ka inimese TM4SF2 valgul olla oluline roll sünapsites (Frints et al 2002). 

Fatty acid CoA ligase 4 (FACL4) paikneb Xq23, ekspresseerub ajuspetsiifilise 

isovormina mitmetes ajupiirkondades, sealhulgas hipokampuses ning on esimene 

mittespetsiifilise vaimse alaarenguga seotud geen, mis osaleb rasvhapete metabolismil. 

Kodeeritav valk on pikaahelaliste rasvhapete atsüülkoensüüm A süntetaaside (long-chain fatty 

acid acyl-CoA synthetases) perekonna liige ning osaleb mitmetes üliolulistes rakuprotsessides 

nagu vesikulaarne transport, membraanide fuseerumine ja geeniekspressioon (Meloni et al 

2002). 

RSK2 geeni poolt kodeeritud valk on oluline kromatiini remodelleerumisprotsessides 

ja geeniregulatsioonil. Valgu funktsiooni täielikku kadu põhjustavad RSK2 mutatsioonid on 

seotud Coffin-Lowry sündroomiga (Trivier et al 1996). Samas võivad sündroomi kliinilised 

tunnused varieeruda, avaldudes mõnikord väga kergetena (Zeniou et al 2002). Seetõttu 

analüüsisid Merienne ja kolleegid RSK2 mutatsioonide suhtes MRX perekondi, kelle puhul 

aheldusanalüüs näitas kaardistumist geenile vastavasse regiooni Xp22 ning leidsid 

mutatsiooni, mis põhjustades valgu ensümaatilise aktiivsuse vähenemist 20%-ni oli vastutav 

ainult kerge vaimse alaarengu tekke eest patsientidel (Merienne et al 1999). 

MECP2 geen kodeerib kõikjal kudedes ekspresseeruvat ning kromatiini 

remodelleerumisel ja geeniekspressiooni regulatsioonil fundamentaalset rolli omavat valku 

(Branchi et al 2003). 1999. a. leidsid Amir ja kolleegid, et mutatsioonid MECP2 geenis on 

seotud Rett sündroomi tekkega (Amir et al 1999). X-liitelise dominantse pärandumisviisiga 

Rett sündroom on peaaegu ainult naistel esinev raske neuroloogiline häire, millega kaasneb 

psühhomotoorse arengu seiskumine ja regressioon 7. – 18. elukuul. Klassikalise Rett 

sündroomi aluseks olevad mutatsioonid põhjustavad täielikku valgu funktsiooni kadumist, 

mis tõenäoliselt tingib sünaptilise proliferatsiooni katkemise ajukoores selle kõrgseisus 
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(Branchi et al 2003). Ehkki Rett sündroomi põhjustavaid mutatsioone peetakse meestel 

letaalseks juba looteeas (Stevenson 2000), on kirjeldatud MECP2 geeni mutatsioonide 

esinemist Rett sündroomile omaste tunnustega või teiste häirete, sealhulgas ka kerge kuni 

keskmise raskusega mittespetsiifilise vaimse alaarenguga meessoost patsientidel. Leitud 

mutatsioonid erinevad Rett sündroomiga naistel esinevatest ning põhjustavad arvatavasti 

osalist MECP2 funktsiooni kadu (Meloni et al 2000; Orrico et al 2000). Uuringud on 

näidanud, et MECP2 mutatsioone võib esineda umbes 1 - 2% vaimse alaarenguga meestest 

(Couvert et al 2001). Ehkki saadud tulemus on tõenäoliselt mõnevõrra ülehinnatud, nagu 

arvavad Frints ja kolleegid, on siiski mõistatuslik, kuidas mutatsioonid organismis laialdaselt 

ekspresseeritud geenis saavad viia erinevate, kuid eeskätt kesknärvisüsteemi kahjustavate 

fenotüüpideni (Frints et al 2002). 

Nagu mainitud, on enamuse geenide puhul, mille seos mittesündroomse XLMR-ga 

praeguseks identifitseeritud, leitud mutatsioone siiski väga harva, tihti ainult ühel või mõnel 

MRX perekonnal (Chelly ja Mandel 2001). 

Üheks oluliseks erandiks on Xp22.1 paiknev aristaless related homeobox (ARX) – 

transkriptsioonifaktorit kodeeriv geen, mis on inimese homoloog Drosophila melanogaster`i 

geenile aristaless ning mille mutatsioonid tunduvad olevat küllalt levinud nii MRX 

perekondades kui erinevate sündroomsete XLMR vormide korral (Stromme et al 2002; 

Bienvenu et al 2002). 

Ka Xq28 lokaliseeruva kreatiini transportergeeni solute carrier family 6, member 8 

(SLC6A8) mutatsioone on seostatud nii X-liitelise kreatiini puuduse sündroomi (X-linked 

creatine deficiency syndrome) (Salomons et al 2001) kui MRX juhtumitega (Hahn et al 2002). 

Hiljuti avaldatud töös uurisid Rosenberg jt. SLC6A8 mutatsioonide levikut ligi 300 MRX 

patsiendil ning tulemuseks saadud 2,1% andis autoritele põhjust arvata, et SLC6A8 

mutatsioonide levik XLMR populatsioonis võib olla lähedane fragiilse X sündroomi eest 

vastutava CGG ekspansiooniga FMR1 geenis (Rosenberg et al 2004). 

Kuid fakt, et mutatsioonid möödunud aastaks identifitseeritud 13 geenis on põhjuseks 

vähem kui ühel viiendikul MRX juhtudest (Shoichet et al 2003), näitab, et enamus häirega 

seotud geenidefekte peab olema seni leidmata. Hinnanguliselt on mittespetsiifilise X-liitelise 

vaimse alaarenguga seotud geenide arvuks pakutud 30 (Laumonnier et al 2004) kuni 100 

(Gecz ja Mulley 2000; Ropers et al 2003). 

Selgitamaks välja, kuidas seni teadmata geenid ja mutatsioonid inimese X 

kromosoomil paigutuvad, analüüsisid Ropers ja kolleegid aheldusandmeid 125 MRX 

perekonnalt, kellest 83% oli geenidefekt tuvastamata. Tehtud uuring näitas, et 
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mittespetsiifilise XLMR-ga seotud mutatsioonid ei jaotu ühtlaselt üle X kromosoomi, vaid on 

klasterdunud kindlatesse, ka suuremale geenitihedusele kalduvatesse, regioonidesse (joonis 1) 

(Ropers et al 2003). 

 

 
 

Joonis 1. Eeldatav MRX mutatsioonide jaotumine (a) ning geenitihedus (b) inimese X 

kromosoomil (Ropers et al 2003). X-telg iseloomustab X kromosoomi, y-telg näitab 

aheldusintervallide summat. 

a) Sinine joon graafikul iseloomustab kõiki analüüsitud MRX perekondi; roheline joon 

perekondi, kelle puhul MRX mutatsioon oli eelnevalt kindlaks määratud. Iga perekonda 

märgib punkt, mille paiknemine erineval kõrgusel on tingitud erineva pikkusega 

aheldusintervallidest. Oranžid kolmnurgad näitavad uuringu teostamise ajaks identifitseeritud 

MRX geenide paiknemist X kromosoomil. 

b) Sinised tulbad märgivad teadaolevaid, punased oletatavaid geene. 

 

X kromosoomi pikalt õlalt leiti analüüsi tulemusena kaks huvipakkuvat regiooni. Väga 

kõrge MRX mutatsioonide kontsentratsiooniga ala telomeeri lähedal kromosoomvöödi Xq28 

piirkonnas, kus on juba identifitseeritud neli MRX geeni ning regioon Xq23 – q26, millest seni 
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on samuti leitud neli MRX geeni. Autorid arvasid, et graafiku lai ja lauge tõus viimati 

nimetatud piirkonnas võib viidata eeskätt just mitmetele erinevatele MRX geenidele selles 

alas. Samuti leiti, et mutatsioonid teadmata funktsiooniga ning seni suhteliselt vähe uuritud 

angiotensin II receptor type 2 (AGTR2) geenis võivad olla levinumad kui teistes antud 

piirkonna geenides. 

Kromosoomi lühikesel õlal tuvastati mutatsiooniderikas piirkond Xp21 – p22, milles 

juba identifitseeritud geenidest paiknevad RSK2, ARX ning IL1RAPL1. Teist, regiooni 

Xp11.22 – p11.4 katvat, ebaregulaarse kuju ja kahe piigiga graafikukõrgendust pidasid 

Ropers jt. saadud tulemustest kõige tähelepanuväärsemaks. Graafiku kuju viitas mitmete 

erinevate geenide osalusele ning autorid oletasid, et just see osa kromosoomist võib varjata 

ligikaudu 30% kõigist MRX mutatsioonidest. Samas ei olnud uuringu teostamise ajaks antud 

regioonis identifitseeritud veel mitte ühtegi MRX geeni (Ropers et al 2003). 

Toetudes muuhulgas ka Ropersi jt. analüüsiandmetele huvipakkuvate regioonide 

kohta, on viimase poole aasta jooksul toimunud uute MRX geenide identifitseerimisel suur 

edasiminek – avaldatud on publikatsioonid veel kuue mittespetsiifilise X-liitelise vaimse 

alaarenguga seotud geeni kohta. 

Väga oluliseks peetud X kromosoomi lühikese õla proksimaalsest alast, regioonist 

Xp11.23 on nii MRX kui MRXS patsientidel leitud mutatsioone polyglutamine binding protein 

(PQBP1) geenis, mida otsese interaktsiooni tõttu huntingtiini, ataksiini jt. oluliste 

polüglutamiini sisaldavate valkudega on juba varem seostatud erinevate neurodegeneratiivsete 

haigustega (Kalscheuer et al 2003). Samas piirkonnas asub ka S-adenosüülmetioniinseoseline 

valk FTSJ1, Escherichia coli RNA metüültransferaasi FtsJ/RrmJ homoloog (Freude et al 

2004) ning kaks Krueppel-tüüpi zinc-finger valkude perekonda kuuluvat geeni ZNF41 

(Shoichet et al 2003) ja ZNF81 (Kleefstra et al 2004). Viimati nimetatud perekonna valgud on 

tuntud transkriptsiooni regulaatoritena ning võivad osaleda kromatiini remodelleerumisel - 

protsessis, millesse on kaasatud ka mitme teise vaimse alaarengu tekkel olulise geeni 

produktid (Shoichet et al 2003). 

Xp22.33 paikneb sünapsistruktuurides lokaliseeruva neuronaalse rakupinnavalgu geen 

neuroligin 4 (NLGN4), mille mutatsioonide seotust on näidatud nii mittespetsiifilise XLMR 

(Laumonnier et al 2004), autismi kui Asperger sündroomiga (Jamain et al 2003). Kuna 

viimasega kaasneb normaalne või supranormaalne IQ tase, arvatakse, et fenotüüpide erinevus 

võib olla tingitud mutatsioonide avaldumist moduleerivatest geneetilistest või 

mittegeneetilistest faktoritest (Laumonnier et al 2004). 
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Ainus kromosoomi pikalt õlalt leitud, Xq13.1 asuv, geen neuroendocrine dlg (DLG3) 

kodeerib sünapsseoselist valku SAP102 (synapse-associated protein 102). SAP102 on 

membraanassotsieerunud guanülaat kinaaside perekonna liige, mille neuraalne isovorm 

ekspresseerub ajus selle varajase arengu kestel ning interakteerub glutamaadi NMDA (N-

metüül-D-aspartaat) retseptoriga, olles seekaudu seotud mälu ja õppimisvõime tekkel 

neuraalseks aluseks olevate muutustega sünapsis (Tarpey et al 2004). 

 Kokkuvõte praeguseks identifitseeritud MRX geenidest on toodud ka tabelis 2. 

 

Tabel 2. Kloonitud mittespetsiifilise XLMR seotud geenid. Tabel põhineb Euroopa XLMR 

konsortsiumi andmetel seisuga juuli 2004. 
Lookus Geeni nimi Geeni 

 sümbol 

Arvatav funktsioon Viited 

Xp22.33 Neuroligin 4 NLGN4 Neuronaalne rakupinnavalk, sünaptiliste struktuuride areng Laumonnier 2004 

Xp22.3–22.1 Ribosomal protein S6 kinase RSK2; 

RPS6KA3# 

Seriin/treoniin kinaas, kromatiini remodelleerumine, 

geeniregulatsioon 

Merienne 1999 

Xp22.1 Aristaless Related Homeobox ARX# Transkriptsioonifaktor Stromme 2002 

Bienvenu 2002 

Xp22.1-p21.3 Interleukin type 1 receptor 

accessory protein like 1 

IL1RAPL1 Teadmata Carrie 1999 

Xq11.4 Transmembrane 4 superfamily 2 TM4SF2 Tetraspaniin, interaktsioon integriinidega, võimalik 

osalemine sünapsite moodustumises ja plastilisuses 

Zemni 2000 

Xp11.3-p11.23 Zinc-finger protein 41 ZNF41 Transkriptsiooni regulaator, kromatiini remodelleerumine Shoichet 2003 

Xp11.23 Zinc-finger protein 81 ZNF81 Transkriptsiooni regulaator Kleefstra 2004 

Xp11.23 Fts homolog 1 FTSJ1 RNA-metüültransferaas, translatsiooni regulatsioon Freude 2004 

Xp11.23 Polyglutamine binding protein PQBP1# Interaktsioon polüglutamiini sisaldavate valkudega Kalscheuer 2003 

Xp11.21 Faciogenital dysplasia 1 FGD1# Cdc42 guaniin-nukleotiidi vahetusfaktor Lebel 2002 

Xq12 Oligophrenin1 OPHN1# Rho GTPaas aktiveeriv valk, aktiini tsütoskeleti dünaamika 

regulatsioon, neuronaalne morfogenees 

Billuart 1998 

Xq13.1 Neuroendocrine dlg DLG3 Membraanseoseline guanülaatkinaas, sünaptiline plastilisus Tarpey 2004 

Xq13.3-q21.1 X linked nuclear protein ATRX; XNP# Helikaas, kromatiini remodelleerumine Yntema 2002 

Xq22.3 p21-activating kinase 3 PAK3 Rac/Cdc42 efektor, aktiini tsütoskeleti dünaamika 

regulatsioon, neuronaalne morfogenees 

Allen 1998 

Xq23 Fatty acid CoA ligase 4 FACL4 Vesikulaarne transport, membraanide fuseerumine, 

geeniekspressioon 

Meloni 2002 

Xq24 Angiotensin II receptor type 2 AGTR2 Teadmata Vervoort 2002 

Xq26 Rac/Cdc42 guanine exchange 

factor 6 

ARHGEF6 Rho GTPaaside Rac1/Cdc42 guaniin-nukleotiidi 

vahetusfaktor, integriinvahendatud signaaliülekanne 

Kutsche 2000 

Xq28 Fragile X mental retardation 2 FMR2 Oletatav transkriptsioonifaktor Gecz 1996  

Gu 1996  

Xq28 Rab GDP dissociation inhibitor-

alpha 

GDI1 Rab GDP dissotsatsiooni inhibiitor, sünaptiliste vesiikulite 

fusioon ja neuronaalne morfogenees  

D`Adamo 1998 

Xq28 Methyl-CpG binding protein MECP2# Kromatiini remodelleerumine, geeniregulatsioon Meloni 2000 

Xq28 Solute carrier family 6, member 8 SLC6A8# Kreatiini transporter Hahn 2002 

 
# Tähistatud geenid on seotud nii XLMR sündroomsete kui mittesündroomsete vormidega. 
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Viimasel paaril aastal aset leidnud olulisele progressile X-liitelise vaimse alaarenguga 

seotud geenide identifitseerimisel on kaasa aidanud nii tihe rahvusvaheline koostöö XLMR 

perekondade kogumisel ja analüüsimisel, kui uute suure läbilaskevõimega skriiningut 

võimaldavate meetodite (näiteks mikrokiibil põhinev geeniekspressiooni analüüs ja võrdlev 

genoomne hübridisatsioon) kasutusele võtmine. Tehtud edusammud annavad põhjust arvata, 

et veel 1990-ndate aastate teisel poolel peaaegu võimatuks peetud väljakutse - leida ja 

kaardistada kõik XLMR tekkel olulist rolli omavad geenid - võib dr. Ropersi hinnangul nüüd 

olla teostatav lähema mõne aasta jooksul. See aga loob võimaluse keskenduda uuele ja veel 

raskemale ülesandele – selgitada välja leitud geenide täpne roll vaimse mahajäämuse 

patogeneesis. Kuna võib arvata, et mittespetsiifilise vaimse alaarengu tekkega seotud geenide 

alleelsed variandid on olulised intelligentsuse määramisel, võiks nende funktsionaalne 

iseloomustamine anda uut informatsiooni kognitsiooni molekulaarsete mehhanismide kohta 

(http://www.molgen.mpg.de/~abt_rop/mr). Intrigeeriv on ka küsimus - mis muudab meid 

erinevaks meie lähimatest sugulastest, teistest imetajatest ja eeskätt primaatidest? On selleks 

uus geen, uus funktsioon või mõlemad? Seni identifitseeritud MRX geenidest on kõigil 

homolooge ka alamate liikide seas. Kas nende poolt kodeeritud valkudel on ka samad 

omadused, nõuab veel välja selgitamist (Gecz ja Mulley 2000; 

http://www.ncbi.nih.gov/HomoloGene). 

 

3.2 MIKROKIIBIL PÕHINEV DNA KOOPIAARVU MUUTUSTE UURIMINE 

 

3.2.1  TSÜTOGENEETIKA ARENG MIKROKIIBIAJASTUNI 

 

Kliinilise tsütogeneetika sündi seostatakse 1956. a. tehtud fundamentaalse avastusega, 

et normaalsed inimese rakud sisaldavad 46 kromosoomi (Tjio ja Levan 1956), mis lõi 

eeldused haiguste ja kromosoomdefektide seotuse uurimiseks. Juba mõne järgneva aasta 

jooksul kirjeldati rida häireid, mida iseloomustas muutus kromosoomide arvus: 21. (Lejeune 

et al 1959), 13. (Patau et al 1960) ja 18. (Edwards et al 1960) kromosoomi trisoomiad, X 

kromosoomi monosoomia (Ford et al 1959), karüotüüp 47, XXY (Jacobs ja Strong 1959). 

1970. a. Caspersson jt. poolt kasutusele võetud kromosoomide vöödistustehnika (Q-

banding) võimaldas peale kromatiintöötlust ja kinakriiniga märkimist näha mikroskoobis 

igale metafaasi kromosoomile iseloomulikku heledatest, tumedatest vöötidest mustrit 

(Caspersson et al 1970) ning lisaks muutustele kromosoomide arvus detekteerida ka erinevaid 
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struktuurseid aberratsioone – translokatsioone, inversioone, deletsioone, duplikatsioone. 

Hiljem on välja töötatud veel teisi vöödistustehnikaid nagu G-, R- ja NOR-vöödistus, millest 

rutiinses kliinilises analüüsis on kõige laialdasemalt kasutusel haploidse genoomi kohta kuni 

500 kromosoomvööti eristav Giemsa – trüpsiin vöödistus (G-banding) (Seabright 1971). 

Yunise jt. poolt 1976. a. kasutusele võetud kõrgresolutsiooni vöödistus, mille puhul 

kasutatakse pro- või prometafaasi kromosoome, tõstis tsütogeneetilise analüüsi lahutusvõime 

kuni 1000 vöödini haploidse genoomi kohta (Yunis1976) ja võimaldas nii teadaolevate 

aberratsioonide täpsemat iseloomustamist kui seni märkamatuks jäänud subtiilsete muutuste 

tuvastamist. Väikeste kromosoomaberratsioonidega seostati mitu juba varem tuntud kliinilist 

sündroomi, näiteks Prader Willi/Angelman`i sündroom deletsiooniga 15. kromosoomi pika 

õla proksimaalses osas või DiGeorge sündroom deletsiooniga 22. kromosoomi pikas õlas. 

Kasutusele võeti mikrodeletsiooni- ehk külgneva geeni (contiguous gene) sündroomi mõiste 

(Schmickel 1986). Ehkki tänapäeval võib nn. traditsioonilisi tsütogeneetilisi meetodeid pidada 

lahutusvõime poolest suhteliselt piiratuteks, on neil siiski tänaseni oluline roll esmasel 

muutuste avastamisel karüotüübis (Monni 1998). 

Fluorestsents in situ hübridisatsiooni (FISH) välja töötamisega (Langer-Safer et al 

1982) sai aluse molekulaarne tsütogeneetika. FISH-i puhul hübridiseeritakse metafaasi või, 

interfaasi FISH-i korral, interfaasi kromosoomidele uuritavale alale spetsiifilised 

fluorestseeruvalt märgistatud proovid, mida tänaseks on tervete kromosoomide, erinevate 

kromosoomosade ja ümberkorraldustele vastuvõtlike piirkondade analüüsimiseks välja 

töötatud tuhandeid. Samuti on erinevaid fluorofoore kombineerides võetud kasutusele kõigi 

kromosoomide värvijärgset eristamist võimaldavad M-FISH (multiplex fluorescence in situ 

hybridization) (Speicher et al 1996) ja SKY (spectral karyotyping) (Schrock et al 1996). 

FISH-i, mis tänapäeval on väga laialdaselt kasutusel nii teadustöös kui diagnostikas, 

muudab väärtuslikuks võimalus kõrge lahutusvõimega (kuni 30 kb) detekteerida keerulisi 

aberratsioone. Lahutusvõime tõstmiseks 1 kb-ni kasutatakse ka proovide hübridiseerimist 

kunstlikult venitatud kromatiinkiududele (fiiber FISH) (Florijn et al 1995). Samuti on FISH 

näol tegemist nn. ühe raku analüüsiga (single-cell assay), mida saab kasutada vähese hulga 

rakkude olemasolu korral. 

Kuna meetod võimaldab uurida ainult olemasolevatele proovidele vastavaid alasid 

ning korraga analüüsida piiratud arvu (2-3) regioone, on FISH-i kasutatud pigem varem 

teadaolevate muutuste kinnitamiseks kui uute leidmiseks. Samas on kogu genoomi või suurte 

genoomi regioonide skriinimine väikeste ümberkorralduste suhtes oluline uute 

haigusseoseliste muutuste identifitseerimiseks. Nii on näiteks subtelomeersete proovidega 
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FISH analüüsi kasutades leitud submikroskoopilisi deletsioone või duplikatsioone ~5%-l 

vaimse alaarenguga patsientidest (Knight et al 1999). Arvatakse, et vaimse alaarengu ja 

mitmete kaasasündinud väärarengutega seostatavaid submikroskoopilisi aberratsioone esineb 

veel paljudes erinevates genoomipiirkondades (Smeets 2004), kuid seda tüüpi 

ümberkorralduste leidmist võimaldavaid - ühtaegu nii suure ulatuse kui kõrge lahutusvõimega 

- metoodikaid on seni välja töötatud suhteliselt vähe (Mantripragada et al 2004). 

 

3.2.2 VÕRDLEV GENOOMNE HÜBRIDISATSIOON 

 

1992. a. avaldasid Kallioniemi jt. artikli uue meetodi - võrdleva genoomse 

hübridisatsiooni (VGH; comparative genomic hybridization; CGH) - kohta. See on 

fluorestsents in situ hübridisatsioonil põhinev tehnika, mis võimaldab ühe 

hübridisatsioonieksperimendi käigus leida ja kaardistada DNA koopiaarvu muutuseid üle 

kogu genoomi (Kallioniemi et al 1992). 

Uuritavalt ja kontrollindiviidilt pärinev võrdne kogus genoomset DNA-d 

märgistatakse erinevate fluorofooridega ning hübridiseeritakse kordusjärjestusi blokeeriva 

inimese Cot-1 DNA juuresolekul samaaegselt metafaasi kromosoomidele. Test ja kontroll 

DNA hulk, mis igale lookusele seondub, sõltub antud järjestuse hulgast kummaski DNA-s 

ning väljendub analüüsil vastavate fluorofooride intensiivsuste suhtena. Kui uuritavas ja 

normaalses DNA-s on järjestust võrdselt, on intensiivsuste suhe 1, suhe >1 viitab vastava 

järjestuse lisandumisele, <1 aga kadumisele (Kallioniemi et al 1992). 

Klassikaline võrdlev genoomne hübridisatsioon võimaldab analüüsi lahutusvõimega   

3 – 10 Mb ning ei ole hübridisatsioonil märklauaks olevate metafaasi kromosoomide 

kasutamise tõttu automatiseeritav, mistõttu on uuringu teostamine suhteliselt aja- ja 

töömahukas (Smirnov et al 2004). 

Solinas-Toldo jt. arendasid VGH meetodit, asendades kromosoomid tahkele kandjale 

kinnitatud kaardistatud genoomsete kloonidega ning nimetasid selle maatriks ehk mikrokiibil 

põhinevaks võrdlevaks genoomseks hübridisatsiooniks (MK-VGH; matrix-CGH; array-CGH) 

(Solinas-Toldo et al 1997). 

 Analüüsi viimine kiibiformaati tegi võimalikuks aberratsioonide kõrge 

lahutusvõimega identifitseerimise ja kaardistamise otse genoomsetele järjestustele kogu 

uuritavas alas ühel eksperimendil. Kasutades mikrokiibil erineva suurusega regioone katvaid 

fragmentide kogumeid, on võimalik uurida mitmesuguse ulatusega piirkondi alates väikestest 

kromosomaalsetest regioonidest (Bruder et al 2001) kuni kogu genoomi analüüsimiseni 
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(Snijders et al 2001). Seejuures on vastavalt proovide valikule võimalus vajadusel muuta ka 

uuringu ulatust ja lahutusvõimet (Mantripragada et al 2004). 

 Samuti võimaldab DNA fragmentide kasutamine märklaudjärjestuste kandmist kiibile 

roboti abil, mistõttu hübridisatsioonil on tulemuseks üksteisest hästi eraldatud ja 

automatiseeritult analüüsitavad signaalid. See omakorda lihtsustab ja kiirendab uuringu 

teostamist, tõstes oluliselt meetodi läbilaskevõimet ning olles samas ka oluliseks eelduseks 

selle kliinilisel kasutatavusel (Solinas-Toldo et al 1997). Kuna kiibieksperimendid 

võimaldavad suure hulga materjali paralleelset ja miniaturiseeritud analüüsi, väheneb 

reaktsioonimaht ning seetõttu ka vajaminevate reagentide hulk, suureneb aga uuritava 

materjali kontsentratsioon ja reaktsioonikiirus (Johnston 1998; Schena et al 1998). 

Kuna MK-VGH ei eelda varasemaid teadmisi muutuste kohta uuritavates alades, sobib 

see hästi nii teadaolevate muutuste detekteerimiseks kui uute skriinimiseks. 

Ometi on võrdleval genoomsel hübridisatsioonil ka mitmeid piiranguid. Neist üheks 

olulisemaks on meetodi suutmatus detekteerida tasakaalustatud aberratsioone - 

ümberkorraldusi, mille tulemusena ei muutu DNA järjestuse koopiaarv. Samas on 

tasakaalustatud translokatsioonide, mida on leitud umbes 1:2000 elussünni kohta, kandjate 

hulgas kaasasündinud väärarengute sagedus kaks korda kõrgem kui normaalse karüotüübiga 

indiviididel (Warburton 1991). Samuti oleks ulatuslik detektsioon vajalik tervete, kuid 

potentsiaalselt tasakaalustatud aberratsioone kandvate indiviidide (näiteks ümberkorraldusega 

patsientide pereliikmed või paarid, kellel on esinenud korduvaid spontaanaborte) puhul 

(Smeets 2004). 

Võrdlev genoomne hübridisatsioon ei anna informatsiooni ka ploidsuse ega 

koopiaarvu muutuse suhtes vastutava ümberkorraldunud järjestuse asukoha kohta (Albertson 

ja Pinkel 2003). Kuna leitakse uuritavas DNA-s sisalduvate rakkude keskmine DNA 

koopiaarv iga analüüsitava järjestuse kohta, võivad mosaiiksetel juhtudel jääda muutused 

samuti kindlaks määramata (Kalousek 2000). 

Lisaks võib MK-VGH kasutamisel piiravaks osutuda analüüside teostamiseks vajalik 

spetsiaalne ja suhteliselt kallis aparatuur, sest hübridisatsioonil kasutatav suure 

kompleksusega imetaja genoomne DNA ning eksperimendi miniatuursus nõuavad 

usaldusväärsete andmete saamiseks suure tundlikkusega detektsioonisüsteeme (Johnston 

1998). 
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3.2.3 DNA KOOPIAARVU UURINGUTES KASUTATAVAD MIKROKIIBID 

 

 
 

Joonis 2. Peamiste DNA koopiaarvu määramiseks kasutatavate mikrokiibiplatvormide 

võrdlus (Mantripragada et al 2004). 

a) Skemaatiliselt esitatud 400 kb genoomne järjestus. Geenid on tähistatud punaste 

vertikaaljoontega, eksonid punaselt; kordusjärjestused siniselt ja teised redundantsed 

järjestused (LCR-id, pseudo- ja paraloogsed geenid, geenisegmendid) mustalt. 

b) Uuritavat ala kontiigidena katvatel genoomsetel kloonidel põhinev strateegia. 

c) cDNA kloonide kasutamine mikrokiibil märklaudjärjestustena. 

d) Bioinformaatiliselt selekteeritud ja PCR-il amplifitseeritud unikaalseid järjestusi (märgitud 

roheliselt) kasutav lähenemine. 

 

Ehkki MK-VGH oli esialgselt välja töötatud DNA koopiaarvu muutuste 

analüüsimiseks kogu genoomi ulatuses ühel eksperimendil (Pinkel et al 1998), on vastavalt 
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kiibile valitud proovide tüübile, hulgale ja tihedusele genoomis võimalik meetodit kasutada 

erisuguse ulatusega uuringute teostamiseks. 

Erinevate analüüside tarbeks on välja töötatud mitmesuguseid kiibiplatvorme (joonis 

2) – kasutusel on suurtel genoomsetel kloonidel, cDNA kloonidel, unikaalsetel järjestustel 

põhinevad ning vähesel määral ka oligonukleotiidsed mikrokiibid. 

Esimestel DNA koopiaarvu analüüsiks kasutusele võetud kiipidel paiknesid avalikes 

andmebaasides saadaolevad, uuritavat ala kontiigidena katvad genoomsed – peamiselt BAC, 

aga ka PAC ja kosmiidsed – kloonid (Solinas-Toldo et al 1997; Pinkel et al 1998). Antud 

lähenemine kiipide valmistamisel on tänaseni konkurentsitult populaarseim ning seda tüüpi on 

ka enamus DNA koopiaarvu määramiseks kasutatavaid kommertsiaalseid kiipe (näiteks kogu 

inimese genoomi 3 Mb lahutusvõimega kattev Human BAC Array 3 MBTM Spectral 

Genomics`ilt või onkogeenide analüüsimiseks mõeldud AmpliOnc firmalt Vysis Inc). 

Genoomsete kloonide kasutamise peamiseks eeliseks on proovi pikkusega (40 - 100 

kb) tagatud täpseks analüüsiks piisava tugevusega fluorestsentssignaalid. Nii on BAC kloone 

kasutades võimalik detekteerida ainult ühte klooni hõlmavaid ühekoopialisi muutuseid DNA 

koopiaarvus (Snijders et al 2001) või täpselt kindlaks määrata aberratsiooni piirid (Albertson 

et al 2000). 

Samas on genoomsete kloonide kasutamisel mitmeid olulisi puuduseid. BAC kloonidel 

põhinevate kiipide tootmine on aja- ja töömahukas, sest ühekoopialistest vektoritest on raske 

saada kiipide valmistamiseks vajalikku suurt kogust märklaud DNA-d (Mantripragada et al 

2004) ning pikkade fragmentide kõrge molekulmassi tõttu võib olla keeruline piisavalt suures 

kontsentratsioonis kloonide printimine kiibile (Snijders et al 2001). Kiipide ettevalmistamise 

lihtsustamiseks on katsetatud erinevaid võimalusi kloonitud DNA amplifitseerimiseks, näiteks 

ligatsioon vahendatud PCR-il (ligation-mediated PCR) universaalsete praimerite abil 

(Snijders et al 2001), DOP-PCR-il (degenerate oligonucleotide – primed PCR) erilisi 

juhuslikult, kuid inimese DNA-d prokarüoodi omale eelistavalt paljundavaid praimereid 

kasutades (Fiegler et al 2003a) või nn. veerev ratta amplifikatsioonil (rolling circle 

amplification) (Buckley et al 2002). 

Analüüsi kvaliteedi seisukohalt on puuduseks suhteliselt madal lahutusvõime - kuni 

~75 kb (Buckley et al 2002), mis on automaatselt piiratud kloonis sisalduva inserdi suuruse ja 

kloonide vahelise kaugusega geneetilisel kaardil (Mantripragada et al 2004). Samuti ei ole 

võimalik kloonides sisalduvat järjestust eelnevalt selekteerida, mistõttu kiibil võivad lisaks 

unikaalsetele järjestustele olla esindatud andmete interpreteerimist oluliselt raskendavad 

kordusjärjestused (hajuskordused, segmentaalsed duplikatsioonid, tsentromeersed ja 
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telomeersed kordused) ning uuritavatele aladele väga sarnased järjestused (pseudo- ja 

paraloogsed geenid) (joonis 2) (Dunham et al 1999; Mantripragada et al 2004). 

cDNA mikrokiibid on alates nende esmakirjeldamisest 1995. a. Schena jt. poolt olnud 

rutiinses kasutuses geeniekspressiooni uuringutel (Schena et al 1995). 1999. a. näitasid 

Pollack ja kolleegid esmakordselt cDNA kiipide kasutamist DNA koopiaarvu muutuste 

analüüsiks kasvajarakuliinides (Pollack et al 1999) ning tänaseni on cDNA kiipe kasutatud 

eeskätt just vähibioloogilistes uuringutes amplikonide leidmiseks ja kaardistamiseks (Monni 

et al 2001; Hyman et al 2002; Pollack et al 2002). Ühekoopialiste muutuste usaldusväärseks 

detekteerimiseks on nimetatud tüüpi kiipide sensitiivsus ja spetsiifilisus liiga madalad 

(Pollack et al 1999; Kauraniemi et al 2001). 

cDNA kiipide suureks eeliseks on võimalus sama kloonide kogu kasutades analüüsida 

nii geeni ekspressioonitaset kui DNA koopiaarvu, mis kergendab patogeneesil oluliste 

geenide kindlaks määramist (Pollack et al 1999). Samuti lihtsustab tuhandetele geenidele 

vastavaid järjestusi kandvate kommertsiaalsete kiipide ja cDNA kloonikogude kättesaadavus 

erineva sihtmärgi ja ulatusega uuringuteks sobivate kiipide leidmist. 

cDNA mikrokiipide puuduseks on võimalus detekteerida aberratsioone üksnes 

teadaolevates geenides, jättes analüüsist välja nii transkriptsiooniliselt aktiivsete geenide 

suhtes väheuuritud regioonid (nn. geenikõrbed), kui regulaatoraladele vastavad järjestused 

(promootor, intron ja intrageensed järjestused), mistõttu on kiibi abil uuritavad alad jaotunud 

üle genoomi ebaühtlaselt. Lisaks võivad cDNA kloonid paraloogsete geenide suure sarnasuse 

tõttu sisaldada redundantseid järjestusi, mis muudab analüüsil saadud andmete 

interpreteerimise keeruliseks (joonis 2) (Mantripragada et al 2004). 

Kõige uuem ja seni veel vähekasutatav lähenemine põhineb genoomi 

bioinformaatilisel analüüsil ning selle käigus leitud kindlate kordusjärjestustevabade ja 

mitteredundantsete genoomsete fragmentide amplifitseerimisel (Buckley et al 2002). Esimese 

ainult seda tüüpi fragmente kandva kiibi publitseerisid Mantripragada jt. 2003. a. 

intrageensete deletsioonide leidmiseks neurofibromatoos 2 geenis (Mantripragada et al 2003). 

Unikaalsetel järjestustel põhinev lähenemine omab mikrokiibi disainimisel mitmeid 

olulisi eeliseid. Eelkõige võimaldab see märklaudjärjestusi leida iga huvipakkuva, sealhulgas 

ka nn. raskete (kordusterikaste ja/või segmentaalseid duplikatsioone sisaldavate), kuid 

koopiaarvu muutuste seisukohast ülioluliste genoomsete regioonide uurimiseks (joonis 2) 

(Mantripragada et al 2004). Kaovad ka genoomsete või cDNA kloonide kasutamisega 

kaasnevad piirangud analüüsi lahutusvõimes. Kuna antud juhul määravad resolutsiooni ainult 

kiibile valitud fragmentide pikkus ja nendevaheline kaugus, saab lahutusvõimet 



 28

märklaudjärjestusi juurde otsides või lühemaid fragmente kasutades vajadusel tõsta. Seni 

kõrgeim resolutsioon, mida unikaalsetel järjestustel põhinevaid kiipe kasutades kirjeldatud, on 

23 kb (Mantripragada et al 2003) ning ennustatakse, et lähitulevikus suudetakse 

lahutusvõimet veelgi parandada (Mantripragada et al 2004). 

Samas saab antud lähenemist kasutada ainult sekveneeritud genoomsete järjestuste 

puhul ning hetkel puudub veel suureulatuslike kiipide automatiseeritud disainiks hästi sobiv 

bioinformaatiline tarkvara. Lisaks võivad piiravaks osutuda praimerite kõrge hind ja 

tuhandete PCR-i fragmentide amplifitseerimisega kaasnev töömahukus (Mantripragada et al 

2004). 

Viimastel aastatel on mõned töögrupid kirjeldanud ka oligonukleotiidsete mikrokiipide 

kasutamist MK-VGH analüüsiks. Saadud tulemustes on küll näidatud suutlikkust detekteerida 

kõrgetasemelisi amplifikatsioone, kuid ühekoopialiste muutuste tuvastamise muudab 

problemaatiliseks oligokiipidega kaasnev vajadus keskmistada saadud tulemusi üle suure 

hulga kiibil lähestikku paiknevate elementide (Albertson ja Pinkel 2003). 

Samas võimaldaks oligonukleotiidsete kiipide kasutamiseks sobiva hübridisatsiooni- 

ja analüüsimetoodika leidmine oluliselt tõsta DNA koopiaarvu muutuste analüüsi genoomset 

resolutsiooni (Albertson ja Pinkel 2003). Kui seni on kogu genoomi ~1 Mb lahutusvõimega 

katvaid ~3000 genoomsel kloonil põhinevaid kiipe edukalt kasutatud nii vähi tekke ja arengu 

patogeensete mehhanismide uurimisel (Fritz et al 2002; Weiss et al 2003) kui 

evolutsiooniuuringutes (Locke et al 2003) ning väljatöötamisel on 30 000 klooniga kiip 

(Gribble et al 2004), siis kasutades pikki (50-100 bp) oligonukleotiide, mida saab kiibile 

kanda sadu tuhandeid, oleks tulevikus võimalik kogu genoomi analüüsi DNA koopiaarvu 

muutuste suhtes lahutusvõimega 1-3 kb (Mantripragada et al 2004). 

 

3.2.4 MK-VGH EDASIARENDUSED 

 

Inimese totaalse genoomse DNA hübridiseerimisega mikrokiipidele kaasnevad 

mitmed probleemid nagu vähene signaali- ja taustintensiivsuste vaheline suhe, mis on 

olulisim faktor mikrokiibi andmete usaldusväärsuse tagamisel (Mantripragada et al 2004) või 

kordusjärjestuste mittepiisav blokkeerimine (Pinkel et al 1998; Lucito et al 2000). Seetõttu on 

viimastel aastatel tehtud katsetusi hübridiseeritava genoomse materjali kompleksuse 

vähendamiseks ning amplifitseerimiseks. Nii on analüüsi kvaliteedi parandamiseks proovitud 

genoomse DNA asendamist DOP-PCR-i (Daigo et al 2001) või tasakaalustatud PCR-i 

(balanced-PCR) produktidega (Wang et al 2004). Samuti on katsetatud analüüsitava DNA 
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amplifitseerimist mitmete genoomsete aplikatsioonide puhul laialt kasutatava MDA (multiple 

displacement amplification) abil (Dean et al 2002; Lage et al 2003). ROMA (representational 

oligonucleotide microarray analysis) nimelise analüüsi puhul on kirjeldatud ka totaalse 

genoomse DNA asendamist ~1 kb suuruste uuritavat ja kontroll DNA-d iseloomustavate nn. 

madala kompleksusega genoomsete jäljendustega (low complexity representation) (Lucito et 

al 2000; Lucito et al 2003). 

Vähendatud kompleksusega hübridiseeritava materjali kasutamine on muutnud 

paremaks hübridisatsioonikineetika, andnud tugevamaid spetsiifilisi hübridisatsioonisignaale 

(Lucito et al 2000; Albertson ja Pinkel 2003) ning võimaldanud MK-VGH analüüsi teostamist 

väikeste DNA koguste (näiteks arhiveeritud kasvajamaterjali või sünnieelse diagnostika) 

korral (Daigo et al 2001). 

Samas on mitme lähenemise puhul olnud probleemiks sageli esinev ning tulemuste 

usaldusväärsust oluliselt mõjutav reaktsioonidevaheline erinevus amplifikatsiooni 

efektiivsuses (Albertson ja Pinkel 2003; Wang et al 2004). Saadud tulemused on ka näidanud, 

et kasutades MK-VGH-l eelnevalt amplifitseeritud materjali, ei saa hinnata lisandunud 

koopiate täpset arvu (Daigo et al 2001; Lage et al 2003; Wang et al 2004). 

Uute probleemide uurimiseks ja analüüsi täiendamiseks on MK-VGH metoodikat 

mitmel viisil edasi arendatud. 

Fiegler jt. töötasid pööratud kromosoomide värvimise (RCP – reverse chromosome 

painting) meetodi (Carter et al 1992) alusel välja nn. mikrokiibi värvimise (array painting), 

mis võimaldab suure lahutusvõimega identifitseerida erinevaid komplekseid aberratsioone 

ning kindlaks määrata ümberkorraldunud järjestuste paiknemise derivaatkromosoomides 

(Fiegler et al 2003b; Gribble et al 2004). 

Ehkki MK-VGH suudab täpselt detekteerida DNA koopiaarvu muutuseid, ei ole 

võimalik välja selgitada, kas järjestused pärinevad samalt või erinevatelt homoloogsetelt 

kromosoomidelt. Kuna alleelide päritolu on oluline nii kasvajarakkude kui näiteks 

uniparentaalse disoomia häirete (uniparental disomy disorder) puhul, kasutasid Bignell jt. 

esialgselt vaid SNP-de analüüsiks mõeldud meetodit WGSA (whole genome sampling assay) 

(Kennedy et al 2003) paralleelselt genotüpiseerimiseks ja DNA koopiaarvu muutuste kindlaks 

määramiseks (Bignell et al 2004) ning näitasid kasvajarakkudes toimunud geneetiliste 

muutuste keerukat mustrit, mis üksnes MK-VGH-l või genotüpiseerimisel oleks jäänud välja 

selgitamata. 
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4 TÖÖ EESMÄRK 
 

Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli disainida ja valmistada mikrokiip, mis 

võimaldaks detekteerida muutuseid DNA järjestuse koopiaarvus üle kogu inimese X 

kromosoomi teoreetilise lahutusvõimega ligikaudu 300 kb, seda kasutades töötada välja 

protokoll uue tehnoloogia - Multiplex Amplifiable Probe Hybridization (MAPH) analüüs 

mikrokiibil - tarbeks ning teostada esmased kontrollkatsed meetodi töökindluse ja tundlikkuse 

hindamiseks. 

Töö on tehtud Eesti Teadusfondi grant nr. 5467 „Uue DNA diagnostika tehnoloogia 

väljatöötamine inimese kromosoomide struktuursete aberratsioonide tuvastamiseks vaimse 

alaarengu korral“ (2003-2006) raames. 
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5 MATERJAL JA METOODIKA 

5.1 INIMESE X KROMSOSOOMILE VASTAVATE MIKROKIIPIDE VALMIS-

TAMINE 

 

5.1.1 KIIBIL KASUTATAVATE MÄRKLAUDJÄRJESTUSTE LEIDMINE 

 

 Valmistatavale kiibile valiti 455 inimese X kromosoomile vastavat unikaalset 

märklaudjärjestust, mille leidmiseks vajalik bioinformaatiline analüüs teostati OÜ BioData 

(Tartu, Eesti) poolt. 

 Vastavalt inimese genoomi versioonile NCBI26 (http://www.ncbi.nih.gov) seisuga 

jaanuar 2002 jagati inimese X kromosoom 1508 võrdseks fragmendiks pikkusega 100 kb. 

Igast fragmendist võeti kolm kõrvuti asetsevat 1000 bp pikkust järjestust ning kontrolliti 

nende omavahelist interakteerumist arvutiprogrammi BLAST 

(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) abil. Sobivatele järjestustele vastavate PCR-i praimerite 

disainimisel ning enamlevinud kordusmotiivide maskeerimisel kasutati arvutiprogrammi 

PRIMER3 (Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research; USA). Lisaks kontrolliti 

meetodi IS abil, millised leitud praimerjärjestustest annavad lisaprodukte väljaspool inimese 

X kromosoomi ning edasisest tööst eemaldati praimerpaarid, mille puhul mõlemad praimerid 

seostusid > 3 korda, seostumiste summa oli > 10 või praimerpaari kasutades saadud 

produktide arv > 1. Saadud PCR-i produktide esinemist genoomis ainult ühes unikaalses 

lookuses kontrolliti programmi BLAST kasutades. Analüüsi tulemusena saadi 753 X 

kromosoomile vastavat unikaalset järjestust, mille hulgast edasiseks tööks valiti 455. 

 Analoogselt X kromosoomi järjestustele, valiti välja ka 47 autosoomsetele 

kromosoomidele vastavat kontrollfragmenti. 

 

5.1.2 MÄRKLAUDJÄRJESTUSTE ETTEVALMISTAMINE 

 

Mikrokiibile kandmiseks välja valitud inimese X kromosoomile ja autosoomsetele 

kromosoomidele vastavad märklaudjärjestused amplifitseeriti PCR-il. 50 µl reaktsioonisegu 

sisaldas 5 µl reaktsioonipuhvrit (+(NH4)SO4) (MBI Fermentas; Vilnius, Leedu); 5 µl 25 mM 

MgCl2 (MBI Fermentas); 5 µl 2 mM dNTP segu (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ, 
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USA); 1 µl 10 µM 5` + 3` praimereid (Metabion; Martinsried, Saksamaa); 50 ng genoomset 

DNA-d; 2,5 U Taq DNA polümeraasi (MBI Fermentas) ja ddH2O-d lõppmahuni. 

Amplifitseerimisreaktsioonid viidi läbi Eppendorf Mastercycler Gradient aparaadis 

(Eppendorf GmbH; Hamburg, Saksamaa), kasutades järgnevat DNA amplifitseerimise 

programmi: denaturatsioon 94ºC juures 5 min, 30 tsüklit: denaturatsioon 94ºC juures 1 min, 

praimerite seondumine 60ºC juures 1 min, süntees 72ºC juures 1 min. Amplifitseerimisel 

kasutatud praimerite nimekiri on toodud lisas 1. 

Reaktsiooniproduktid visualiseeriti geelelektroforeesil 1,5% agaroosgeelil TBE 

puhvris (Naxo Ltd; Tartu, Eesti), millele oli lisatud etiidiumbromiidi. Iga produkt kanti geelile 

koos 1 µl 6× elektroforeesi puhvriga (0,2% broomfenool sinine; 0,2% ksüleen-tsüanool; 60% 

glütserool; 60 mM EDTA) (MBI Fermentas). 

Amplifitseeritud järjestused puhastati sadestamisel, lisades 1/4 produkti mahtu 10 M 

ammooniumatsetaati ning 2,5 mahtu külma (-20°C) 96% etanooli. Segati vorteksil ja jäeti  

-20°C juurde kaheks tunniks sadenema. Seejärel tsentrifuugiti 20 min täispööretel (Biofuge 

Pico, Heraeus Instruments GmbH; Hanau, Saksamaa). Eemaldati supernatant, lisati tuubi   

500 µl külma 75% etanooli ning tsentrifuugiti 15 min täispööretel. Uuesti eemaldati 

supernatant, lasti sademel avatud tuubis 37°C juures termoblokis kuivada ning resuspendeeriti 

ddH2O-s. 

 Amplifitseeritud ja puhastatud märklaudjärjestuste kontsentratsioon määrati kindlaks 

1,5% agaroosgeelil TBE puhvris (Naxo Ltd), kasutades markerit Low Range DNA Mass 

Ruler (MBI Fermentas) ning arvutiprogrammi ImagePro Plus (Media Cybernetics; Silver 

Spring, MD, USA). 

 

5.1.3 KIIBIL KASUTATAVATE KONTROLLJÄRJESTUSTE ETTEVALMISTAMINE 

 

Mikrokiibil kasutati negatiivsete kontrollidena kolmele Arabidopsis thaliana geenile – 

RUBISCO aktivaasi (RCA), fotosüsteem I klorofüll a/b-seonduva valgu (Cab) ja ribuloos-1,5-

bisfosfaat karboksülaas/oksügenaasi suure subühiku (rbcL) geenile - vastavaid järjestusi. 

Järjestused leiti andmebaasist UniGene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/) ning 

amplifitseeriti PCR-il, kasutades Keemilise ja Bioloogilise Füüsika Instituudi prof. Erkki 

Truve töörühma poolt eraldatud A. thaliana genoomset DNA-d. Kasutatud praimerite 

nimekiri on esitatud tabelis 3. 
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Reaktsioonid viidi läbi 50 µl reaktsioonimahus, uuritavate järjestuste 

amplifitseerimiseks kasutatud reaktsioonisegu ja amplifitseerimise programmi järgides. 

Genoomse DNA vähese koguse tõttu teostati teine amplifikatsioon samadel tingimustel, kuid 

genoomse DNA asemel kasutati 0,5 µl esimese PCR-i reaktsiooni produkti. Produktid 

visualiseeriti geelelektroforeesil 1,5% agaroosgeelil TBE puhvris (Naxo Ltd). 

 

Tabel 3. A. thaliana geenidele vastavate PCR-i produktide amplifitseerimiseks kasutatud 

praimerid. 

Geen 5`praimer 3`praimer 

RCA TCGCACAGAGCAACAAGAAGAG AGTAGTACCACCCATACGACCC 

Cab TGACCCACTTGGACTTGGAGAAG GCACACAGAATCCTACAAACGCC 

rbcL TGGGGAGGCAAAGGTCAAGG TCACGGATGAGAGGAGCGTATAG 

 

5.1.4 MÄRKLAUDJÄRJESTUSTE KANDMINE MIKROKIIBILE 

 

Märklaudjärjestuste kandmiseks klaasile disainiti mikrokiibi maatriks (maatriksi 

skeem on toodud lisas 2), millel iga spot on kahe kordusena. Lisaks uuritavatele ja 

kontrolljärjestustele kanti maatriksile 200 nM Cy3 ning Cy5 märgisega konjugeeritud         

25-meersed oligonukleotiidid (MWG-Biotech AG; Ebersberg, Saksamaa), mida tulemuste 

analüüsil kasutati maatriksi asukoha kindlaks määramisel ning negatiivse kontrollina 

printimispuhver – 25% DMSO. Maatriksile vastavalt kanti prinditavad PCR-i produktid 384 

mikrotiiterplaati (Genetix Ltd; New Milton, Hampshire, Suurbritannia). Iga märklaudjärjestus 

lahustati 25% DMSO puhvris lõppkontsentratsioonini 30 ng/µl ja spotiti robotit Virtek 

ChipWriterTM (Virtek Vision International Inc; Waterloo, Ontario, Kanada) ning robotinõelu 

SMP-3 (TeleChem International Inc; Sunnyvale, CA, USA) kasutades GenoramaTM SAL-1 

klaasidele (Asper Biotech; Tartu, Eesti). Igale kiibile prinditi maatriks kahe identse 

subgrid`ina. 

Spotitud klaase inkubeeriti üleöö niiskes kambris 37°C juures. Klaasi pinna 

blokeerimiseks hoiti kiipe 1 tund 1% ammoniaagi aurudes, pesti seejärel kolm korda    

ddH2O-ga ja kuivatati tsentrifuugides Jouan CR-422-l (Jouan Inc; Winchester, VA, USA) 700 

rpm 4 min 20°C juures. 

Kiipide kvaliteedi kontrollimiseks hübridiseeriti spotitud klaase 2 tundi 

toatemperatuuril hübridisatsioonipuhvris (50% formamiid; 6× SSC; 0,5% SDS; 5× Denhardt`i 
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lahus) lahustatud 10 µM Cy3 märgisega juhuslike 9-meersete oligonukleotiidide seguga 

(Metabion). Pesti seejärel alanevas kontsentratsioonis soolalahustega (kõik pesud 5 min 

toatemperatuuril): 1. pesulahus - 2× SSC; 0,03% SDS; 2. pesulahus - 1× SSC; 3. pesulahus – 

0,2× SSC ning kuivatati tsentrifuugides 1000 rpm 5 min 20ºC juures CR 422 (Jouan Inc). 

Samuti kasutati kontrollimisel klaaside värvimist SYBRTM Gold`iga (Molecular Probes 

Europe BV; Leiden, Holland) vastavalt tootja poolt koostatud protokollile. Mõlemal juhul 

skaneeriti mikrokiibid Affymetrix 428 Array Scanner`it (Affymetrix Inc, Santa Clara, CA, 

USA) kasutades. 

 

5.2 INIMESE X KROMOSOOMILE VASTAVA MAPH AMPLIFITSEERI-

TAVATE PROOVIDE KOGU VALMISTAMINE 

 

5.2.1 MAPH AMPLIFITSEERITAVATE PROOVIJÄRJESTUSTE LEIDMINE 

  

MAPH amplifitseeritavate proovidena kasutati inimese X kromosoomile ja 

autosoomsetele kromosoomidele vastavaid järjestusi, mis olid identsed mikrokiibil 

märklaudjärjestustena kasutatutega ning bioinformaatiline analüüs teostati OÜ BioData poolt 

vastavalt punktis 3.1.1. kirjeldatule. 

 

5.2.2 PROOVIJÄRJESTUSTE KLOONIMINE 

 

Proovide esialgne amplifitseerimine ja kloonimine teostati Küprose Neuroloogia ja 

Geneetika Instituudis (KNGI) dr. Patsalise töörühma poolt. 

Insert DNA-na kasutatavad proovid amplifitseeriti tsütogeneetiliselt kontrollitud 

inimese genoomselt DNA-lt. Kasutatud praimerite järjestused on toodud lisas 1. 

Amplifitseeritud proovijärjestused klooniti vastavalt tootja protokollile, kasutades 

firma Invitrogen TOPO TA kloneerimiskitti koos pCR 2.1 vektori ja E.coli TOP10 rakkudega 

(Invitrogen; Carlsbad, CA, USA). 

 

5.2.3 MAPH AMPLIFITSEERITAVATE PROOVIDE KOGU VALMISTAMINE 

 

Iga proov amplifitseeriti, võttes aluseks KNGI poolt saadetud PCR-i produktid ning 

kasutades universaalseid praimereid. 20 µl reaktsioonisegu sisaldas 2 µl 10× reaktsiooni-
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puhvrit (+(NH4)SO4) (MBI Fermentas); 0,8 µl 25 mM MgCl2 (MBI Fermentas); 2 µl 2 mM 

dNTP segu (Amersham Biosciences); 1 µl 10 µM PZA praimerit (Metabion); 1 µl 10 µM 

PZB praimerit (Metabion); 1 µl PCR-i produkti; 1 U Taq DNA polümeraasi (MBI Fermentas) 

ja ddH2O-d lõppmahuni. Praimerite järjestused on toodud tabelis 4. 

Amplifitseerimisreaktsioonid viidi läbi sarnaselt punktis 5.1.2. kirjeldatule, kuid 30 

tsükli asemel kasutati antud juhul 15 tsüklit. 

Ka amplifitseeritud proovide puhastamine ja kvantiseerimine teostati vastavalt punktis 

5.1.2. kirjeldatule. 

Saadud X kromosoom proovid jagati viieks seguks, millest igaüks sisaldas 90 üle kiibi 

paiknevat proovi ning iga proovi kontsentratsiooniks oli 1 ng/µl. Samasugune segu valmistati 

ka 47 autosoomsest kontrollproovist. 

 

Tabel 4. MAPH proovide amplifitseerimisel kasutatud universaalsed praimerid 

Praimer Suund Järjestus 

PZA 5`→ 3` AGTAACGGCCGCCAGTGTGCTG 

PZB 3`→ 5` CGAGCGGCCGCCAGTGTGATG 

UNI5 5`→ 3` GAATTCGCCCTT 

UNI3 3`→ 5` GATATCTGCAGAATTCGCCCT 

 

5.2.4 SISEMISTE KONTROLLPROOVIDE ETTEVALMISTAMINE 

 

Proovide kogu valmistamisest jäeti välja kuus erinevates kiibilokatsioonides paiknevat 

X kromsoomile vastavat ning kolm autosoomsetele kontrollidele vastavat proovi, mida 

kasutati edasistes eksperimentides sisemiste kontrollidena. 

Nimetatud proovid amplifitseeriti, kasutades PCR-il Cy3 märkega PZA ja Cy5 

märkega PZB praimerit. Protokollid amplifitseerimiseks, puhastamiseks ja kvantiseerimiseks 

olid samased MAPH proovide ettevalmistamisel kasutatutega. 

 

5.3 KATSETES KASUTATUD GENOOMSED DNA-d 

 
Optimiseerimis- ja kontrollkatsetes kasutatud normaalsed naise ja mehe genoomsed 

DNA-d pärinesid TÜ MRI biotehnoloogia õppetooli DNA pangast (tabel 5). 
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 Kontrollkatsetes kasutati genoomset DNA-d patsientidelt, kellel kromosoomide G-

vöödistust või FISH analüüsi kasutades oli leitud aberratsioon X kromosoomil. DNA-d saadi 

SA TÜK Ühendlabori Meditsiinigeneetika Keskusest ning Belgiast Leuveni Ülikooli 

Inimesegeneetika Keskusest (tabel 5). 

 Kõigi kasutatud genoomsete DNA-de eraldamine, kvaliteedikontroll ning 

kontsentratsiooni mõõtmine olid saatjaks olnud asutuse poolt eelnevalt läbi viidud. 

 

Tabel 5. Optimiseerimis- ja kontrollkatsetes kasutatud genoomsed DNA-d. 

Genoomne DNA Karüotüüp Kontsentratsioon Päritolu 

DNA 73 46,XX 126 ng/µl TÜ MRI 

DNA 80 46,XY 126 ng/µl TÜ MRI 

DNA 220728 46,XY  346 ng/µl Leuven 

DNA A-2858 46,X,i(X)(q10) 240 ng/µl SA TÜK 

DNA A-2857 46,X,i(X)(q10) 290 ng/µl SA TÜK 

DNA A-2879 46,XX,Xp+ ish der(SHOX-, 

wcpX+,STS++,DXZ1+,PAR2+) 

875 ng/µl SA TÜK 

 

5.4 ANALÜÜSITAVA DNA-ga FILTRITE VALMISTAMINE JA MAPH 

PROOVIDE HÜBRIDISATSIOON FILTRITELE 

 

Analüüsitava DNA-ga filtrite valmistamisel ja MAPH amplifitseeritavate proovide 

hübridisatsioonil neile kasutati mõningate muutustega Armour`i jt. poolt avaldatud protokolli 

(http://www.nott.ac.uk/~pdzjala/maph/protocol.html). 

 

5.4.1 FILTRITE VALMISTAMINE 

 

2 µg genoomset DNA-d denatureeriti, lisades 1,5 µl 1M NaOH ning kanti 1 µl kaupa 

väikesele (~2×2 mm) nailonmembraani Hybond+ (Amersham Biosciences) tükile. Filtrid lasti 

kuivada ning DNA immobiliseeriti, töödeldes filtreid Stratalinkeris (Stratagene; La Jolla, CA, 

USA) mõlemalt poolt 55 mJ UV kiirgusega. 

Samaaegselt valmistati filtrid nii uuritavate kui kontroll DNA-dega ning negatiivne 

kontrollfilter, millele DNA asemel kanti ddH2O. 

 



 37

5.4.2 MAPH PROOVIDE HÜBRIDISATSIOON GENOOMSELE DNA-le 

 

Genoomset DNA-d kandvaid filtreid prehübridiseeriti 65ºC juures 2 tundi kuni üleöö  

1 ml-s prehübridisatsioonilahuses (0,5M Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7,2); 7% SDS; 1mM 

EDTA; 100 µg/ml heeringa sperma DNA). Esialgne prehübridisatsioonilahus asendati seejärel 

200 µl sama koostisega lahusega, millele oli eelnevalt lisatud 2 µg 100ºC juures 

denatureeritud inimese Cot-1 DNA-d (Gibco BRL; Gaithersburg, MD, USA). Filtreid 

inkubeeriti 65ºC juures 1 tund. 

Iga hübridisatsioonilahuses oleva filtri kohta võeti 2 µl iga MAPH amplifitseeritavate 

proovide segu, mis andis iga proovi lõpphulgaks filtri kohta 2 ng. Proovide segule lisati 1 µg 

inimese Cot-1 DNA-d (Gibco BRL), 1 µl 20 µM universaalsete praimerite PZA, PZB, UNI3 

ja UNI5 (Metabion) segu, denatureeriti, lisades 4,5 µl 1M NaOH ning inkubeerides 37ºC 

juures 1 min. Denatureeritud proovisegu asetati jääle, kus lisati 7 µl 1M Na2HPO4/NaH2PO4, 

segati ning lisati hübridisatsioonilahusele. 

DNA-d kandvate filtrite hübridisatsioon MAPH amplifitseeritavate proovidega toimus 

termoblokis 65ºC juures üleöö. Hübridisatsioonijärgselt pipeteeriti filtritelt ära 

hübridisatsioonilahus, asendati see 1 ml prehübridisatsioonilahusega, eemaldati ning pesti 

filtreid seondumata ja mittespetsiifiliselt seondunud proovide eemaldamiseks, pesulahust 

pidevalt vahetades ~1 tund. Esmalt kasutati 500 ml 1. pesulahust (1× SSC; 1% SDS) ning 

seejärel 500 ml 2. pesulahust (0,1× SSC; 0,1% SDS). Pestud filtrid asetati steriilse Petri tassi 

(Corning; Corning, NY, USA) servadele ja lasti pesulahus välja nõrguda. 

 

5.4.3 MAPH PROOVIDE AMPLIFIKATSIOON 

 
Filtril olevale genoomsele DNA-le hübridiseerunud MAPH proovid amplifitseeriti 

kahel järjestikusel amplifikatsioonireaktsioonil. 

Iga filter asetati eraldi PCR-i tuubi ning proovid denatureeriti filtritelt termotsükleris 

PTC-200 (MJ Research Inc; Waltham, MA, USA) esimese amplifikatsioonireaktsiooni käigus 

- 5 tsüklit: denaturatsioon 94ºC juures 1 min, praimerite seondumine ja süntees 70ºC juures    

1 min. 50 µl reaktsioonisegu sisaldas 5 µl 10× reaktsioonipuhvrit (+(NH4)SO4) (MBI 

Fermentas); 2 µl 25 mM MgCl2 (MBI Fermentas); 5 µl 2 mM dNTP segu (Amersham 

Biosciences); 1,5 µl 10 µM PZA praimerit (Metabion); 1,5 µl 10 µM PZB praimerit 
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(Metabion); 2,5 U Taq DNA polümeraasi (MBI Fermentas) ja ddH2O-d lõppmahuni. 

Kasutatud praimerjärjestused on toodud tabelis 4. 

Järgnevaks amplifikatsioonireaktsiooniks - denaturatsioon 94ºC juures 5 min, 20 

tsüklit: denaturatsioon 94ºC juures 1 min, praimerite seondumine ja süntees 70ºC juures         

1 min, lõppekstensioon 70ºC juures 20 min - võeti 2 µl esimese PCR-i produkti. 20 µl 

reaktsioonisegu sisaldas 2 µl 10× reaktsioonipuhvrit (+(NH4)SO4) (MBI Fermentas); 1,5 µl  

25 mM MgCl2 (MBI Fermentas); 2 µl 2 mM dNTP segu (Amersham Biosciences); 1,4 µl     

50 µM PZA praimerit (Metabion); 1,4 µl 50 µM PZB praimerit (Metabion); 1 U Taq DNA 

polümeraasi (MBI Fermentas) ja ddH2O-d lõppmahuni. 

Ülejäänud esimese amplifikatsioonireaktsiooni produktid säilitati korduskatsete jaoks 

4ºC juures. 

 

5.5 MIKROKIIPIDELE HÜBRIDISEERITAVATE MAPH PROOVIDE 

PUHASTAMINE JA MÄRKIMINE 

 

5.5.1 KREVETI ALUSELINE FOSFATAAS – EKSONUKLEAAS I TÖÖTLUS 

 

Kindlustamaks, et järgnevat märkimisreaktsiooni ei sega PCR-il kasutamata jäänud 

nukleotiidid või universaalsed praimerid, töödeldi amplifitseeritud proove kreveti aluselise 

fosfataasi (SAP - Shrimp alkaline phosphatase) ning eksonukleaas I-ga. 20 µl amplifitseeritud 

MAPH proovidele lisati 1,5 U eksonukleaas I (Amersham Biosciences) ja 1,35 U SAP 

(Amersham Biosciences). Segu inkubeeriti 30 min 37ºC juures. Reaktsioon peatati, 

kuumutades 15 min 80ºC juures. Proovid puhastati PCR-i puhastuskitti (MoBio Laboratories 

Inc; Solana Beach, CA, USA) kasutades. Järgiti tootja poolt kaasa antud protokolli. Seejärel 

viidi proovi maht vaakumkontsentraatoril Maxi Dry Plus (Heto; Allerød, Taani) 38,5 µl-ni. 

 

5.5.2 5-(3-AMINOALLÜÜL)-2`- DESOKSÜURIDIIN 5`- TRIFOSFAATIDE (aa-dUTP) 

INKORPORATSIOON NICK TRANSLATSIOONIL 

 
38,5 µl-le proovile lisati jääl 5 µl dNTP segu nick translatsiooni puhvris (500 mM 

Tris-HCl (pH 7,8); 50 mM MgCl2; 100 mM 2-merkaptoetanool; 200 µM dATP; 200 µM 

dCTP; 200 µM dGTP), 1 µl 1 mM aa-dUTP (Sigma–Aldrich Co; St. Louis, MO, USA),      

0,5 µg veise seerumi albumiini (BSA - Bovine Serum Albumine; Promega; USA) ning 5 µl 
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DNA Polümeraas I (0,5 U/µl)/DNaas I (0,4 mU/µl) ensüümisegu (Invitrogen). 

Reaktsioonisegu inkubeeriti Eppendorf Mastercycler Gradient aparaadis (Eppendorf GmbH) 

90 min 15ºC juures. Reaktsioon peatati, kuumutades segu 15 min 80ºC ning hoiti 20 min 

toatemperatuuril. 

Proovid puhastati vastavalt tootja protokollile PCR-i puhastuskitti (MoBio 

Laboratories Inc) kasutades ning veetustati vaakumkontsentraatoril Maxi Dry Plus (Heto). 

 

5.5.3 FLUORESTSEERUVA MÄRGISE LIITMINE DNA AHELASSE VIIDUD 

AMINOALLÜÜLRÜHMADELE 

 
Proovide lahustamiseks valmistati värske 0,1M Na2CO3 lahus (pH 9,0), mida DNaasi 

inaktiveerimiseks kuumutati 15 min 60ºC juures. Cy3 või Cy5 monoreaktiivne 

fluorestsentsmärgis (Amersham Biosciences) lahustati 45 µl-s 100% DMSO-s.  

Iga proov lahustati 4,5 µl-s 0,1M Na2CO3 lahuses, lisati 4,5 µl värvilahust ning 

inkubeeriti toatemperatuuril pimedas 1 tund. Vaba märke kustutamiseks (quenching) lisati 

proovile 3,5 µl 4M hüdroksüülamiini (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, Saksamaa) 

ja hoiti toatemperatuuril 15 min pimedas. Seejärel lisati igale proovile 35 µl 100 mM 

NaOatsetaati ning puhastati PCR-i puhastuskitti (MoBio Laboratories Inc) kasutades. 

Sidumispuhvrit (SpinBind buffer) lisati 47,5 µl-le proovile tootjaprotokollile vastava 237,5 µl 

asemel 500 µl, muus osas järgiti tootja juhiseid. Puhastamise järgselt veetustati proovid 

vaakumkontsentraatoril Maxi Dry Plus (Heto). 

 

5.6 MAPH PROOVIDE HÜBRIDISATSIOON MIKROKIIBILE 

 

Iga märgistatud proov lahustati 30 µl-s hübridisatsioonipuhvris (50% formamiid;      

6× SSC; 0,5% SDS; 5× Denhardt`i lahus), lisati 1 µl sisemiste kontrollproovide segu ning 

denatureeriti termoblokil 96ºC juures 10 min. Samal ajal pesti hübridisatsioonil kasutatavaid 

mikrokiipe märklaudjärjestuste denatureerimiseks loksutil 3 min kuumas vees. Denatureeritud 

proovilahus kanti kiibil olevale maatriksile ja kaeti 22×32 mm suuruse katteklaasiga. Kiibid 

asetati spetsiaalsesse hübridisatsioonikambrisse HybChamberTM (Gene Machines; San Carlos, 

CA, USA), kuhu niiske keskkonna loomiseks oli lisatud 30 µl ddH2O. Hübridisatsioonil 

vesivannis katsetati erinevaid temperatuure, millest eelistati kasutada 42ºC. Hübridisatsioon 

42ºC juures kestis 20 tundi. 
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Hübridisatsioonijärgselt pesti kiipe mitteseondunud materjali eemaldamiseks alanevas 

kontsentratsioonis soolalahustega, mis olid eelnevalt soojendatud 42°C-ni. Kõik pesud teostati 

5 min loksutil. Esimene pesu: 2× SSC; 0,03% SDS; teine pesu: 1× SSC; kolmas pesu: 0,2× 

SSC. Klaasid kuivatati tsentrifuugides 1000 rpm 5 min 20ºC juures CR 422(Jouan Inc). 

 

5.7 MIKROKIIPIDE SKANEERIMINE JA TULEMUSTE ANALÜÜS 

 

Mikrokiipide skaneerimiseks kasutati Affymetrix 428 Array Scanner`it (Affymetrix 

Inc). Sõltuvalt fluorestsentsmärgisest kasutati ergastamiseks erineva lainepikkusega lasereid: 

λ = 532 nm Cy3 märgise puhul ning λ = 635 nm Cy5 märgise korral. Detekteerimisläve (gain) 

väärtuseks oli signaalide detekteerimisel 50. 

Esmaseks pildianalüüsiks kasutati arvutiprogrammi Genorama BaseCallerTM (Asper 

Biotech). Spottide intensiivsuse (density) ja tausta arvutamisel kasutati keskväärtusi (mean). 

Fluorestsentsintensiivsused iga kiibielemendi jaoks saadi peale lokaalse taustintensiivsuse 

mahaarvutamist esialgsest fluorestsentssignaalist. Kuna iga märklaudjärjestus oli maatriksil 

esindatud kahe kordusena, kasutati edasises analüüsis korduste keskmist 

fluorestsentsintensiivsust. 

Tulemusi analüüsiti arvutiprogrammi OligoStat (Asper Biotech) modifikatsiooni 

MAPHStat abil ning järgnevad arvutused ja tulemuste visualiseerimine teostati 

tabelarvutusprogrammi Microsoft Excel (Microsoft Corporation; Redmond, WA, USA) 

kasutades. 

Erinevatelt kiipidelt pärinevad tulemused normaliseeriti mediaani, sisemiste 

kontrollide või uuritavast piirkonnast väljapoole jäävate autosoomsete kontrollide järgi. 

Viielt normaalselt naise DNA-lt (seega kümnelt andmepunktilt) saadud andmete 

põhjal moodustati kontrollpaneel, mille vastu toimus uuritavate DNA-de võrdlus koopiaarvu 

muutuste suhtes. 

Kontroll DNA-delt saadud normaliseeritud fluorestsentsintensiivsustest leiti iga proovi 

kohta keskmine väärtus ning usaldusvahemik (confidence interval, CI). CI arvutatakse 

olemasolevast valimist saadud andmete alusel ning see annab hinnangulise vahemiku saadud 

keskmise väärtuse ümber, mille sisse tundmatu populatsiooniparameeter tõenäoliselt jääb 

(http://www.cas.lancs.ac.uk). Tõenäosuse, et CI näitab parameetri tõest väärtust, määrab 

intervallile valitud usaldusnivoo (confidence level, CL). Levinud CL väärtused on 0,90; 0,95 

ja 0,99. Antud töös kasutati CI leidmisel CL väärtust 0,90, mis katab 90% normaalsest 
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tihedusjaotusest s.t. tõenäosus, et väärtus jääb väljapoole antud vahemikku, on väiksem kui 

0,1 (http://www.stat.yale.edu). 

Uuritavalt DNA-lt saadud normaliseeritud fluorestsentsintensiivsusi kontrollpaneeliga 

võrreldes detekteeriti proovid, mille väärtused uuritavas DNA-s jäid väljapoole CI-d ning 

mida vaadeldi kui potentsiaalselt muutunud koopiaarvuga järjestusi. 
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6 TULEMUSED JA ARUTELU 

 

6.1 INIMESE X KROMOSOOMILE VASTAVA MIKROKIIBI VÄLJA- 

TÖÖTAMINE 

 

Antud magistritöö üheks eesmärgiks oli disainida ja valmistada mikrokiip, mis 

võimaldaks vaimse alaarenguga patsiente skriinida submikroskoopiliste DNA koopiaarvu 

muutuste suhtes üle kogu X kromosoomi teoreetilise lahutusvõimega ~300 kb. 

Hinnanguliselt on umbes 10% kerge vaimse alaarengu juhtudest naistel ja 20-25% 

kõigist vaimse alaarengu juhtudest meestel tingitud muutustest X kromosoomis (Turner 1996) 

ning kuna käesolevaks ajaks on suuremal osal X-liitelise vaimse alaarenguga patsientidel 

häiret põhjustav muutus veel leidmata, peetakse vastavate geenide identifitseerimist ja nende 

rolli kindlaks määramist üheks väga oluliseks lahendamata probleemiks tänapäeva 

meditsiinis. 

Kromosoomspetsiifilistest DNA koopiaarvu määramiseks mõeldud kiipidest on seni 

publitseeritud vaid inimese 22. kromosoomi keskmise lahutusvõimega 75 kb kattev 

genoomsetel kloonidel põhinev kiip (Buckley et al 2002). Sudbrak jt. valmistasid 2001. a. X 

kromosoomile vastava, eelkõige geeniekspressiooniuuringuteks mõeldud cDNA kiibi 

(Sudbrak et al 2001). Ühtlaselt kogu X kromosoomi katvatest spetsiaalselt DNA koopiaarvu 

muutuste detekteerimiseks ja kaardistamiseks mõeldud kiipidest on lisaks käesolevas töös 

käsitletule välja töötamisel, kuid seni veel publitseerimata, BAC kloonidel põhinevad ja 

samuti ~300 kb lahutusvõimet võimaldavad kiibid Leuveni ja Nijmegeni Ülikooli 

töögruppidel. 

 

6.1.1 MÄRKLAUDJÄRJESTUSTE VALIMINE JA KIIBIMAATRIKSI KOOSTAMINE 

 

Märklaudfragmentidena eelistati antud töös DNA kiibile valida bioinformaatiliselt 

selekteeritud ja PCR-il amplifitseeritud järjestused. Erinevalt teistest levinud strateegiatest 

mikrokiipide disainimisel võimaldab uuritava ala bioinformaatiline analüüs unikaalseid 

järjestusi kiibile märklaudfragmentideks valida peaaegu igast huvipakkuvast regioonist, 

sealhulgas ka nö. rasketest (kordusterikastest või segmentaalseid duplikatsioone 

sisaldavatest), kuid samas koopiaarvu muutuste tekkele vastuvõtlikest genoomsetest 
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regioonidest. Lisaks on valitud lähenemine kiibielementide valikul paindlik, võimaldades 

märklaudjärjestuste leidmist ühtlaselt üle uuritava piirkonna – nii kodeerivatest kui 

mittekodeerivatest aladest. Kuna antud juhul on kiibi lahutusvõime määratud vaid valitud 

fragmentide ja nende vahemike pikkustega, saab huvipakkuvas regioonis lahutusvõimet 

vajadusel suurendada. 

Peamisteks faktoriteks, mis selekteeritud unikaalsete järjestuste kasutamist 

kiibielementidena võivad piirata, on uuritava piirkonna kohta olemasoleva järjestusinfo 

vähesus või ebatäpsus ning suureulatuslike kiipide automatiseeritud disainiks hästi sobiva 

bioinformaatilise tarkvara puudumine (Mantripragada et al 2003). Kuna 154 Mb suurune 922 

geeni ja mitmeid aberratsioonidele vastuvõtlikke kohti (hot spot) sisaldav inimese X 

kromosoom on üks paremini iseloomustatud inimese kromosoome, mille järjestuse täielik 

komplekteerimine tänaseks lõpetatud, on kiibi valmistamiseks vajalik täpne järjestusinfo 

seega hästi kättesaadav (http://www.ensembl.org). Samuti on prof. Remmi töörühmal TÜ 

MRI bioinformaatika õppetoolis väljatöötamisel genoomsetele kiipidele järjestuste leidmiseks 

ja analüüsimiseks mõeldud programmide pakett. Seetõttu võib antud juhul peamiste 

puudustena välja tuua suure hulga fragmentide amplifitseerimisest ja puhastamisest tingitud 

suure töömahukuse ning kasutatud praimerite kõrge hinna. 

Märklaudfragmentidele seatud tingimustele – iga järjestus vastab teadaoleva 

asukohaga unikaalsele lookusele genoomis, ei sisalda korduselemente või redundantseid 

järjestusi -vastavad 753 X kromosoomi järjestust ning PCR-i praimerid neile valiti välja ja 

kontrolliti OÜ BioDatas prof. Remmi töörühma poolt. Neist 455 paremini amplifitseeritavat 

fragmenti kasutati edasises töös. 

Selekteeritud fragmendid on ~500 bp pikad ning katavad kogu X kromosoomi peaaegu 

ühtlaselt nii, et kahe järjestuse vaheline ala on keskmiselt 300 kb. Ehkki DNA koopiaarvu 

muutuste määramiseks mõeldud kiipidel kasutatakse enamasti pikemaid (>2 kb) DNA 

fragmente, mille eeliseks peetakse suuremat tundlikkust - vahet signaalitugevuse ja taustmüra 

vahel (Lucito et al 2000) - ning arvatakse, et lühemate järjestuste korral on analüüsitavate 

fluorestsentssignaalide saamine reprodutseeritavalt raskem ja nõuab detektsiooniks väga 

kõrge tundlikkusega aparatuuri (Heiskanen et al 2000), näitasid Stillman ja Tonkinson oma 

töös, et >700 bp fragmentide puhul märklaudjärjestuse pikkus signaaliintensiivsusele enam 

mõju ei avalda (Stillman ja Tonkinson 2001). 

Kuna antud töös oli eesmärgiks valmistada kiip, mis kataks kogu kromosoomi 

võimalikult ühtlaselt, ei võetud märklaudjärjestuste valikul arvesse olemasolevat 

informatsiooni XLMR-ga seotud piirkondade kohta. Seetõttu ei ole kiibi kasutusvõimalused 
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piiratud üksnes X-liitelise vaimse alaarenguga patsientide skriinimisega, kuid samas on 

vajadusel võimalik MRX mutatsiooniderikastest või teistest huvipakkuvatest aladest kiibile 

lisafragmente valides neis regioonides lahutusvõimet tõsta. 

Märklaudjärjestuste mikrokiibile kandmiseks koostati spetsiaalne maatriks, millele X 

kromosoomi unikaalseid regioone esindavad fragmendid kanti vastavalt nende asukohale 

kromosoomis alates lühikese õla telomeersest alast kuni pika õla telomeerse alani. Kuna 

bioinformaatiline selektsioon toimus 2002. a., kui X kromosoomi lõplik nukleotiidne järjestus 

oli alles komplekteerimisel, täpsustati vastavalt NCBI inimese genoomi 34. versioonile 

järjestuste esialgset asukohta ning järjekorda kromosoomil. Seetõttu on praegusel kiibil 

esindamata ~2,4 Mb suurune ala X kromosoomi lühikese õla terminaalsest osast ning 

kaugused märklaudfragmentide vahel ei ole ühtlased. Samuti selgus uuenenud järjestusteabe 

alusel, et valitud fragmentidest kolm ei paikne tegelikult X kromosoomil ning jäeti seetõttu 

uuritavate hulgast välja. 

Lisaks uuritavatele järjestustele sisaldab kiibimaatriks ka tulemuste normaliseerimisel 

kasutatavaid kontrollspotte, milles sisalduv DNA peab olema uuritava DNA-ga sama 

kompleksusega ja nii analüüsitavas kui kontroll DNA-s tasakaalulises olekus (Solinas-Toldo 

et al 1997). Uuritavast alast väljapoole jäävate kontrollidena lisati maatriksisse 47 erinevat 

autosoomsetele kromosoomidele vastavat järjestust, mis on X kromosoomilt pärinevatega 

sama pikkusega, leitud samadel tingimustel ja jagunevad nii, et igalt autosoomilt on vähemalt 

üks kontrolljärjestus. 

Kiibil esindatud märklaudfragmendid koos andmebaasi Ensembl inimese genoomi 

versiooni 23 (juuli 2004) andmetel (http://www.ensmbl.org) neile vastavate 

kromosoomvöötidega on toodud lisas 1. Viimastena on lisas 1 näidatud eelpool nimetatud 

kolm analüüsist välja jäänud fragmenti. 

Negatiivsete kontrollidena, mille alusel tehti kindlaks, et mikrokiibi pinna ja 

märklaudjärjestuste vahel ei toimu mittespetsiifilist hübridisatsiooni, kasutati kiibil 

printimispuhvrit ning veendumaks, et märkimisreaktsioon ja hübridisatsioon on toimunud 

spetsiifiliselt, kolmele A. thaliana fotosünteesil osalevale geenile vastavat järjestust. Ehkki 

antud töö raames arendatava uue kiibil põhineva MAPH tehnoloogia puhul hübridiseeritakse 

mikrokiibile ainult kiibil olevatele järjestustele vastavad proovid ning seetõttu on reaktsiooni 

spetsiifilisust kindlam kontrollida üksikuid proove MAPH amplifitseeritavate proovide kogust 

välja lülitades, peeti mõistlikuks ehitada kiip üles nii, et see oleks kasutatav ka teiste 

kiibipõhiste meetodite, eeskätt MK-VGH puhul. Viimasel juhul hübridiseeritakse kiibile kogu 
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inimese genoomne DNA ja mittespetsiifilise hübridisatsiooni tuvastamine on võimalik vaid 

väljastpoolt inimese genoomi pärinevate järjestuste abil. 

Maatriksi asukoha kindlaks määramise hõlbustamiseks tulemuste detekteerimisel 

paigutati maatriksi nurkadesse fluorestseeruva märgisega konjugeeritud oligonukleotiidid 

ning signaali paremaks eristamiseks taustintensiivsusest ja sama kiibielemendi 

kordustevahelise võrdlusmomendi võimaldamiseks, prinditi kõik kiibielemendid mikrokiibile 

dupleksina. 

Koostatud inimese X kromosoomile vastava mikrokiibi maatriksi skeem on toodud 

lisas 2. 

 

6.1.2 TAHKE KANDJANA KASUTATAVATE KLAASIDE NING PRINTIMISPUHVRI 

VALIMINE 

 

DNA kiipide kandjana kasutatakse tänapäeval enamasti klaasi, mille pind on enne 

märklaudjärjestuste printimist funktsionaliseeritud. Antud töös katsetati tahke kandjana MK-

VGH jt. kiibianalüüside puhul enamlevinud klaasitüüpe – polü-L-lüsiiniga kaetud ning 

erinevaid aminosilaaniga funktsionaliseeritud klaase. 

Üks olulisemaid komponente töökindlate mikrokiipide saamisel on sobiva 

printimispuhvri – puhvri, milles märklaudjärjestused klaasile immobiliseerimiseks 

lahustatakse – leidmine. MK-VGH puhul on väga levinud 3× SSC kasutamine, mis üldjuhul 

annab häid tulemusi, kui tahke kandjana kasutatakse polü-L-lüsiiniga kaetud klaase (Pollack 

et al 1999; Diehl et al 2002). Kuna antud katsetes prooviti ka aminosilaanitud klaase, võeti 

katsetatavate printimispuhvrite valimisel aluseks ka Hegde jt. artikkel, kus autorid väidavad, 

et aminosilaanitud klaasidel annab parimaid tulemusi DMSO (Hegde et al 2000), mille 

kontsentratsioon varieerub erinevates töödes 20% (Snijders et al 2001) kuni 80% (Bruder et 

al 2001). 

Sellest lähtuvalt teostati kontrollhübridisatsioon erinevalt funktsionaliseeritud 

klaasidele, kuhu samad märklaudjärjestused olid kantud erinevates puhvrites (3× SSC,           

1 M Na2CO3/NaHCO3, 25 ja 50% DMSO lahjendatuna ddH2O-s) lahustatuna. 

Tulemused näitasid, et sobiva printimispuhvri kasutamisel olid saadud 

fluorestsentssignaalide tugevused nii polü-L-lüsiiniga kui aminosilaaniga kaetud klaase 

kasutades ligilähedased (joonis 3) ning esialgu otsustati paralleelselt katsetada polü-L-lüsiin- 

ja GenoramaTM SAL-1 klaase. Edasiste optimiseerimiskatsete käigus selgus, et polü-L-
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lüsiinklaaside puhul jäävad spotid oluliselt ebaühtlasemaks ning taustintensiivsus 

märkimisväärselt suuremaks, mis muudab nimetatud klaasid halvemini analüüsitavaks. 

Seetõttu eelistati edasises töös kasutada ainult GenoramaTM SAL-1 klaase ning kontrollkatsete 

tulemuste alusel märklaudjärjestused neile kandmiseks lahustada 25% DMSO puhvris. 

 

       1   2        3    1          2      3          4 

 

 

Joonis 3. Hübridisatsioonikatsed sobiva klaasikeemia ja printimispuhvri leidmiseks. 

Erinevad klaaside funktsionaliseerimise võimalused on toodud joonisest paremal. SA ja   

SAL-1 tähistavad firma Asper Biotech kahte erinevat aminosilaaniga funktsionaliseeritud 

GenoramaTM klaasitüüpi.Printimispuhvrid on märgitud: 1 – 25% DMSO; 2 – 50% DMSO;    3 

- 3× SSC; 4 – 1 M Na2CO3/NaHCO3. 

 

Märklaudjärjestuste kandmiseks mikrokiibile piisavas hulgas, samas aga 

minimaliseerides fragmentide ettevalmistamisel tehtavat tööd ja materjali kadu printimisel, 

tuleb leida spotitavate PCR-i produktide optimaalne kontsentratsioon. Kuna kiibil olev 

materjal peab hübridiseeritava DNA suhtes olema ülehulgas, ei pruugi väga väikese 

kontsentratsiooni puhul spotis olla piisavalt DNA molekule. Liiga suur DNA kontsentratsioon 

muudab aga lahuse printimiseks liiga viskoosseks (Cheung et al 1999), mistõttu klaasile 

kinnitunud DNA kogus võib samuti olla mittepiisav. 

Kirjanduse andmetel on pikkade genoomsete kloonide kasutamisel peetud sobivaks 

kontsentratsiooni 0,4 - 1 µg/µl (Solinas-Toldo et al. 1997). Geeniekspressiooniuuringutes, kus 

kasutatakse lühemaid cDNA kloone, on levinud kontsentratsioon 0,2 µg/µl. Ka Stillman ja 
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Tonkinson on oma töös näidanud, et hübridisatsioonireaktsioon on kiibil olevast DNA 

kogusest sõltuv madalatel kontsentratsioonidel, kuid saavutab platoo 0,25 µg/µl 

kontsentratsiooni juures (Stillman ja Tonkinson 2001). 

Kuna prinditavate fragmentide hulk ja klaasile seonduva DNA kogus sõltub 

kasutatavate proovide pikkusest, printimiseks kasutatud robotinõeltest ja klaaside 

sidumisvõimest, on alati soovitav kontrollkatsetel leida just antud tingimustele sobiv DNA 

kontsentratsioon. Kontrollkatsete vajalikkuse tingis ka asjaolu, et erinevalt enamkasutatavast 

kahevärvihübridisatsioonist plaaniti antud juhul hübridiseerida igale kiibile ainult üks DNA. 

Optimiseerimiskatseks kanti märklaudfragmendid mikrokiibile neljas erinevas 

kontsentratsioonis. Kiibielementidega sama järjestusega proovid märgistati fluorestseeruva 

märgisega ning hübridiseeriti reaalsest eksperimendist suuremas hulgas kiibile. 

 

1   2  3     4 
 

 
 

Joonis 4. Hübridisatsioonikatse sobiva kiibielementide kontsentratsiooni leidmiseks. 

Märklaudjärjestuste kontsentratsioon: 1 – 0,03 µg/µl; 2 – 0,07 µg/µl; 3 – 0,15 µg/µl; 4 – 0,3 

µg/µl. 

 

Saadud tulemused näitasid, et kõik katsetatud märklaud DNA kontsentratsioonid 

tagavad analüüsiks piisava signaalitugevuse (joonis 4). Kuna suurte kiipide korral on 

automatiseerimata märklaudjärjestuste ettevalmistamine, mis hõlmab fragmentide 

amplifitseerimist, puhastamist ning kvantiseerimist, väga töömahukas, otsustati mikrokiipide 

ettevalmistamisele kuluva töö ja vahendite hulga vähendamiseks kanda fragmendid kiibile 

kontsentratsioonis 0,03 µg/µl. 

Võttes aluseks Diehl`i jt. poolt avaldatud artikli, milles kirjeldati puhastamata PCR 

produktide kasutamist mikrokiipide printimisel (Diehl et al 2002), tehti katse hindamaks 

puhastamata fragmentide spottimise võimalikkust antud tingimustes. 



 48

 

    1      2     3 1       2        3    1 2       3       1    2 3 
 

 
 

Joonis 5. Hübridisatsioonikatse erinevalt ettevalmistatud märklaudfragmentide võrdlemiseks. 

Spottimispuhvris (25% DMSO) on lahustatud erinevalt ettevalmistatud märklaud DNA: 1 – 

amplifitseeritud ja puhastamata märklaud DNA; 2 – amplifitseeritud ja puhastatud märklaud 

DNA; 3 – vaakumkontsentreeritud amplifitseeritud ja puhastamata märklaud DNA. 

 

Ehkki fragmentide puhastamine etanooli ja ammooniumatsetaadiga sadestamisel on 

palju aega ja raha nõudev lisaetapp, näitasid saadud tulemused, et antud tingimustes on 

spotitava DNA puhastamine siiski vajalik (joonis 5). 

 

6.2 MIKROKIIBIL PÕHINEVA MAPH PROTOKOLLI KOOSTAMINE 

 

Antud magistritöö teiseks eesmärgiks oli X kromosoomile spetsiifilist DNA kiipi 

kasutades välja töötada protokoll uue kiibipõhise tehnoloogia - MAPH analüüs mikrokiibil 

(MK-MAPH) - tarbeks. 

Aastaid on molekulaardiagnostikas puudunud tehnika, mis võimaldaks 

submikroskoopiliste DNA koopiaarvu muutuste ulatuslikku detektsiooni ja kaardistamist 

(Sellner ja Taylor 2004). Alates meetodi esmakirjeldamisest 1997. a. on seda lünka oluliselt 

täitnud mikrokiibil põhinev võrdlev genoomne hübridisatsioon (Solinas-Toldo et al 1997). 

Ehkki MK-VGH-d kasutades on huvipakkuvaid tulemusi saadud ka konstitutsionaalsete 

kromosoomaberratsioonide ja nendega seotud häirete uurimisel (Veltman et al 2002; Gunn et 

al 2003; Schoumans et al 2004), on meetod leidnud laialdast kasutust eelkõige 

tuumorigeneesis oluliste amplifikatsioonide kindlaks määramisel ja täpsel kaardistamisel. 

Keerukam on MK-VGH-d kasutades hinnata usaldusväärselt ühekoopialisi muutuseid 

DNA koopiaarvus (Albertson ja Pinkel 2003), mistõttu on mitmed töögrupid teinud viimastel 
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aastatel jõupingutusi, muutmaks MK-VGH metoodikat tundlikumaks ja lihtsamini 

teostatavaks. Kuna MK-VGH-l mikrokiibile hübridiseeritavas kogu inimese genoomses 

DNA-s on uuritavate fragmentide osakaal väga väike ning suure enamuse moodustavad 

kordus- ja muud mitteunikaalsed järjestused, on püütud leida võimalusi hübridisatsioonil 

kasutatava genoomse DNA kompleksuse vähendamiseks ning kogu genoomi 

amplifitseerimiseks (Lucito et al 2003; Lage et al 2003; Wang et al 2004). Hübridiseeritava 

materjali kompleksuse vähendamine tõstaks kiibil olevatele järjestustele komplementaarsete 

proovide kontsentratsiooni, parandaks hübridisatsioonikineetikat ning usaldusväärsete 

andmete saamisel kriitilise tähtsusega signaali ja müra vahelist suhet mikrokiibil (Lucito et al 

1998; Lucito et al 2000; Kennedy et al 2003). 

Antud töös võeti genoomse DNA kompleksuse vähendamisel ja amplifitseerimisel 

aluseks Armouri jt. poolt 2000. a. välja töötatud MAPH metoodika (Armour et al 2000). 

 

 
 

Joonis 6. MAPH meetodi põhimõte (Armour et al 2000). 
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Klassikalise MAPH meetodi korral (joonis 6) immobiliseeritakse denatureeritud 

uuritavad ja kontroll DNA-d väikestele nailonfiltri tükkidele ning neile hübridiseeritakse 

inimese Cot-1 DNA juuresolekul ülehulgas kogum nö. MAPH amplifitseeritavaid proove. 

MAPH proovid on mõnesaja aluspaari suurused, kindlatele kaardistatud unikaalsetele 

lookustele vastavad DNA fragmendid, mille otstesse on lisatud universaalsele praimerpaarile 

vastav järjestus. Peale proovide hübridiseerumist komplementaarsetele järjestustele uuritavas 

ja kontroll DNA-s pestakse filtreid vabanemaks seondumata ja mittespetsiifiliselt seondunud 

proovidest. Seejärel asetatakse iga filter eraldi PCR-i tuubi ning amplifikatsiooni esimesel 

etapil denatureeritakse hübridiseerunud proovid DNA-lt. Teisel etapil amplifitseeritakse väike 

kogus esimese amplifikatsiooni produkti PCR-i kvantitatiivse faasi (20-25 tsüklit) kestel 

universaalse praimerpaari abil. Amplifikatsiooni käigus fragmendid ka märgistatakse ning iga 

proovi signaalitugevus määratakse geelelektroforeesil või kapillaarsekvenaatorit kasutades. 

Võrreldes uuritavatele aladele vastavate proovide signaalitugevusi teadaolevalt muutumata 

DNA koopiaarvuga kontrollproovide omaga, leitakse suhteline amplifikatsiooniprodukti hulk 

ehk DNA koopiaarv analüüsitud lookuses (Armour et al 2000; Hollox et al 2002). 

Kuna tegemist on kiire, lihtsa ja odava tehnikaga, mis ei nõua eriaparatuuri olemasolu 

ning mille kohta tehtud hinnangud näitavad, et meetod on suhteliselt kõrge sensitiivsuse 

(valenegatiivsete tulemuste sagedus ~2%) ja spetsiifilisusega (valepositiivsete tulemuste 

sagedus ~6%), on see kiiresti saavutanud küllalt suure populaarsuse väikeste DNA 

koopiaarvu muutuste detekteerimisel (Hollox et al 2002). 

Samas takistab klassikalise MAPH analüüsi puhul kasutatav geelipõhine tulemuste 

detekteerimine meetodi kasutamist suurema ulatusega uuringuteks. Siiani on korraga 

analüüsitud kuni 60 proovi (Akrami et al 2003) ning uuringud on piirdunud mutatsioonide 

detekteerimisega kindlas geenis (White et al 2002) või skriininguga väikeses hulgas lookustes 

(Sismani et al 2001). 

Meetodi läbilaskevõimet oleks võimalik oluliselt tõsta, viies tulemuste detekteerimise 

üle DNA kiibi formaati. Samas, kasutades MAPH amplifitseeritavate proovide kogus 

mikrokiibil olevate märklaudfragmentidega identseid järjestusi, saab vältida totaalse 

genoomse DNA märkimist ja hübridiseerimist mikrokiibile. Ehkki mikrokiibipõhise MAPH 

analüüsi tööle rakendamisega tegeleb paar töörühma, ei ole seni analüüsi kohta publitseeritud 

veel ühtegi artiklit. 

Käesoleva magistritöö raames valmistati 500-st X ja autosoomsetele kromosoomidele 

vastavast proovist MAPH amplifitseeritavate proovide kogu, täiendati MAPH analüüsi 
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protokolli nii, et see võimaldas kasutada senisest suurusjärgu võrra suuremat proovide hulka 

ning DNA koopiaarvu muutuste detekteerimist mikrokiibil. 

 

6.2.1 MAPH AMPLIFITSEERITAVATE PROOVIDE KOGU VALMISTAMINE 

 

MAPH amplifitseeritavad proovid peavad vastama kindlatele tingimustele: efektiivse 

hübridisatsiooni ja amplifikatsiooni tagamiseks peab fragmentide pikkus jääma vahemikku 

100-600 bp, iga proov vastab kindlale teadaoleva asukohaga unikaalsele järjestusele 

genoomis ega sisalda korduselemente (Armour et al 2000; Hollox et al 2002). Kuna DNA 

kiibile märklaudjärjestusi valides jälgiti, et need täidaksid ka MAPH proovidele seatud 

tingimusi, oli MAPH proovidena võimalik antud juhul rakendada samu fragmente, kasutades 

universaalsete praimeritena kloonimisvektorist pärinevaid järjestusi.  

Ehkki bioinformaatiliselt analüüsitud proovide puhul on tõenäosus 

risthübridisatsiooniks väike (Pinkel et al 1998; Lucito et al 2000), kontrolliti peale kogumi 

ettevalmistamist ja komplekteerimist proovide spetsiifilisust kahel katsel, kus MK-MAPH 

eksperimendil kasutati 100-st X kromosoomile vastavast ning 300-st X kromosoomile ja 47-st 

autosoomsetele kromosoomidele vastavast proovist komplekte. Mõlemal juhul detekteeriti X 

kromosoomi kiibil taustmürast selgelt eristatava fluorestsentsintensiivsusega signaalid ainult 

positsioonides, mis vastasid kasutatud proovisegus esindatud järjestustele (lisa 3). 

KNGI teadlaste poolt on valmistatud MAPH proovide töökindlust pisteliselt 

kontrollitud teadaolevate X kromosoomi aberratsioonidega patsientide analüüsil klassikalist 

MAPH metoodikat kasutades (tulemusi ei ole antud töös näidatud). 

 

6.2.2 MK-MAPH PROTOKOLLI VÄLJATÖÖTAMINE 

 

Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs on uus meetod ning vastavaid protokolle saadaval 

ei ole. Seetõttu võeti meetodi tööle rakendamisel aluseks Armour`i jt. poolt avaldatud 

protokoll klassikalise MAPH analüüsi kohta 

(http://www.nott.ac.uk/~pdzjala/maph/protocol.html), mille esimesi - filtrite tegemist, 

proovide hübridiseerimist genoomsele DNA-le ning amplifikatsiooni hõlmavaid – osi 

muudeti nii, et need oleksid kasutatavad ka senisest oluliselt suurema MAPH proovide hulga 

korral. Järgnev – proovide märkimist, mikrokiibile hübridiseerimist ja tulemuste analüüsi 

käsitlev – protokoll koostati, toetudes erinevate DNA kiibi tehnikate osas olemasolevatele 

kogemustele ning publikatsioonidele. 
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Kuna tulemuste suuremahuline detekteerimine mikrokiibil eeldab geeliformaadist 

enamat analüüsitava materjali hulka, tõsteti Armouri jt. protokolliga võrreldes nii filtrile 

immobiliseeritava genoomse DNA kui viimasele hübridiseeritavate MAPH proovide kogust. 

Samuti optimiseeriti amplifikatsioonireaktsiooni tingimusi nii, et ka 500 koos 

amplifitseeritava proovi korral oli ilma PCR-i tsüklite arvu tõstmata võimalik iga 

individuaalset proovi saada kiibil analüüsimiseks piisavas hulgas. Arvestades 

optimiseerimisreaktsioonide tulemusena saadud suuremat produkti hulka, prooviti tsüklite 

arvu ka alandada, kuid tehtud katsed näitasid, et detekteeritavateks signaalideks vajalikku 

amplifikaadi kogust on võimalik saada alates 20 tsüklist. Ehkki klassikalise MAPH analüüsi 

puhul on näidatud usaldusväärseid tulemusi ka amplifikatsioonil veidi suuremat hulka 

tsükleid ja leebemaid temperatuuritingimusi kasutades (White et al 2002), eelistati antud juhul 

jääda PCR-il võimalikult rangete tingimuste juurde. 

Kõige kriitilisem etapp MK-MAPH protokolli koostamisel oli sobiva proovide 

märkimismetoodika leidmine. 

Klassikalisel MAPH analüüsil märgitakse proovid amplifikatsiooni käigus, kasutades 

ühte tavalist ja ühte radioaktiivse- või fluorestsentsmärkega praimerit ning juhul, kui 

signaalitugevuse hindamine toimub geelipõhiselt, on selline märkimine piisav. Kuna DNA 

märkimine amplifikatsiooni käigus oleks võrreldes MK-VGH puhul peamiselt kasutatavate 

nick translatsiooni ja random priming tehnikatega olnud vähem töömahukas ning analüüsi 

ettevalmistamisele kuluv aeg lühem, katsetati ka antud töös esmalt proovide märkimist ühe 

või mõlema fluorestsentsmärkega praimeri abil. Ehkki märkega praimereid kasutades tehtud 

katsed näitasid, et nõrgad signaalid on kiibil detekteeritavad, ei ole selline märkimisviis 

kvantitatiivseks analüüsiks piisavalt tõhus. 

 Erinevate nukleiinhappeanalüüside (MK-VGH, geeniekspressiooni analüüs 

mikrokiibil, FISH) puhul on laialt levinud nn. kaudne märkimine, mille korral funktsionaalset 

rühma sisaldavad modifitseeritud nukleotiidid lülitatakse ensümaatiliselt 

nukleiinhappeahelasse ning peale sünteesi lisatakse funktsionaalsetele rühmadele nendega 

reageerivad fluorofoorimolekulid. Kaudne märkimine on efektiivsem kui suurte 

fluorestsentsmärgistega nukleotiidide otsene viimine DNA ahelasse (Hardiman 2002). Nii on 

näiteks PCR-i reaktsioonil näidatud aminoallüülmodifikatsiooniga nukleotiidide kõrgel 

tasemel (inkorporeerimissagedus ~10-12 märkemolekuli 1000 bp kohta) ja samalaadset 

lülitamist DNA ahelasse. Võrdluseks otsene fluorofooride viimine DNA ahelasse Taq 

polümeraasi poolt annab inkorporeerimissageduseks 2-5 märkemolekuli 1000 bp kohta 

(http://www.wi.mit.edu/CMT). 
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Seetõttu katsetati MAPH proovide märkimist, kasutades amplifikatsioonil 

nukleotiidisegusid, milles erinev hulk dTTP-st oli asendatud aminoallüülmodifikatsiooniga 

dUTP-ga. Kuna aa-dUTP sisaldus nukleotiidisegus alandab PCR-i efektiivsust, on oluline 

leida konkreetse rakenduse jaoks optimaalne aa-dUTP kogus (http://www.wi.mit.edu/CMT), 

mis üheltpoolt võimaldaks väikese amplifikatsioonitsüklite arvu juures analüüsiks piisaval 

hulgal PCR-i produkti, teisalt aga oleks modifikatsiooniga nukleotiidide DNA ahelasse 

lülitamine küllalt sage, et tagada tulemuste detekteerimiseks vajalik signaaliintensiivsus. 20% 

ja 30% aa-dUTP juuresolekul oli PCR-i saagis geelelektroforeesil kontrollides piisav, kuid 

hübridisatsioonil analüüsitavaid signaale ei täheldatud. Tõenäoliselt jäi DNA ahelasse 

lülitatud modifikatsiooniga nukleotiidide sagedus liiga väikeseks ning seetõttu tõsteti           

aa-dUTP osakaalu 40%-ni. Viimasel juhul jäi aga saadud amplifikaadi hulk juba 

geelelektroforeesil kontrollides väikeseks ning ka hübridisatsioonil mikrokiibile ei täheldatud 

signaalitugevuse tõusu. 

Kuna erinevate katsetatud märkimisvõimaluste puhul alanes oluliselt PCR-i saagikus 

ning piisavalt efektiivset märgistamist ei toimunud, otsustati edasi töötada kulukamat ja 

töömahukamat amplifikatsioonijärgset märkimist kasutades. Samale järeldusele, et MAPH 

analüüsi üleviimisel mikrokiibiformaati ei piisa vajaliku tugevusega fluorestsentssignaalide 

saamiseks tõenäoliselt proovide märgistamisest amplifikatsiooni käigus, on tulnud Hollox jt 

(Hollox et al 2002). 

MK-VGH puhul on analüüsitava DNA märgistamisel ühtviisi levinud nii random 

priming kui nick translatsioon ning meetodite töökindluse võrdlemiseks tehtud MK-VGH 

katsed on näidanud, et saadud tulemustes olulisi erinevusi ei ole (Snijders et al 2001). 

Seepärast otsustati ka antud töös katsetada MAPH proovide märgistamist mõlemat nimetatud 

lähenemist kasutades. 

Random priming, mille puhul järgiti mõningate muutustega Pollack`i jt. poolt MK-

VGH tarbeks avaldatud protokolli (http://cmgm.stanford.edu/protocols/4_genomic.html), 

andis mikrokiibil tugeva intensiivsusega fluorestsentssignaale, kuid vaatamata erinevatele 

katsetustele protokolli modifitseerimisel, ei õnnestunud vältida mittespetsiifilisi signaale. 

Tulemusi ei parandanud ka random priming meetodi korral kasutatavate juhuslike praimerite 

segu asendamine MAPH proovidele vastavate universaalsete praimeritega. 

Reprodutseeritavalt spetsiifilised ja analüüsiks piisava tugevusega signaalid saadi 

kaudsel märkimisel, viies nick translatsioonil, mille puhul oli nukleotiidisegus kogu dTTP 

asendatud aa-dUTP-ga, DNA ahelasse aminoallüülmodifikatsiooniga nukleotiidid ning liites 

neile seejärel fluorestsentsvärvi (lisad 3 ja 4). Kuigi Cy3 ja Cy5 fluorofoorid andsid mõlemad 
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häid tulemusi, kasutati analüüsil rohkem Cy3, mis on vähem vastuvõtlik fotodegradatsioonile 

(Hegde et al 2000). 

Ehkki MK-VGH puhul on enamlevinud nn. kahevärvihübridisatsioon, mille korral 

erinevate fluorofooridega märgistatud uuritav ja kontroll DNA hübridiseeritakse samale 

mikrokiibile, eelistati antud juhul hübridiseerida igale kiibile üks DNA. 

Ühevärvihübridisatsioon võimaldab luua normaalsetelt DNA-delt saadud tulemustest nn. 

kontrollpaneeli, mille vastu järgnevalt uuritavat materjali võrreldakse. Sarnast lähenemist on 

DNA koopiaarvu analüüsil eelistatud ka teiste autorite poolt (Bignell et al 2004). Kuna 

suuremahulistel DNA koopiaarvu uuringutel on tervetel indiviididel täheldatud sagedast DNA 

koopiaarvu polümorfismide esinemist genoomi erinevates regioonides (Lucito et al 2003), 

võimaldab uuritava DNA võrdlemine mitmel DNA-l põhineva kontrollpaneeli vastu 

usaldusväärsemat analüüsi. Samuti puudub kontrollpaneeli olemasolu korral vajadus 

järgnevaks normaalsete indiviidide analüüsiks, mis võimaldab kokku hoida uuringule 

kuluvaid vahendeid. Ehkki ühevärvihübridisatsiooni puuduseks võib pidada mikrokiipidel 

esinevate artefaktide ja varieeruvuste suuremat mõju, on neid sobivaid normaliseerimis- ja 

analüüsimeetodeid kasutades võimalik minimaliseerida. Samas kaob vajadus 

kahevärvihübridisatsioonil tarviliku kahe erineva fluorofoori intensiivsustevahelise 

korrelatsioon leidmiseks. 

Kuna üle kogu imetaja genoomi esineb suurel hulgal lühikesi DNA kordusjärjestusi, 

mis võivad mittespetsiifiliselt hübridiseeruda kiibil esindatud lookustele, on oluline need 

efektiivselt blokeerida. Seetõttu tuleb MK-VGH puhul lisada hübridisatsioonilahusele suures 

koguses (vähemalt 10 – 30 µg 1 µg genoomse DNA kohta) inimese Cot-1 DNA-d (Solinas-

Toldo et al. 1997). Inimese Cot-1 DNA kasutamine on kallis ja kommertsiaalselt saadaoleva 

Cot-1 DNA kvaliteet on partiide lõikes märkimisväärselt varieeruv, mistõttu on tulemuste 

ühtlustamiseks ja analüüsi hinna alandamiseks soovitatud hübridisatsioonil mikrokiipidele 

leida võimalusi Cot-1 DNA hulga vähendamiseks või selle täielikuks eemaldamiseks 

(Buckley et al 2002). MK-MAPH analüüsi puhul, kus kiibihübridisatsioonil on esindatud 

ainult märklaudfragmentidele vastavad järjestused, kaob vajadus Cot-1 DNA lisamiseks 

uuritavale materjalile. Blokkeerimine on tarvilik vaid proovide hübridisatsioonil filtrile 

immobiliseeritud genoomsele DNA-le ning sel juhul on piisav 2 µg inimese Cot-1 DNA 

kasutamine 1 µg genoomse DNA kohta (Armour et al 2000; White et al 2002). 

Peale hübridisatsioonil saadud signaalide detekteerimist ning kahe korduse vahelise 

keskmise fluorestsentsintensiivsuse leidmist iga proovi kohta, tuleb erinevatest katsetest 

pärinevad andmed muuta omavahel võrreldavaks. Kuna mikrokiibitehnikate puhul on 
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eksperiment minimaliseeritud, muudab see meetodi väga tundlikuks katsete käigus esinevate 

varieerumiste (juhuslikud erinevused märklaud DNA märgistamisel, kiibile kantud materjali 

hulgas ning spottide suuruses, mittespetsiifiline hübridiseerumine jpm.) suhtes. Seetõttu on 

kiibipõhistel meetoditel saadud andmete interpreteerimisel oluline fluktuatsioonide mõju 

vähendamine sobivaid normaliseerimisprotseduure kasutades (Schuchhardt et al 2000). 

Lihtsat normaliseerimist võimaldab nn. globaalne normaliseerimine - protseduur, mis 

on laialdaselt kasutusel ka mikrokiibil põhinevatel geeniekspressiooniuuringutel ning mille 

käigus jagatakse iga üksiku kiibielemendi fluorestsentsintensiivsus läbi kõigi spottide 

keskmise intensiivsusega (Heiskanen et al 2000). Samas ei saa antud lähenemist kasutada 

juhul, kui muutunud koopiaarvu või ekspressioonitasemega on suhteliselt suur hulk kiibil 

olevatest elementidest (Knudsen 2002). Kuna MK-MAPH-i on kavas kasutada eelkõige 

seniteadmata asukoha ning suurusega DNA koopiaarvu muutuste skriinimiseks, tuleb 

arvestada võimalusega, et uuritavas DNA-s võib muutunud koopiaarvuga olla suur osa proove 

ning globaalset normaliseerimist kasutada pole võimalik. 

 MK-VGH puhul on levinud normaliseerimine uuritavast alast väljapoole jäävate ning 

uuritavas ja kontroll DNA-s muutumata koopiaarvuga kontrollspottide abil (Solinas-Toldo et 

al 1997; Wessendorf et al 2002), mida autosoomidele vastavate järjestustega spotte kasutades 

katsetati ka antud töös. Vastavalt signaalitugevuse reprodutseeritavusele kontrollspottides 

valiti esialgu kiibile kantud 47-st kontrollist normaliseerimiseks 35. 

Lisaks oli tänu MAPH metoodika olemusele võimalik proovida 

fluorestsentsintensiivsuste normaliseerimist nn. sisemiste kontrollide järgi. Sisemisteks 

kontrollideks valiti 10 proovi, millele vastavad järjestused asuvad kiibil erinevates 

lokatsioonides ning andsid katsete käigus ühtlaseid signaale. Valitud proovid eemaldati 

MAPH amplifitseeritavate proovide kogust ning neist valmistati omaette segu, mida kindlas 

hulgas lisati igale analüüsitavale DNA-le. Kuna sisemiste kontrollide kogus oli kõigi 

eksperimentide puhul võrdne, sai vastavate signaalitugevuste kaudu katsete vahelised 

kõikumised taandada. 

Esmastes kontrollkatsetes on mõlemad lähenemised andnud normaliseerimisel 

ühesuguseid tulemusi ning on seetõttu paralleelselt kasutusel. 

Võimalike koopiaarvu muutuste leidmiseks kasutati kontrollkatsetes mikrokiipide 

analüüsiprogrammi OligoStat modifikatsiooni MAPHStat. Kuna erinevalt MK-VGH puhul 

kasutatavast uuritava DNA võrdlemisest konkreetse kontroll DNA-ga, analüüsiti antud juhul 

test DNA-d kontrollpaneeli vastu, loobuti ka tavapärasest kahe DNA vaheliste 

fluorestsentsintensiivsuste suhete leidmisest. 
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Uuritavalt DNA-lt saadud normaliseeritud fluorestsentsintensiivsusi kontrollpaneeliga 

võrreldes detekteeriti proovid, mille väärtused uuritavas DNA-s jäid väljapoole CI-d ning 

mida vaadeldi, kui potentsiaalselt muutunud koopiaarvuga järjestusi. Kuna esialgsed katsed 

meetodi hindamiseks tehti enne mitteusaldusväärseid tulemusi andvate järjestuste 

eemaldamist mikrokiibilt ja MAPH proovide segust, tuli arvestada võimalusega, et proovi 

hälbimus CI-st on tingitud mitteadekvaatselt käituvast proovist. Samuti võis erinevusi 

põhjustada artefaktide esinemine kiibil ning mõne katse puhul ka liiga nõrgad 

signaaliintensiivsused. 

 

6.3 KONTROLLKATSED MEETODI TÖÖKINDLUSE HINDAMISEKS 

 

Enne katseid uuritava materjaliga teostati meetodi töökindluse hindamiseks 

kontrollkatsed. MK-VGH puhul kasutatakse kontrollimiseks enamasti normaalse indiviidi 

DNA-de võrdlemist omavahel ning juhul, kui uuritavate või kontrollspottide hulgas leidub ka 

X kromosoomile vastavaid, normaalse naise ja mehe DNA-de võrdlust (Pinkel et al 1998; 

Bruder et al 2001). Samuti analüüsitakse kontrollkatsetes teadaoleva DNA koopiaarvu 

muutusega rakuliine või patsiendimaterjali (Pollack et al 1999; Buckley et al 2002). 

Antud töö raames tehtud esmaste katsete eesmärgiks oli kindlaks määrata, kas välja 

töötatud MK-MAPH protokolli ning inimese X kromosoomile vastavat mikrokiipi kasutades 

suudetakse tuvastada oodatavaid DNA koopiaarvu muutuseid, võrreldes omavahel normaalset 

naise DNA-d, normaalset mehe DNA-d ja tsütogeneetiliselt kindlaks määratud X kromosoomi 

aberratsiooniga patsientidelt pärinevat DNA-d. Kuna eesmärgiks oli üksnes protokolli ning 

kiibi töökindluse kontrollimine, piirduti DNA järjestuse juurdekasvu või kadumise 

detekteerimisega ega määratud kindlaks täpseid fluorestsentssuhete lävitasemeid, mille alusel 

tuvastada tundmatuid dupliktasioone, deletsioone või amplifikatsioone. 

Kõik katsed teostati vähemalt nelja korduseksperimendina ning toorandmete 

normaliseerimisel kasutati kõiki materjal ja metoodika osas nimetatud 

normaliseerimismeetodeid. 

Katseti esines varieeruvusi mikrokiibil detekteeritud fluorestsentssignaalide tugevuses, 

mis olid tõenäoliselt tingitud erinevustest MAPH proovide amplifikatsioonil, märkimise 

efektiivsuses või mikrokiipide kvaliteedis, kuid saadud tulemused olid korduskatsete lõikes 

ning erinevaid normaliseerimisvõimalusi kasutades ühesugused. 
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Igal katsel esines kiibielemente, mille puhul saadud tulemused erinesid oodatud 

väärtustest. Viimast on täheldatud ka teiste autorite poolt ning põhjusteks võivad olla katseti 

erinev tausta fluorestseerumine, hübridisatsiooni- ja pesutingimuste varieeruvus mikrokiibi 

erinevates osades, kiibi pinna füüsikalis-keemiliste omaduste muutused mingis regioonis, 

mõõtmisel kasutatava aparatuuri fluktuatsioonid, vead analüüsimisel jm. (Pinkel et al 1998; 

Lucito et al 2000). Ei saa ka välistada, et positsioonides, kus tulemused ei vastanud oodatule, 

võis põhjuseks olla DNA koopiaarvu polümorfism. 

Samuti esines umbes 15 proovi, mis erinevate katsete käigus andsid väga nõrku või 

mittedetekteeritavaid fluorestsentssignaale ning mille põhjuste selgitamisel võib olla abiks 

järgneva töö käigus plaanitud täiendav bioinformaatiline analüüs. Nimetatud proovid jäeti 

koos negatiivsete ning sisemiste kontrollidega analüüsist välja. 

  

6.3.1 NORMAALNE NAISE DNA vs NORMAALNE NAISE DNA 

 

Kõige esmaseks metoodika hindamiseks uuriti kontrollpaneeli vastu normaalset naise 

DNA-d. Oodatavalt jäid tehtud katsetes proovide fluorestsentsintensiivsused nii X 

kromosoomile kui autosoomidele vastavates alades CI piiridesse (lisa 5) ning üle kiibi esines 

katseti umbes 20 proovi, mille puhul normaliseeritud signaalitugevus jäi usaldusintervallist 

välja. Neist enamuse korral oli tegu analüüsimatu signaaliga uuritaval kiibil, mõnel juhul ka 

väga väikese hälbega kitsa ulatusega CI-st. 

 

6.3.2 NORMAALNE NAISE DNA vs NORMAALNE MEHE DNA 

 

Normaalse mehe DNA võrdlus kontrollpaneeliga andis tulemuseks selge eristumise X 

kromosoomile ja autosoomidele vastavate proovide vahel (lisa 6). X kromosoomi proovidest 

ei jäänud allapoole CI-d umbes 20 proovi, neist veerandi puhul oli tegu kiibil esinevate 

artefaktidega. Mehe ja naise DNA-de võrdlemisel tuleb ka arvestada, et X kromosoomi korral 

on fluorestsentsintensiivsuste suhe kõrgem kui heterosügootsete deletsioonide korral. 

Seejuures võib proovide puhul esineda järjekindlat varieerumist keskmisest suhtest, mis on 

tõenäoliselt tingitud sellest, kui palju individuaalne proov omab järjestussarnasust Y 

kromosoomiga (Snijders et al 2001). 

Normaalset mehe DNA-d esindavatest autosoomsetest proovidest jäi enamus 

kontrollpaneeli CI piiridesse. Välja jäänud proovidest vaid 3 jäid allapoole CI-d ning kolme 

puhul oli samuti tegemist artefaktiga. 
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Kuna normaalsete DNA-de võrdlemisel saadud tulemused vastasid oodatule, jätkati 

kontrollkatseid teadaolevaid X kromsoomi aberratsioone kandvate indiviidide DNA-d 

kasutades. 

 

6.3.3 PATSIENT A-2879 DNA ANALÜÜS 

 

Patsient nr. A-2879-l, kelle DNA saadeti SA TÜK Meditsiinigeneetika Keskusest, oli 

varasem kromosoomanalüüs näidanud karüotüüpi 46,XX,Xp+. Täiendaval Dresdeni Ülikooli 

tsütogeneetika ja molekulaartsütogeneetika laboris dr. Bartschi`i poolt tehtud FISH uuringul 

leiti, et tegemist on X kromosoomi lühikese õla distaalse, Short stature homeobox (SHOX) 

geeni (lokatsioon Xp22.33), hõlmava deletsiooniga ning sellest proksimaalselt paikneva, 

Arylsulfatase C (ARSC1) geeni sisaldava (Xp22.31), segmendi duplikatsiooniga. 

Välja töötatud X kromosoomile spetsiifilisel DNA kiibil vastab aberratsioonist 

haaratud Xp terminaalsele alale ainult 10 proovi, seejuures on täiesti katmata esimesed ~2,4 

Mb. Kuna SHOX geen paikneb positsioonis ~0,5 Mb, ei ole nimetatud deletsiooni kiibi 

praeguse disaini korral võimalik detekteerida. Samas eristus kõigil juhtudel duplitseerunud 

ala, mis vastavalt FISH analüüsile oleks pidanud antud kiibil hõlmama proovid kuni X70-ni. 

Tehtud eksperimendid näitasid aga, et fluorestsentsintensiivsused jõudsid CI piiridesse 

kromosoomvöödi Xp22.22 proksimaalses osas ning ületasid usaldusvahemiku lühiajaliselt 

taas proovide kohal, mis vastavad kromosoomvöötidele Xp22.13 – p22.12 (lisa 7). Kuna 

teostatud FISH analüüsil Xp22.31 ja Xcen vahelisele alale vastavaid proove ei kasutatud, võib 

olla tegemist ulatuslikuma duplikatsiooniga, mis vajaks kindlasti kinnitamist teisi 

metoodikaid kasutades. 

 

6.3.4 PATSIENTIDE A-2857 JA A-2858 DNA ANALÜÜS 

 

Samuti SA TÜK Meditsiinigeneetika Keskusest saadetud patsientide A-2857 ja         

A-2858 puhul on tegemist kaksikõdedega, kellel tsütogeneetiline analüüs oli näidanud 

karüotüüpi 46,X,i(X)(q10). 

Kõigis kaheteistkümnes kahe patsiendi peale tehtud korduskatses oli täheldatav 

tendents, kus ühe koopiaga esindatud X kromosoomi lühikesele õlale vastavad proovid jäid 

allapoole kontrollpaneeli CI-d ning kolme koopiaga pikale õlale vastavad proovid ületasid 

seda (lisad 8 ja 9). Samas esines mõlemal juhul küllalt palju oodatavat tulemust mitteandvaid 

proove. Samuti ei õnnestunud täpselt kindlaks määrata murrukohta, mis 
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kromosoomvöödistuse andmetel peaks paiknema Xq10, kuid antud juhul oli üleminek 

järjekindlalt täheldatav kromosoomvöödi Xp11.22 proksimaalses osas. 

 

6.3.5 PATSIENT 220728 DNA ANALÜÜS 

 

Järgnevalt teostati pimekatse DNA-ga mehelt, kes kandis X kromosoomil meile 

teadmata asukohaga ~7,5 Mb suurust deletsiooni. 

Kuna ühe- ja kahealleelse deletsiooni eristamist peetakse MK-VGH puhul kõige 

raskemaks (Solinas-Toldo et al 1997) ning antud katsetes ei olnud seatud ka 

fluorestsentsintensiivsuste lävitasemeid vastavate muutuste eristamiseks, võrreldi 

patsiendimaterjali neljast normaalse mehe DNA-st koostatud kontrollpaneeli vastu. 

Erinevalt teistest kontrollkatsetest, teostati antud patsiendimaterjaliga ainult kaks 

korduseksperimenti, mille puhul oli tegemist küllalt halva kvaliteediga kiipidega ning sellest 

tingitult suhteliselt nõrkade hübridisatsioonisignaalidega. Seetõttu andsid paljude 

kiibielementide kohta saadud fluorestsentsintensiivsused mitteusaldusväärseid tulemusi, kuid 

selgelt eristus Xp terminaalne piirkond ~7,7 Mb paikneva proovi X60-ni. Nimetatud alas jäi 

signaaliintensiivsus enamuse proovide korral CI-st madalamale tasemele ja järelpärimine dr. 

Vermeesch`ilt Leuveni Ülikoolist kinnitas, et tegemist on X kromosoomi lühikese õla 

terminaalse ~7,5 Mb deletsiooniga. 

Ehkki antud juhul on tegemist homosügootse deletsiooniga, mis teoreetiliselt ei tohiks 

vastavates positsioonide signaali anda, on reaalselt autofluorestsentsist jm., X kromosoomi 

puhul ka võimalikust sarnasusest Y kromosoomi järjestusega, tingitud signaalid 

detekteeritavad ka homosügootsete deletsioonide puhul. Nii näiteks on Bruder jt. võrdlusel 

normaalse DNA-ga (intensiivsuste suhe 1,0) näidanud homosügootsete deletsioonide puhul 

suhte väärtust ~0,26 (Bruder et al 2001). 

 

6.3.6 JÄRGNEV TÖÖ X KROMOSOOMILE VASTAVA MIKROKIIBI JA MK-MAPH 

METOODIKA ARENDAMISEL 

 

Saadud tulemused (lisad 5 - 10) näitasid, et MK-MAPH metoodika võimaldab 

detekteerida erineva suurusega madalatasemelisi erinevusi DNA koopiaarvus ning omab 

seega potentsiaali deletsioonide ja duplikatsioonide ulatuslikuks analüüsiks ka lühemaid 

märklaudjärjestusi kandvate DNA kiipide puhul. Samas on antud katsete näol siiski tegemist 

esialgsete eksperimentidega, mille eesmärgiks oli välja selgitada, kas MK-MAPH protokoll ja 
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valmistatud X kromosoomi kiip põhimõtteliselt töötavad ning järgnevalt seisab ees töö nii 

vastava mikrokiibi kui metoodika „peenhäälestamiseks“. Alles seejärel võib eeldada meetodi 

suutlikkust detekteerida DNA koopiaarvu muutuseid suure täpsusega ning sellest tulenevalt 

asuda analüüsima patsiendimaterjali, mis antud projekti puhul pärineb seniteadmata 

põhjusega vaimse alaarenguga indiviididelt, kelle perekonnauuring viitab häire X-liitelisele 

pärandumisele. 

Kuna siiani on TÜ MRI-s erinevate kiibiuuringute puhul kasutatud isevalmistatud 

oligokiipe ning kogemused pikki fragmente kandvate genoomsete kiipide disainimisel 

puudusid, on antud uurimistöö uudne ka bioinformaatika seisukohast. Eelkõige peakski 

järgnev töö sisaldama täiendavat bioinformaatilist analüüsi ning proovide hindamist, 

selgitamaks välja miks osad antud järjestustest ei anna oodatud tugevusega 

fluorestsentssignaale või on saadud intensiivsused korduskatsete lõikes väga varieeruvad. 

Tehtud katsetes ei andnud reprodutseeruvalt kvantiseerimiseks piisavat signaali umbes 

15 proovi. Tegemist on vaid 3-4%-ga X kromosoomile vastavast proovide kogust ning seega 

võib kiibi disaini pidada õnnestunuks. Mittetöötavate proovide eemaldamine analüüsist ning 

asendamine teiste sama regiooni esindavate unikaalsete järjestustega kuulub esmajoones 

plaanitavate täienduste hulka. Lisaks on vaja uute proovidega katta regioonid X kromosoomil, 

kus järjestuste esialgse asukoha täpsustumise järel jäi lahutusvõime oluliselt alla 300 kb. 

Samuti tuleb täiendada olemasolevat kontrollpaneeli ning kindlaks määrata 

lävitasemed, eristamaks homo- ja heterosügootseid deletsioone ning erineva tasemega tõuse 

DNA järjestuse koopiaarvus. Esialgsed katsed on teostatud, kasutades samalt DNA-lt ja 

kümnelt andmepunktilt saadud andmeid, mis võib aga olla liiga väike hulk teadmata 

asukohaga mutatsioonide usaldusväärseks detekteerimiseks. Tõenäoliselt on see ka peamiseks 

põhjuseks, miks mitmete proovide puhul jäi standardhälve küllalt suureks ning seega 

võimaldab kontrollpaneeli täiendamine muuta kitsamaks neile vastavaid usaldusvahemikke. 

Selleks, et välistada DNA koopiaarvu polümorfismide mõju analüüsi tulemustele, on vajalik 

võrrelda erinevaid kontrollindiviide ning välja selekteerida DNA-d, mille puhul on kahtlus 

polümorfsete deletsioonide või duplikatsioonide esinemisele. Viimasel juhul oleks kindlasi 

abiks ka Lucito jt. poolt välja pakutud DNA koopiaarvu polümorfismide andmebaasi loomine 

(Lucito et al 2003). 
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6.4 MIKROKIIBIL PÕHINEVA MAPH ANALÜÜSI VÕRDLUS TEISTE 

SAMALAADSETE MEETODITEGA 

 

Klassikalise ja mikrokiibil põhineva MAPH metoodika võrdlus teiste DNA 

koopiaarvu määramiseks kasutatavate võimalustega põhiliste parameetrite osas, mis tehnikat 

iseloomustavad, on toodud tabelis 6. 

 

Tabel 6. DNA koopiaarvu analüüsiks kasutatavate meetodite võrdlus. Tabel põhineb Hollox`i 

jt. poolt avaldatud artiklil (Hollox et al 2002) ning on täiendatud MK-MAPH osas. 
Meetod Lahutus-

võime  

Lahutusvõimet piirav faktor Algmaterjal Lookuseid 

per test 

Vajalik lisaaparatuur 

PCR ja geelelektroforees 2 bp–5 kb Geeli lahutusvõime, ensüümi 

protsessiivsus, DNA kvaliteet 

Genoomne DNA < 6 Puudub 

Reaalaja PCR > 50 bp Amplikonide suurused ja vahemaad Genoomne DNA < 6 Reaalaja PCR-i masin 

Kvantitatiivne multipleks 

PCR 

> 50 bp Amplikonide suurused ja vahemaad Genoomne DNA < 6 Fluorestsentsgeel/ 

kapillaarsekvenaator 

G - vöödistus > 2 Mb Kromosoompreparaat Metafaasi 

kromosoomid 

< 1500 Mikroskoop 

VGH 3 - 10 Mb Kromosoompreparaat Metafaasi 

kromosoomid 

< 300 Fluorestsentsmikroskoop 

MK-VGH > 30 kb Märklaudjärjestuste pikkused ja 

vahemaad 

Genoomne DNA ~3000 DNA kiibi skänner 

Metafaasi FISH > 30 kb Kromosoompreparaat Metafaasi 

kromosoomid 

2 - 3 Fluorestsentsmikroskoop 

Interfaasi FISH > 30 kb Kloonide vahemaa/ 

mikroskoobi lahutusvõime 

Rakud 2 - 3 Fluorestsentsmikroskoop 

Southern blot 1 kb–2 Mb Restriktsioonifragmentide pikkus/ geeli 

lahutusvõime 

Genoomne DNA 1 - 2 PhosphoImagerTM 

MAPH > 100 bp Proovide pikkused ja vahemaad Genoomne DNA > 60 Fluorestsentsgeel/ 

kapillaarsekvenaator 

MK-MAPH > 300 kb Proovide pikkused ja vahemaad Genoomne DNA ~500 DNA kiibi skänner 

 

Arvestades eeliseid, mida kiibipõhiselt MAPH meetodilt eelkõige võrdluses MK-

VGH-ga oodati, kinnitavad kontrollkatsed DNA koopiaarvu muutuste tuvastamisel, et 

uuritava genoomse materjali kompleksuse vähendamine ja proovijärjestuste amplifitseerimine 

muudab analüüsitavate fluorestsentssignaalide saamise mikrokiibil oluliselt lihtsamaks, jättes 

samas muutumatuks erinevatele koopiaarvudele vastavad suhtelised DNA hulgad. Seetõttu on 

MK-MAPH abil võimalik DNA ühekoopialiste muutuste detekteerimiseks saada piisava 

tugevusega signaale ka lühemaid, suuremat lahutusvõimet tagavaid, märklaudjärjestusi 

kasutades. 

Kuna märkimisreaktsioonil ja hübridisatsioonilahuses on MK-MAPH puhul esindatud 

ainult kiibielementidele vastavad fragmendid, on uuritavate järjestuste kontsentratsioon 
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suurem ning lähtematerjalina saab kasutada MK-VGH-ga võrreldes mõnevõrra väiksemat 

hulka uuritavat DNA-d - ~1-2 µg genoomset DNA-d MK-VGH puhul vajaliku 3-5 µg asemel. 

Ehkki uuritava materjali kokkuhoid on eeliseks alati, muutub võimalus analüüsi teostada 

väikesest hulgas algmaterjalist iseäranis oluliseks juhtudel, kus kasutada saab piiratud kogust 

DNA-d, näiteks prenataalsel diagnostikal või arhiveeritud koematerjalide uurimisel. 

Samuti peaks antud juhul uuritava DNA-ga võrdluseks kasutatav normaalsetel     

DNA-del põhinev kontrollpaneel tõstma analüüsi usaldusväärsust, vähendama kiibil esinevate 

juhuslike varieeruvuste ning normaalses genoomis esinevate DNA koopiaarvu 

polümorfismide mõju saadud tulemustele. 

MK-MAPH peamiseks puuduseks võrreldes MK-VGH-ga on hetkel oluliselt suurem 

käsitsi tehtava töö hulk uuritava materjali ettevalmistamisel ning sellest tingitult ka veidi 

pikem analüüsi aeg. Eriti puudutab probleem uuringu algetappe - MAPH proovide kogu välja 

töötamist ning uuritava DNA märkimiseks ettevalmistamist. Kuna suur töömahukus on, 

sõltumata tulemuste detekteerimise formaadist, MAPH analüüsi peamiseks kitsaskohaks, 

otsitakse erinevaid võimalusi filtrite valmistamise ja hübridisatsiooni automatiseerimiseks 

(Hollox et al 2002; Sellner ja Taylor 2004). Samas on uuritavat DNA-d iseloomustavat 

MAPH proovide amplifikaati võimalik kasutada umbes 20 eksperimendiks, mis omakorda 

muudab korduskatsete tegemise MK-VGH-st kiiremaks ja lihtsamaks. 

Kõigi kiibipõhiste analüüside puhul on üheks oluliseks piiranguks peetud 

eksperimendi suhteliselt kõrget hinda, mis on aga kompenseeritav ühe katse käigus saadava 

suure andmete hulgaga. Nii näiteks on antud kiipi kasutades üks MK-MAPH analüüs 

võrreldav 100 FISH eksperimendiga. Võrdluses peamise kiibipõhise DNA koopiaarvu 

analüüsiks kasutatava tehnika, MK-VGH-ga, ei vaja MK-MAPH uuring lisaaparatuuri ega 

tõsta ka analüüsi hinda. 

 Kvantitatiivsete meetodite puhul, mis sisaldavad amplifikatsioonietappi, on risk, et 

saadud tulemusi võib mõjutada PCR-i loomuomane varieeruvus (Bignell et al 2004). 

Võrreldes teiste võimalustega kogu genoomi amplifitseerimiseks, mida kiibipõhiste 

analüüside puhul kasutatakse, on MK-MAPH korral tegemist väikese tsüklite arvuga, mistõttu 

peaks vähenema PCR-i küllastumisest tulenev erinevate reaktsioonide vaheline hälve (bias). 

Samuti on PCR-i varieeruvuse mõju võimalik vähendada, amplifitseerides koos uuritavate 

proovidega ka normaliseerimiseks kasutatavaid kontrollproove. Lisaks on MK-MAPH 

eeliseks mitmete amplifikatsioonitehnikate ees universaalsete praimerite kasutamine, mis 

aitab vältida erinevate praimerite multipleksimisega kaasnevaid probleeme amplifikatsioonil. 
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 Kokkuvõttes võib öelda, et esmane töö MK-MAPH metoodika välja töötamisel on 

tehtud ja katseliselt kontrollitud, mis annab alust loota, et inimese X kromosoomile vastav 

DNA kiip on töökindel, MK-MAPH metoodika piisavalt tundlik madalatasemeliste DNA 

koopiaarvu muutuste detekteerimiseks ning peale täiendusi on mõlemal potentsiaali 

kasutamiseks teadustöös ja diagnostikas, eelkõige XLMR põhjuste uurimisel ja patsientide 

skriinimisel. 
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7 KOKKUVÕTE 
 

Vaimne alaareng esineb umbes 3% üldpopulatsioonist ning on kõige sagedasem raske 

puude põhjus lastel ja noorukitel. Vaimset mahajäämust tingivad faktorid on väga 

heterogeensed ning umbes pooltel juhtudel on häire põhjus leidmata. Arvatakse, et suurel osal 

juhtudel võib vaimse mahajäämuse teke olla seotud erinevates genoomipiirkondades 

esinevate submikroskoopiliste muutustega DNA koopiaarvus. Viimaste suuremahuline 

detekteerimine on saanud võimalikuks aga alles viimastel aastatel seoses mikrokiibil 

põhinevate DNA koopiaarvu analüüsi metoodikate arenguga. 

Üheks olulisemaks märklauaks vaimse alaarengu põhjuste uurimisel on inimese X 

kromosoom, millega seostatakse ligi veerandit kõigist vaimse mahajäämuse juhtudest meestel 

ning 10% kerge mahajäämuse juhtudest naistel. Samuti on X-liiteline mittesündroomne 

vaimne alaareng ainus teadaolev perekondliku mittespetsiifilise vaimse alaarengu vorm. 

Käesoleva magistritöö raames disainiti ja valmistati inimese X kromosoomile vastav 

DNA kiip ning seda kasutades töötati välja uus kiibipõhine meetod DNA koopiaarvu 

analüüsiks - Multiplex Amplifiable Probe Hybridization (MAPH) mikrokiibil. 

Mikrokiibile kandmiseks valiti ning valmistati ette 455 unikaalsele X kromosoomi 

lookusele spetsiifilist järjestust ning 47 autosoomsetele kromosoomidele vastavat 

kontrollfragmenti, leiti sobivad printimistingimused ning valmistati kiibid, mis tagavad DNA 

koopiaarvu analüüsi üle kogu inimese X kromosoomi teoreetilise lahutusvõimega ~300 kb. 

Samuti koostati kiibile kantud järjestustega identsetest fragmentidest MAPH 

amplifitseeritavate proovide kogum ning koostati MK-MAPH protokoll, mis võimaldab 500 

proovi analüüsimist mikrokiibil. 

Esmased kontrollkatsed MK-MAPH meetodi ja valmistatud DNA kiibi töökindluse 

hindamiseks viidi läbi normaalset naise ja mehe DNA-d ning teadaolevate X kromosoomi 

aberratsioonidega patsientide DNA-d kasutades. Tehtud katsed näitasid meetodi suutlikkust 

detekteerida ühekoopilisi erinevusi normaalsest DNA koopiaarvust. Samuti suudeti pimekatse 

käigus õieti lokaliseerida 7,5 Mb suurune homosügootne deletsioon X kromosoomil. 

Seega on alust loota, et inimese X kromosoomile vastav DNA kiip on töökindel, MK-

MAPH metoodika piisavalt tundlik madalatasemeliste DNA koopiaarvu muutuste 

detekteerimiseks ning peale täiendusi on mõlemal potentsiaali kasutamiseks teadustöös ja 

diagnostikas, eelkõige XLMR põhjuste uurimisel ja patsientide skriinimisel. 
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8 SUMMARY 
 

Mental retardation is a common disorder, which affects ~3% of human population. 

The underlying causes of mental retardation are extremly heterogeneous and the etiology 

remains yet unknown in about half of the cases. There are evidences that many of these 

idiopathic cases may be caused by submicroscopic deletions or duplications of unknown 

location in the human genome, detection of which has been hampered by absence of suitable 

methodology until past few years. 

Our aim in this project was to develop microarray representing a human chromosome 

X and a new array based technology – Multiplex Amplifiable Probe Hybridization on 

microarray (array-MAPH) - for analysis of small DNA copy number variations. 

We selected and prepared target fragments for 455 unique loci at the chromosome X 

with 47 control fragments from different autosomal chromosomes, found suitable printing 

conditions and spotted microarrays, which cover the whole chromosome X with average 

resolution of ~300 kb. 

The set of MAPH amplifiable probes was prepared from the fragments identical to 

those on microarray and the protocol for array-MAPH was developed allowing to analyze of 

500 probes on the DNA array. 

The specificity and sensitivity of the DNA array and array-MAPH technology were 

tested in a series of control experiments with normal female and male DNA as well as 

genomic material from patients with known copy number changes at the chromosome X. The 

experiments demonstrated that the chromosome X array and array-MAPH methodology are 

reliable for the high-resolution measurement of copy number variations and after further 

development have the potential to be used as diagnostic and research tools for identifying the 

genomic variations involved in mental retardation and screening the XLMR patients. 
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LISA 1. Mikrokiibil ning MAPH amplifitseeritavate proovide kogus esindatud uuritavad ja kontrolljärjestused 

 
Proov Kromosoom Positsioon Pikkus bp 5` Praimer 3` Praimer 

A3 1p36.12 22227297 523 CAGTGACCTGCTGGCCCACAC GACAAGGAGCAGGGGACGTGG 
A20 1q25.1 170521466 571 AGGCCAGGGGAACACCTCACA GGCAACACTTGGTGCGCTCAG 
A33 2p25.2 4873575 584 GGTCCCCGACAACTGAGACGC AGCTAATGCCCGAACCCAGCC 
A63 2q31.1 172789747 440 CAACCCTGGAAGCAGGTCCGA TGCACCTGGAGCCTGCCCTAC 
A83 3p21.31 44900104 378 CTGCCTCCTCACCTTGCACCC ACGCCCCACACTGAGCTGGAT 

A106 3q28 189686904 502 GCGGGCTATGCGAGAGGTCC GCTCATCCTCTGGGCGGAATG 
A113 4p14 36354039 377 CAGGCATCTGCTGGCCACAAC CAACACGGGGCCCAGAAAACA 
A138 5p15.2 14104502 213 AGGCAGGCGACACAGCAAACA CAAACTCCCCTTGCCCTGGGT 
A156 5q22.2 111986102 597 TGCAGGAATGCCATTTGTCTCA ATGTGACCCAGGGGAGAGGGG 
A172 6p22.1 29465261 592 CTTCTCCCACCTGGCCGACCT GAGGCCAAAGGGGCAGAGGAT 
A190 6q22.33 129776006 207 ATGGCAGCTGAGCACCCACTGA GAGTTGCCCCAGCCACTGCTC 
A206 7p12.2 50287623 418 CTCAGCATTGTGGTCAGCGCC TGGGCCGAAGGTTGTAGCCTG 
A216 7q22.3 106693576 352 GCCACAGGTCCAAGGCCTCAC GCTAGGGCTGTGCGCCACTTC 
A241 8q23.1 106882290 430 GACCTGGGTCAACTGGACGGC TCTTCAGCGCAGCACACCCAT 
A249 9p21.3 23926708 226 GGCTGTCTTCTGTGGGGCCAA CCAAGCTCCACCTCCTGTCCG 
A251 9p13.3 34093302 589 TAGCCAGGTGGCAGTGCAGGA ACACTCTTCCGAGGGGCACCA 
A253 9q21.31 78448298 350 CACATGCCTCACGAATCCCCA AAGCCCTGGCAGCCAATAGGG 
A255 9q22.33 97508443 579 CGCGCCTGGCTGCATTTACTC TGGTTCCTGGCCGTTGTGGTT 
A261 10p13 20073275 518 CACCAGTGCAAGACATCTTCTTCCG CCCCGGTTGCCACAGTGATTT 
A274 10q23.31 89650556 562 GGAGGGGTGGGGAGAGTGAAA GTGCCCTTTGGGGCAGCTTCT 
A286 11p14.1 34047077 308 GTGACACCCCTGGCTCCTGCT AGTGGCAGGCTGAGGCCAGAC 
A295 11q22.2 101568032 422 CACTCCTTCAGGCCACCAGGC AGGTGGCCCATATCCAGCTCCA 
A298 12p12.2 25043094 505 TGCCCAGCAAAGTACCCCAAA TGTGGATAGCTCGTCATCCCATCA 
A308 12q21.32 86788522 338 GCAGGGCTTTTCAACACTGGGA GACATGCCACCACCTACAACAACA 
A320 13q12.3 30787467 421 GCTCAGTCCCTGGGTGATGGG ACTCTGGCCCGCCTGCTTACA 
A324 13q14.12 47618446 356 TGGTACCTGGCGTGGATGTGC TGTTTCCATGGGTGGGCTTTCA 
A331 13q32.1 93448931 534 GAGGATGAGGGCCGGAGGAAG GCAGCCAAAAGGTGGGAACCA 
A336 14q13.1 33635305 279 GCAAATTGCTTCTGCCCAGGTG CAGTGCAGGAGAAAGGGCGGA 
A345 14q24.3 75787477 251 GGTAAAAGCAATGCTACTAATGCCCG CGGCAGATGCAGGAAGCAGAA 
A355 15q21.2 56945686 502 TGCTTTATGGCAAGGCAGCCA TGCCGAACTCAGCTCCGAACA 
A357 15q21.2 65957669 273 GTGCCACAGGACAGGGTGGG CACTGACTGCATCCTGGCCTCTTC 
A364 16p13.3 9093418 530 CTCCCAAGGCAGAGAGCCTGA GCCACTACATTGCGCCTGGCT 
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A373 16q21 62155724 423 TTACTCTTGTGGGGCCCTGCG GCGCTCTGCCCAATGAGATCC 
A380 17p12 14011749 318 CACCAGCAAACCCAGGGTGGT CTGCAGCACAACGTCCCAAGC 
A388 17q23.3 60794506 332 AGGCAAGAACTACTGCGCCCG TGGAAGGACAACCGCACTGATG 
A394 18p11.22 9918514 507 GGCTGAGTTTGGCCCCTAGCC TTTGCACAACAGGGCAGCACC 
A401 18q12.3 43452640 318 AGACGCACGCCACGACTCAAA CCGCCCTGCAATTAACGTTGG 
A407 19p13.3 4626319 387 TCCCCACGACAGCTTCCACCT CAACATCCAGCGAGTCCTGCG 
A413 19q13.2 46159184 230 GGGGTGAAGGTGCAGAGCTGG CTCCGGCACACTCACACCTGG 
A418 20p12.1 14555956 501 CCAAGGCCATGGTTCCTCCCT AATGCCTGGCACACTGCCTCA 
A424 20q13.11 43631159 479 GCTCCCTGGTGCAGCTCGTCT TGTTCCATGGGAGGCTGCTCA 
A427 21q11.1 12347585 200 TGTTTTGGTGGCTGGCACAATG GAGCAAACGTGGAGAAGGCACG 
A429 21q21.2 27621646 501 CCATCCCGTTCCACTCCCCTT CCATTTCCCTTTGCGCCTTCC 
A430 21q21.3 32156388 521 CGTCTTGCATGGTCCGCTCCT TGCCATGGCTCCCCTAGGTTG 
A431 21q22.12 36607393 542 ACCTCCCTTGGCACAAGTCGC GGGGTCAGTCAACACAGCCCA 
A435 22q11.23 23722118 411 TGGCCTGATTTGGGGAACGAG GCTCTGCACCTGGAAGGTCGG 
A439 22q13.31 43958914 505 TTCCTGCTGTGGGATGAGGCA CCTAAGCACTCAGCCCTGCCG 

X5 2373044 424 TTGGGGTCCATGAAACCTTGGAA TTCTGCACCAGGCCTACACATCAA 
X11 2557902 468 TGGCCACCCAAAAGTCAAAGGTT CGGTCAGCTGCTTGTGTTGCTTTT 
X7 2967053 433 ATTAGAAGCAAGCCATGGACCCCA GGGGTTGTAAAACAATGGGCCAGA 

X17 3443197 532 TGGACGCCAGAATTGGGAGAAAA AATGAAAGGTCCCAGCCACAATGC 
X18 3542295 483 AGGAAACAACGCTGCCCACACTTT TGAATCCCTGGAGTCCTTTTCCCA 
X21 

 
 

Xp22.33 

3891292 448 CCAGCATTCTGATGCTTCCTCCAA TGAAATGGCCACCATGATTGAGC 
X25 4017046 502 TGCCCATTTAACCAAGCCATTCA AGCTGAATCCCCAAGCTGGTAAAA 
X42 4661513 500 TGGATGGTGCACGACAATGTGAA GGTCAGTGGCCACGTATTTGGTAA 
X39 4981391 494 TAAGGGGTCACATTGGCTCAGAGA GGCACACATGTATTTTCCCTGCCA 
X37 

 
 

Xp22.32 
5182063 408 AAAGAAGTGACCCTTTTGGGGTCC CCTCACACCCAAATGCAATGGAA 

X35 5454891 483 ATGAATCACGGCATCAGGATCTGC TCCCCAGTTGATGAAGATGCAACC 
X34 5554611 518 AGCCCTCACTTCTGGTTCCATCTT CATGATTTTCCGTGACCCTCCAGA 
X49 6705574 474 TTTGGGGATCAGGGGTTTTGGTT AAAGGGCTGCTGAGTGTGGACAAA 
X52 6939053 431 GAAGCCAGCGTTCACGTGATTCTA CCAGTCATTTGCGCATTTGGAGA 
X53 7101437 405 TGTCTATGGACTCCTATCAGGGATGC TCCCAAGTTCTGGGAAGTAGGCTCAA 
X55 7302359 440 TTAATTTGGCAACCAACTGGGCA ATGATATTGGGCCTACCCAGGTCA 
X58 7602497 442 ATCTGCTTGCCTTTGGCCTCTTTG GGAATTTGAAGGTCCTCATTCCTGG 
X60 7747042 486 TTTTCCCCAGATCTCCATTGCCA TGTCATTTCAATGCCTTTTCCCC 
X63 8045105 408 TGGGTGTGTACTGCTTTTCTCATGC AGCCTCCCAAAGCTCAAGCATCAT 
X65 8245446 425 ATGGTTGCCAGGCATTGAGAAGA GCACCTATGTTCATGAGCGATTTTGG 
X67 8448965 465 GCAAAAGCTCACATTGCCCATGA ATTGGCAAATGACTTTCCACGCC 
X69 

 
 
 
 
 
 

Xp22.31 

8648976 463 ATAGGCCCTGAGGCATGGAAAACA CCCAGATGAGCAACATCAGCATCA 
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X70  8747858 497 TTGGAAAAGAACCCGACCTCCAGA ATCTGCCCGCTTTCTCCCTCTTTT 
X73 8973717 496 GTAATGCGCCAGGGCAAATGAAA TGCAATGCAATGATCCCTTGTGG 
X75 9174720 475 TTCACAGGCACGGTTATAGCCACA AGCATTTTGGGGAACGCAACCTT 
X77 9389648 456 ATTGGCCCCTTCACATTTTGTGG TTTAGATTTCGTGTGTGGACGGGG 
X79 9578318 463 CGAAAAGCCCAGATGGTGGAAAT TGTGATTTTGCATGGCATGGTGA 
X80 9680489 517 TGGCAAATTCAATCAGTTGGTCATT TTGTTGGCATTTCTTCCTCTGCG 
X85 10221657 404 CCAAAGAGGAGCAAAGGCCAGAAA ATGGCACTGGTGGCTTTGAGAATG 
X88 10522369 531 AAAGAGGCCCTGTGGACCCATTTT CCCTCAACGCAGCACTTCAAATGT 
X90 10722495 400 CCTGAAATGGGCTTCAGATTCCA AGCAGCAAGAGCTAGCAACAGCAA 
X93 11161123 562 TCATGGGCTTGCTCATGTGTTGA TCACCATGCAGTCTGCCAAGTTCT 
X95 11359205 428 AGGATTTGTTCCCCTCGGAAATG TGACAAAATGAGGACGAGACAGCA 
X97 11560388 404 TGGTCTGGATTTGGTTCACTGGCT CCTGCCACATGACAGGTCTTCACATA 
X99 11822183 543 ATGGTGCGACCATCTTGGAGAACA TCACAGAGTTTGCAACCATCACCA 

X102 12178852 463 ATGCCTGCAAGATTGCGTCATCA ATCACAGCCAGGACCCTGAAATTG 
X105 12423979 462 TGGGCCATTTCCTCACAGATCA CGTTCACTTGGCCTCCATTCCTTA 
X107 12624741 594 TCAAACAGTGGCACCTCACCTCAA AATTCCATGAGGGCAAGGGCTTT 
X110 12898873 552 TTGTCAGAACTTTGGCAAGGGTGG TGCCCCAAAATTGGTATGATGCTC 
X112 13097681 568 ATTTCTGCTGTCCCAAGCCACTCA TCAACTATTCAGGCCTTGCCACCA 
X115 13398610 499 TGGCATCCAGTGGGGATCAATAA TTTTGCCATTCCTCTGGGACACA 
X117 13635611 485 TCATTCCTTGCACCTGTGTTGAGG TTCTGCTCCAACATCCAAAGCCA 
X120 13935475 572 TGAATCGGGTAAAATCCATGCCC TGCTGGAAAACATGGGATTCTTGC 
X121 14035520 577 TGATCCACAAACCAGCATAGGCA TGGCTTACAGGGCCAGGACATAAA 
X124 14275847 471 TGAACATCCATGCCTGTCCACTTG TCATTGCTTTTGTCGAGCACTGG 
X127 14526963 468 ATGCAACCTTGGAACCTCGGAAA TCAGAGACACTTGCCAAAGCTGCAT 
X139 15070092 535 TCCTTTGCAGCAACACAAATGGA AGGGAAAATCGTGCAAAGGCAGA 
X130 15236034 466 TAGTCATGCCCCAAAGGTGCTTTC ATGGGCCCTGCACTGTTAATTGCT 
X132 15436102 433 TGTCCTGAACCCCATGAGAAGCAA TTGGGAATCAGGGAAAGCCTCTCT 
X133 15536042 400 TGCCATTTGTGCTCTTCACATCCA ATGCTTGGCCGCCTGCAATATAA 
X134 15636453 446 GCCCTGGAAGGTTTCAAACATGA TGCAGAGGTGAATGCAAAACCTTCA 
X142 16038990 461 TTGGTCAAAGGGCACAAACTTGC GCAAACACATCATGCCCAAATGC 
X169 16238293 597 TGTGAGGATTCTGCGGCATGTAA GCGTGGGTTTCTGATTGATTTGAGG 
X170 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Xp22.22 

16309685 495 TGGAGTGGATCCTGATTGAGGGAA CCATTGGCATGTCCTTGTTTCTGG 
X145 16993821 466 CGCAAGGCTCAACCATAAATGCTG TGGGAAATTGCTAAGGAGGGGAA 
X147 17194606 524 AAAGCAGAACAACATCCTCCGCA TTGGAAAACCCTCCTCCATTCCA 
X150 17494635 501 TCATCTGGTTTCATTCTGCCTGGG ATGGAACGAGGTGGGAATGGATGT 
X152 17693340 480 TTCTTCCAGCCTTTGCCAGTTTCC AGTGTCATTGAATCCAGTGGGGCA 
X155 

 
 
 

Xp22.13 
17993725 470 CCATGTGATGTCACAATTTGGACCC TGGAGGGGAAACACCTGATGTTGA 
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X160 18433905 587 CCAAGGAGCCGAAGAAGCTGAAAA ATTGGGTTGCCCTTAAGTGGGATG 
X161 

 
18579566 584 TGAAAGCAAATGGAAACGAACCA CATTTTATCGGTGCTTCTTGGCCC 

X165 19015600 588 TTTTGAGAGGCAGGCATTTTCCA CAGTCATGTGATGTGGGCATGTGA 
X173 20023029 511 AGGACATGGTGGGTGCTCAATTT GGCATGCATGAAATGGACCTTCA 
X707 20105177 597 TCCAGAAAGGCAAAATGGGGACA TGAAAGTTTCCTACTGGGCGCTGA 
X705 20985688 418 TTTGGAACTTGCAGCCCACATCA AAGCAAGCAGTTACATGCAGCCA 
X175 

 
 

Xp22.12 

21089023 404 ATCCCATTGCCTATCATGGCACCT TGGATCATCACCCATTCCATGCT 
X180 21457799 494 TAAAGCAATGGGCCACATGGACA TTGCTTTCCCAGACACAATGGCA 
X178 21661983 534 AACAAATTCCCCGATGATGCTGC TTATCACCAGCCCCACTCATCCAA 
X184 22603380 474 AACACTGAGCACAATGCTTGGCA TTGATGTTGACAGCAGAGGCAGGA 
X185 22703568 520 TGGGGTTGGATATGGTTTGGCAT TTCCAGGCAGCGGGAATAACATT 
X188 23038607 416 AATTTTGATGTTGCAGCCCCAGC TGTTCACAGCAGCATGATTCCATC 
X192 23235195 461 TCAGCAGGGCCAAATAAGTGGTGA GAGGAAGGGAATGTTCCAAGCGAA 
X198 23939533 403 CCCATAATTGGCAGCAATGGTGA TTCCATCATGCACTCAGGTCAAGC 
X199 24036757 409 TCAAAACTCCAAATACAGCCGCCA TCTGAGCCACCTTTGCTACATTTGC 
X200 24138977 557 GGATGTTTGTTTGCCTTACCTCTGGG CTGCCAAAGCAAGGGCTTCAAAA 
X202 

 
 
 
 
 

Xp22.11 

24324477 413 GCATTTGTTGAACACCAAGGGCA CATGGTCAATGACAGGCTGCAGAA 
X206 24587309 437 CAGCCCATTTTGCAAATCAACCA AGATTCTTCCCCTTGGATCAGGCA 
X207 24735864 571 GGGAGGCAAGGAACAGTTTGCATT TCCCTCAACATGCCAATCCTTACA 
X210 25051557 422 TGCTGTGTTTCCAGATGTCTGCTG TGTAATCTTGGGGATTGGGGATGG 
X214 25596828 465 TTGCGAATCCAGCACCATGACTT TCCTTGTTGGCACAGTTGCCTTTC 
X218 25996939 468 TGTCCTAAATTTGGCCCTGCTGA TGATCTTTGAAGGGATGGACTGGG 
X222 26482357 502 TCTCCAACTCCAACGCATTGTCCT GGAAGAGGAATTGCAGGTCCTTGA 
X223 26582066 400 TGGGAAATCTGTCCTCATACCCAA TCAACTAGACAAGGCCATTTGCACTG 
X225 26963369 600 GAGGCGCATCAAAGACAGCAGAAT CCCTGGTGCTAAAATGGTTGAGGA 
X230 27310819 414 CGTGCAACAATGTGGCTTAGTTCC AGGGATGGACAACTCCAGAAGGTCTA 
X232 27563636 561 TGGCCTTGTTCCAGAAAGTTTAGCA GCGGATTGTGGGAACACCAATTT 
X233 27664463 420 AAATGCCTGGGCTGAAACTACCCA AAACAAATCAAGTGGCCCGAGTCC 
X235 27864911 543 ATGGGGCTCCTCCCATCAAATTA TGACTTCCTTGCACTCGTTGCACA 
X242 28073382 581 TGGCAGATTGGGCCAAAGTGAAT TGCCCGCCTGTTTTACTTTGAAGG 
X237 28287653 503 CCACATTCTGGCCCATAAAGCACA TTGGCTAGCATGGCTAGTGGTTTG 
X239 

 
 
 
 
 
 
 

Xp21.3 

28495425 499 TCCTTCTTCCATTTTGGAATTTGTGC TCATTGTACCAAGTTCCCGGGTCA 
X245 28855231 561 TGCGTTCCTACAACATATGGGCA CACATGGCCATCTTGTCTCTGGTT 
X246 28955959 400 ACTGGGAGTTTCAGAAATGGCAACA AATGGAAGGCTTGACAACTTCAGCA 
X248 29317666 411 ATGGCTCGTGACATGTAGCAATGG TGTGGGGAGAAGTGTGGGAAGAAA 
X250 29506440 521 AGCCTTGGGATGGCTGAGATGAAA TGCATTGATCAAAAGGAGGGCAA 
X253 

 
 
 

Xp21.2 
29807563 473 GGCAGAAAATGGATCCGAGAGACA ATTGTGTGATGCTGAAGCTTGGGG 
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X255 30007346 475 AGGGAATGTTTTCCCTTGGTCCCT AAACTTTGCACGGCTTTGGGGAT 
X259 30417474 477 TGAGTGTTCCCAGCATGGCGTATT CAAGCCCGTCACTCTTTCCAATCA 
X261 30618756 495 TCAAGGTGGGAATGTGGTTCTTGC AGACCCTGCTTGCTTTTGGGAAA 
X263 

 

30817696 594 CCATGATCCTGCAGCACTTGAACA TGCATTATGGGGTCACTTCTGGACA 
X265 31017797 543 TGCCTTAAAACGCATCCTGTCCA TGCTAAATGCAACTTACGTGGAGGC 
X270 31468285 420 TGTGCCAAATACTGCCATGCACA TTCTGTGTCTTGCCTGCGATGATG 
X272 31667162 513 TTGCACTTTGCAATGCTGCTGTC TCCGGGCTTGAGATACACATTTGG 
X275 31968337 433 TGCAAAGGGCTCATAAGGGAAAGG TCAGATGGCAGCATCCTGTGAAGA 
X278 32268391 437 GGGAACAATGTGGTTGAACCTGGA TTTGCTGGAGGCATGTGGGAAAT 
X280 32469201 531 ACAGGGGTATTTGATGAGGAGCCCTT GAGATGGCCAGTCGAAGCAAACAA 
X282 32668068 462 TCCCATTGTGACATCCCCTCAAA TCGTCTTCCTGTTGTCTTCGGATG 
X286 33068230 557 AAAGGCCATCCAAAAGGATGAGGG TGCTGCATGTTGGACTCAATTCTCC 
X288 33250586 536 ACCAGAAGCATGACGCATGGAAGA TGCCCCAAAATGCATATGCTGAA 
X294 33778889 574 ACAATCCCTTGGAACAGGAGCAA GCTATTGCCTTTGTTGTTTGCTGTGA 
X295 33879008 495 TGACCACAAACAAAAGCCTCAGTGG GCCACCAACATGCCTCATCTCAAT 
X297 34078675 491 TGCAAGGCCCTGAATTTGCCTAA TTCTGGCTTCCTCCATGATTTGC 
X298 34129691 425 TGCAGGAATGTCTTGGAGCCTTTG ATTGACACCGAGATTGGATGTGGC 
X301 34466335 550 AGCATTCAGGCCGTTGGAAATCA TGTTTTGCTGTTGGCTTTTCCCA 
X303 34668539 589 TGGGATGAAAGATGGAACCATTGC ATTGGCCTCTTTGTGCAGGGGTAA 
X305 34867641 600 GGCAAGTCATGCCAAAACCATTC TCAATGGACATCCCCAGTGCATTT 
X309 35266601 508 TTTTGTGCAGTACCCGGAGAGCAA TGAATTTTCATCCCCTCCCCAAC 
X310 35368484 437 CATGTGGTGTGGGCAATTTGGTT AACTGAAGCCCTGCTGCCAAGTTA 
X313 35662973 447 GGTGTTATTGTCCCTGCGATGGTT AAGGCCAGGGTTCAAATCCCAAT 
X315 35861532 440 ATTGGGCTTTGCCAGAGATTCCA GAGGTGGTTGCACCTTCCAATTCA 
X317 36062615 550 TCACAGCAATCAGCAGCACATGA GGGCTTGTGTTTGTTTTACCCGCT 
X320 36413104 454 GCAAAGCCACAAACCACCAACAA GCATGGATTTCTCTTAGGTCAGCAGG 
X322 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Xp21.1 

36601165 546 TCATCCTTCGGCAAAACCACTCA TTCCCACTGGAGATCCACAAAGGA 
X349 36809972 500 TGGCACCTTGGTGAGCAGAAGTTT AGGCAAAGCCATGCTGTTGTTGA 
X347 37010035 501 GGCCAATATCAGGAGCAAACTCCA CAGCCCCATGTGAATCAAGCATT 
X330 37500710 410 ACAATCGAAAGCAACTGGGCACTG TTCTTGGAAGGTGAGACCCAAGCA 
X328 37700768 400 TTCCTTTCTGCAGTCTTCAACCCC GGGCAGAAAATCCTCAGAGCCAAA 
X325 38001701 590 TGGATTCTGTTTTCCCTGACTTGGG TCCCTCAGCTTTTGTTTTCTGGGA 
X335 38441377 464 TTCGATGCAAATGAGTGAACGGC TGGCTTTCCCACTGGATTGTGAT 
X338 38736749 441 ATTTGTGTCCAGCTCCTTTTGCCC TGGATGGCTTTGTGGGCTTTGTT 
X340 38930973 471 GCATTTTCTGCCTTTCCTTGTCCC TTTGGATGAATGGTCAGGTCAGGG 
X344 39305111 430 AAGCCAGCCATGCATGCACATAA TGTGTGCCATTCATTTCATCCACA 
X354 

 
 
 
 
 
 
 

Xp11.4 

39999645 436 GGGTGTTTGGCCAATTACTGAGCA TTCCACCAGCACTGCCATTATCA 
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X355 40099534 588 TCCAGGCCAGTTGTCTTGCAGAAT TGCTAAAACTCAGGCACTGCTGGAA 
X365 40808736 448 TTCCAAACGTCAGACAATCGCCA TGGTTCTCCACCTGGCTGCATATT 
X368 41108483 450 TGCCCCTCTGACTTGTGCATTTT TGCTTTTCCTGGGAGCAGAACAGA 
X370 

 

41308401 413 GGGACATGAACTGAATTTGCTGGG TGAGGTTCAGAAACCCACAGGGAA 
X372 41508795 504 TATTGTGGTGGCTGGAGGGTTTT TCTGGCAAATCCATAACCCATTTCA 
X375 41756610 437 CAATAATGACCCCAATGCTGGTGG TCTGACCTGTGGCCTTCCAACAAT 
X377 41956789 598 CCAGTGGTAAACTCCACCAGTAGCAA TCACTGCAAGGTTCTGTTCAGCCA 
X380 42257748 493 AAGATTCCCTTGTGGCTTTGGCA TCTGGCCATGAATTGGGCTTTGT 
X382 42456616 551 TCCTGGAATTTGCCTGGCTTTTC TCAAGGAAGTGCCATTGACCCAA 
X385 42790355 530 TTTCTACTGGGGCTTGGAGGATGA TGCGCCTTTTGGTTAGAGCTGTTG 
X387 42990248 473 TCTTCTACCCAACCCAAGTTCCAGA CCTCACAGGCTGATCAAATGCAA 
X397 43980005 488 TCCCTTAGTCATGCCCCACCTTTT TGGCGAGACTGGGAAAGAAACAA 
X405 44415456 406 GCTCTGGAAGCCTCGGTTCAGATATT ACCTGCCCCAGCAACTTCAAAAT 
X407 44615269 482 TCCCAAAGGTACCCTGCACTTCAA TCATCCGATCAGCCTTTTCCTCTC 
X410 44914263 426 TCATGTAATCTGCAAATAGGGGCTGC TGGGGCTTATTTCAGGTGTGCAA 
X412 45115351 578 TCAGAGCAATGGGAGGGGAGAAAA TATTACAAGCACGCAAGCAGCCGT 
X415 45281741 503 CAGCTTTCACACCACGATTCCACA CCATGTTGTATGAGTGAACCATGGCA 
X417 45526857 584 GCAACTTTCCAATCCTCATCCCCA TGATGTTGCCATTGCGGGTAGAA 
X420 45855446 562 GGATCAACTTGGGTGGCTCTCAAA TGCAGCACTGTTCATGAGAACCAAA 
X423 46153344 568 AAAAGCCCTCTCTGCAATCTCGCT ATGCCATTGGTGCTTGGAATCGT 
X427 

 
 
 
 
 
 
 
 

Xp11.3 

46394909 536 TCTTCATTCTGCCCTCACCCAAA CCACAGCGCTGCATGACCTATTTT 
X429 46595082 530 TTCATGCTGGTTCCTGCATCCTTC TTCCAAAGCACCCCAGCAATCTT 
X432 46888352 538 TTTTCCTTCTGCCGGGCATTCTT TCATGATGAACCAGGAACCCAATCA 
X433 46987453 408 TCTGGGCTGTTCATTTGGCATTG CAGCCAACTCCAATTTTGCTGGA 
X436 47414375 440 CCCACATTCATCCATATCGAGCCA AATCCAGAAATCGCATCATGCCC 
X438 47608889 549 TCAAGGCTGTGTTCCATGCCAAA CCATCTGTTTGAGCTGATGCCACA 
X448 

 
 
 

Xp11.23 

48658172 594 GGGAATGGGGCCCAACACTTTATT TGCTGCCATGTCAAAATGCTGTC 
X454 49108945 487 AAACCACATGGTGACACCCCAAA GCCACTGTGCTTCATCATTGCCTT 
X457 49407938 503 AGGCTGGCTGGAACAATGGAAAA TCCCGGGAGTCTTAATCAGCACAA 
X463 50101360 567 CTGGCATGAATTGGGCCTTCAAT TTGAAGAAGGAGCTGAGGCATCCA 
X531 50857996 472 CACTGCGCAGGAATGCAAAGAAA ATCCCATTGTGGCATTGTGGTCA 
X401 51903042 402 CATGGATCCACTCCAGAAACGGAA TGGCTCTGGCAGTATCGACATTCA 
X471 52540659 433 AATTGCCCAGGGCTTCAAAATGG TTCCCAGCCTTTCCAGTTGTGTTG 
X472 52640281 406 AACCAAGGCATTTCCAGTTGCCA TACTCTGCCACACCCATCCCAAAA 
X480 

 
 
 
 

Xp11.22 

53458108 469 GGATGGAAAATTGATGAGCCAGGG GCCTTCCATTGCCACATGATTGA 
X482 53656883 522 CAGCCATGTATGAGGGTTGCGATT TGCAAGAGCCAAAACTCCCAGAA 
X495 

 
54617723 531 AAGACCTCGCTCTTGCCTTTGGAA GGCTCCATCCTGCCTTTTATGCTT 
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X497 54819031 556 AAAACAACCCACCACCACCAAACC CCCAAATGTGGACGTTGTACCCAA 
X498 54920078 445 TCCAAAGCCAGATCACATGCTCA TCATTGTCACAACGGAGGAGTTGC 
X501 

Xp11.21 

55218947 430 GCTCACTTTACAAAGGAGGAAGCCGA TGTGCCCATGGCAGAATTGTGAA 
X521 Xcen 57208908 583 CATGGCCCACAACAGGCATTTTA TTGCTGGAATGTTTGGATTCGGC 
X555 61131462 451 ATGGCACTTGGGGCTTTGGAAAT TCCATTCTGGTTCACGTCTTTGGTG 
X558 61431079 578 ACACCTCACCCAACAACAGGAGAA CCATGCTGGGAAACCAAGATGAA 
X563 61878120 530 TGCCGTGCAAATACAATGGGAAA GCACTTGGTGCATAATTCTTGGTGC 
X565 62079108 598 TCTTGGGCTTCCTAGCCTCCAAAA TGAGGAAAGGAACAGCCTCAGCAA 
X567 62278364 480 TCGACCATGGAGGTCATAAAGGCA ATGGCCTTGCCAGATGATGATGA 
X574 62978161 582 TGACATCCTGGAATGGTTACCCCA TGGCAGGCATTCAATAAATGGTGG 
X575 

 
 
 

Xq11.2 

63078111 573 TGGTGCGAGCCTGTAAATCCAACT CAGCCCCTGGCAACCATTAATTT 
X578 63378288 553 AAATGGTGGTTGCTAAGGAGTGGG TCAAACCGACTGATTTGGTAGTCCA 
X583 63878958 402 AGGCCCTCCTTCAATGCTTTGCTT TGTATGGTGTGAGTTGGTTGCAGG 
X585 64077423 440 TGGGTAAGGTGATTGCAGTGGGAA TGGGTCGTGATGGTGGTAGAATTG 
X588 64259235 527 AACCATTCCACCGTTTCTTTCCCC ATCATACAGGGATTTAGTGGCCCAGC 
X593 64760392 514 AGGGTTTTGTCCACTTGGCAGGAA AGCTCAGAAAACTGGCCAGCCAAA 
X596 65005559 441 TGGAGGCAATTGAGACCTGGAGAA TTTGCTGAATGCCAACAGCAGG 
X598 65205295 598 ACCCACAGGCCAGAGTTTACTGACTT TCCACTTGCCCAGTTTGAGTAACCA 
X603 65731468 599 AATATGAAGCCCAGGGCCCTAATG CAAATGGCACAGGATCCACCTCAT 
X606 

 
 
 
 

Xq12 

66143929 591 CCAAGTGATGCTATGTGCAGCCAA GGAAATGATCCGCTGAAGGTCACA 
X613 67105961 594 TTGCATCTCAAGAGCCCATTTGC TGCCTGCCATGGGTAAAGTGTTGT 
X616 67406304 458 ATGGCGCTTTTGGACAATGGAAA TAGTGAAAGCCATTCGAGGCACCA 
X618 67606288 481 CGGGGATTGTGTGTAGTTGCAAAG TGGATGGCATTGCCTAGGATCAA 
X620 67807204 494 TGGGTGAATTCCACTGTGTTCTCTCC CCACTGGAACCACAACCCACAAAA 
X624 68206191 403 TGCTGGATCATAGCATCCCCAAA AGGACAGATTTGCATACACGCCCA 
X625 68305995 537 CCACGTTCCTGGATGAGACAATTCA TAGAAAGCACCAGGGCCAAGGAAA 
X633 69218743 517 AAGGCCACAATCGAGGTTTTCCA TTGGCCCATTTTATTCTTCCCCG 
X636 69518908 437 TGAAATGCCTATGGAGGTGGGAA TGACAAGGTTTGAGATGCCCGAA 
X638 69719711 574 TGCACATCAAGAGTGGAAAGCCA ACCAAAAGCACTGGCCCATCCTAA 
X643 70605143 499 TCCCTGCACACAGCTTTCCCTATT TGGAAGCAAGCAAAATGTCCATCA 
X645 

 
 
 
 
 

Xq13.1 

70808243 464 TGCCTGGCTGTAAAATGGCTTTG TTCATTGTCACAAATGGCAGGGG 
X652 71474673 445 GGTTGGGAAAGAAGACACATGCGA TTCCCCTCACCAGGGTTTGTTGTT 
X654 71674890 420 TCACTCCCAATTTCCCTCCAATCC GCCCAAAAGAAAGGAAATTCTCCCA 
X662 

 
Xq13.2 

72256548 533 TTTTACAGCGCCCTCCCAAAGAA TGCTGGATGTGAACCCATCGTATGT 
X671 73154886 558 TCTCCCAGGGATTTGATTCTGGCT TGCATGATAGGAAGCCCTGGAATG 
X674 73456204 442 TTACCTTGGCAATGTCTGCCCTGA TTCCATTCACTCCAACAGCGTCCT 
X676 

 
 

Xq13.3 73654790 559 TGAATGCTGCAGAGGTCCTTGGTA TTCCCGACACAGCAGACTTCAAA 
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X689  74900980 513 TTCCTTGGCCCTCTTTTCCTCTCT TTTTCTCGGGTCATGCTTTCTCCC 
X711 76529734 406 TTGGTGAAAGCCTGCCATGTTTG CATCATTGGTGTGCATTCTGAGGA 
X713 76829509 560 CGTGCCAATTCTCTCCACATTGA CACCATGCATGTGACCATGTAGAAAC 
X716 77129523 412 GCGATTATGCAATCTGAAGAACAGGA TGTCATCTCACTGCCTCATGGCTT 
X719 77430426 563 CAAACAATGGGGTCTCTTGCATCTT TGTGGCAGGAATTGAATGTGCAG 
X734 78035983 473 GCCAGAAGGATGATCAATTTGCCA GCCAGCTGCAATTTGAGAAGCAA 
X726 79371391 540 TGTAACCATGTTGGCGGAAAAGGA TTCACTGTGAGCCATTCCCTTGA 
X743 79867264 497 GGACCTGGTGGCTTCATTGCTAAA TGTTCCAGGTCTCAAAGGAAAGCC 
X765 80193407 432 TGGGTCATCCTGAGTCTGTTGCAT CCCACTACAGACACCATCAAACCACA 
X768 80492666 402 AGAAACCGTGGAGGCCAGAAAACA GGTCATTTGCATGCCCAAGAACATA 
X773 81014503 576 GGTCCCACCCAGGCAAATCAATAA CTGGTATGGGCCATGGACAAGATA 
X775 81213180 424 GGCAGCAGTAGCAGAAATCCCAAA AAATTCAGCCCTGCGTTGCCATT 
X778 81515520 407 TCAGGGAATGCTGGACATTGGAA AACTGCAATCAACCCGCAACCTT 
X749 82236630 537 TTTCCCTGTCACCTCCATCACTTG TTCCCCTGATTGGGTTTCCAAGA 
X752 82536599 485 GCCATGTAGCAAAAGTCAGAGAAGGC CCACACAAAATTCATGGCAGGGA 
X754 82735680 529 TGAGGGCTTCATGGTTTGGCAAT TTCCCAGACAAAATATGCCCCTGC 
X756 82935790 507 TCCCTTTGCCTTTTGGAAACAACC TGCTGCATCAACAACAGCTGACCT 
X759 

 
 
 
 
 
 
 
 

Xq21.1 

83237412 487 AGGCCTTGTTTCATCCCAACAGA TCTAATGCCCACAACCACCCTTGA 
X762 83535598 507 TTTACCATGGACGAACCGGACAA AAAACTGAGCTGGGAGTGGGTCTT 
X746 83688965 564 TGGAAGCAAGGGTTATTCAAGAATGC TTTACCTCAGCTTGGTCGTTTGCC 
X785 83900846 418 TGCGTGTTAGGCATTGAGCTAGGA CCTCATGGTCTTGGGCAATCTTCA 
X789 84299908 471 CAAATGACCCCATGCCACTCAAT TCCGCATTCTTGTTAGGAACCAGTG 
X792 84600678 446 CATGTTACCCCTACTCAGGCTGCAAA TGCCTAAAAGCTGTTTCCCCAGGT 
X794 

 
 

Xq21.2 

84799644 502 TGAAATCTGGGGCTGAATTGCCT TCCCCTAAGCATTTGTGTCTTTAGCC 
X797 85101455 470 TCACAAAGGTGTTGAGAAGTGGTCAG CCATCTGCAGGCCTGGAATTTTCT 
X799 85301066 507 AGCATCATCAAGGCACTGCACAA TCCTTGCCCATATGTCATGGTTCA 
X802 85601137 419 TGCCCATTTAAACCGAAAATGTGTCA CACACACAAACATATGCCCACACTGA 
X805 85902106 497 AGAAACTGTCTGCAAAAGGGGCCA TTACAGAGGGTGGGGAGTGGAAAA 
X807 86102228 498 GGCACAAATGTGATTCAATGGAGGA TGTTTCATCGCTTATGTGCCATGTG 
X808 86202452 491 TGCCTGGGAAACCAACATAGCTGA GCCATTTGTGGGCACATGTGTAGT 
X836 88911855 452 TGCCCTGCAATGCAAAATTATTTCC TCTGAATGAGGGGCATGTTGTTGA 
X838 

 
 
 
 

Xq21.31 

89111651 552 TAAAATAATGCCGGGGACAGGCAG TTGGCATACTGCTTCAGGCCCATA 
X858 91210280 594 TGCAGGCTAAGAAGACAGCATCAGA AATGGACTGACTGCAACTGCACTGTC 
X860 91411744 513 GAATCCTTGGCAATGCCTTCAAGA TTCCCACCTTGTTTGAATCAGCC 
X861 91510336 430 TGTGGGCAACCAAAGCAGTAACA TGCAGGAGAGCAGGGATTAGGAAA 
X863 91711293 598 GCCAGAAACCAGAGCTTAAGGGCATA TGGAAAGAACAACGATGCATAAAAGC 
X866 

 
 
 

Xq21.32 
92011731 488 TCCCAGAATTTATTCACCCAGCCA TAGCTGTTGGCCATTTTGACCAGG 
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X868 92210562 544 TGAACTGGTCCTGCACATTTTCTGC CCCTGGGACTAGAAGCAAGCATGTTA 
X870 

 
92376560 513 TTCCCCAATGGAATTGAGACCCA TGCTGATTGTGAGGTTTTGGAAGTCA 

X872 92576505 516 TTCTGAAGTCATGAGATCTGCCCG TTTCTCCCCAGAAATGTGGCTTCC 
X944 93008060 452 TGGACATGTCGATTTTCACCCCA TGTCAGAAATTGGGGTCAGGAGCTT 
X882 93731418 473 CAATACATCCAGAGGAGGCAGAGCAA TTACCAAGAGCACTTTGGCACCCA 
X889 94430439 438 TGCACCTCATGCACAATCATTTCA TGGTGATGATGACTCTGGGTTGGA 
X895 94813510 518 CAAACTGAAACACCTCTCACTGGGCT TCATGGCATCGACAACACTGGTT 
X897 95014750 504 TGCTTGCCACCTCAGTAGGCATTT TGCTGGATTCTGCTTCTGAGGGTATG 
X899 95213271 418 ATGCGTGTTCCTTTCCCACAATG AAGGCAAAGCCCCTCACTTTCCAT 
X902 95510189 405 TTCAGCCATTGCTTCCTGCTGAT TCAATGAGGCCAAACAACAGGCT 
X905 95812557 519 AAAGTTGGGCGACTTATGCCACCT TTCTGGATGAAAGCCATTTGTCTGA 
X907 96011526 505 TTTTGCCTTCTTCGCCATGACCT CCCACTTTTATTCTGCATCCCACA 
X911 96396002 523 AAAAGCCGTTCTGCTGGAAATCG CATGAAACAATTTGATGCGGCCA 
X913 96594597 482 CCACGGCACTCAGCCTTATCACTTTT CAGAGGCACTCTTCTGCCAGTTTTCA 
X916 

 
 
 
 
 
 

Xq21.33 

96895602 460 TCCTGACCTCAGGGAAATGTGAGA ATGTTGCACACAGGGATGGGAAA 
X922 97507036 404 AGACTATGCATCTGGCAAGGGGAT CGGGGACTTCATGTACTATCTTGGCA 
X923 97584393 442 CTGTGGGACCCTCCCAACTGC CTGGGAAGGCGTCACAGGAGG 
X924 97684204 462 GCTGCCATTGCTGCTTCAATCAT CCTGAAGAAACTGGGATCCTGAGATG 
X926 97884451 458 TCCCACCTTCCACCCAGATTCTTT TCATTCCTGGGATTGTGTCTATGGGA 
X928 98084444 429 TTGGCTACCCTGGGAAACAAATGG TGATTCCCCAGGGATGTCGATCTT 
X931 98384290 408 TTTGGCTCCATTTCCACAGCCTT ATGGCACAGGGACCTCAAAAGAGA 
X947 99386035 541 TTTGACACTGCCTTGCCCAAAGGT TCACCATGCCCTCAAATCCAGAA 
X949 99586345 546 TGATTTAGGGCTGCCAAAGCAACA GGGCTGTTGAAGGAATTGAGTGGA 
X951 99695397 468 TTGGGGACTCCAAACCAATCTCCT TCCAGTGGTGAAGAGCACAGTTCAGA 
X955 100069659 574 TTGAAATGAAGTGCCCAGAGGGA TTGGCCAAACAGCAAAGATGACC 
X960 100519697 429 TTTGATGAGTCCAGCACCTGGCTA TCTTGAGCAAAAGGCTCCTGCAA 
X962 100720735 462 TTCCAAGGGGAAAACTTTGCTGG TCTATGCCAGAAATCAGCATGGGG 
X968 

 
 
 
 
 
 

Xq22.1 

101224244 495 TGCTTTGGAAGCAGATTGAAGCA TTGGAATGGAATCCGGTTGAGGT 
X965 101405776 542 ACAAGCCCCACTGATTTCTCTGGA TGGAGAAAAGGGCACACACTCACA 
X975 

Xq22.2 
101884320 580 GGATCGCCATATTGGATGGACTCA CATTGCCAACTCATCACCACCTCA 

X983 102563496 457 TTGTTCTTTTGCCTGCACTGGGTC AGGCGGGGAAATCATTTTGGAGA 
X996 102830464 577 TCATTTTGAAGGTCGGTGGATGTCA TGCATGCCTGCAATTTTGCTCAT 
X998 103029484 401 TTAGATGGCCGTTGAGCAGGGTTT TGCAACTCTTTGATGCTGCGGTT 

X1001 103330473 528 TGGCAGTGGACTTTTGTTCTTATGGC TTTGGTCTGCTTGATTGTCCGCA 
X1003 103530568 415 TGGAGACAGCAACAAAGGGAAGCA GGGCTGTGAAGATGGAAATGGCTA 
X1006 103830460 467 TCTCCTAAGCCTTCCCCTCCAAAA TGGGCATGGGCTGAAGCATTAAA 
X1008 

 

104031311 593 TGCGACGGTGTTGTTGGATTTTG TGGGGCATCAGAATTTGGTTTCA 
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X1010 104230767 400 AGCACGAGCTCAACAGCATTGGTT CGTTGCCTGAGTGTCCACAAAACA 
X1013 104530647 450 CATTGCCATTCTGCAATTTGCCT TCCATTTCGTGGCCTCTTCCATT 
X995 104724123 476 CAACACAAAACCACCACAGCTTCA CATGGAATGAGTGCTAACCATTCTCC 
X993 104924800 427 TCAGCATCGCTTCATCTTCCCAA TCCAAATGTCCCAAATGTGCCAA 
X991 105123719 456 TGTGTGTTAGTGGTTGCTCTGGGGAT AAAGGCACCAGGACAATTGGCTA 
X989 105323764 401 TGAGCCACAAAGTGCCCAGATAA CAAATTCCAAGATCTGCAGGGCA 
X986 105624991 452 TTCCCTGCTTTGCTTGCTCATTG TGGCTCATGCCTGTTTTCCCAA 

X1016 105724382 513 AATGTGGGCTTTGCCATTCACCA TTGCCCTCACATCATCCACATCA 
X1023 106153592 502 TGGTGGAATTTCAATCCCTTGGC ACCAACTTTTCCTGGCCACATCA 
X1025 106353306 429 AGCCCTTTGGATGTCTTGGACACA CAAAGGGGCGAACAAACCATTCT 
X1026 106453353 463 TCTGCTGATGCTTGGAGGCTGTTT ATGCATTTGGGCATGTGTGCAAG 
X1027 106553682 488 ATCATGGAATGTTGAGCAGCAGGC CCATTCATGAGCAATCATGGAGCA 
X1030 107175294 531 GCCAATGGTTGTGCACTGAACTGA TGCCAATGCAGAGAAAGAGGGTGA 
X1032 

 
 
 

Xq22.3 

107376509 454 TGCTTGGCCTACAGCAAATCCAA TAGGAGGTGGCAAACAGCCAAACA 
X1035 107675351 484 CAATTGGGCAGCAGAAGCAGACAT AAATGTGATGCTGAGGAGTGGGGA 
X1038 107973575 427 TGGGATTTTGAAGCATGCCCTGT TGGAAAGCCCACCAAACCACAAT 
X1040 108173804 542 TGCTGCTGGTGCAACTGACTTCTT ATGGCGACCACAACCATCCAAAA 
X1042 108373494 450 ATGTGGTTTCCTGGCTGCGAGAAT TGGGGCAGGTTGGGAATAAAGAGA 
X1044 108573467 426 TGCCTTGGTTTCTATCCACCCTGA TGCATTTTGGCTCCACTTGGCTT 
X1045 108673805 448 TGTTCACCATTGGAACCCCAGAA TGAAGGAAGTGCCAACCTGAGATG 
X1048 108973459 419 TTTCCCACTTGGCTTAGCAGACCA TTTTGCAGCCTGCTTTTCTCACA 
X1050 109172661 471 CAAACCAATGTGTGGCACAACCA TCCCCTTCTTCACCATGTTGCTCA 
X1052 109373810 487 TGGAAAAGATGGCACTTGCCTGA TTTTGGAGTTTGGGGAGCAGGAA 
X1055 109673557 490 ATCAGGAGGGTTGGAGTCAAGCCTTA AAGATTGTGCCCATTTTGTGCCA 
X1057 109873743 474 TGCACACAACTTTTGGAAAAGCCC AATCATGGCTGGTCTCTCTTGCGA 
X1059 110073760 470 TTGGGCTAGCCTGTGTTTGAATCC TGAAGCTCCGGATATGTGTGGGAA 
X1063 110527178 579 TGGGTGGAGGTTTGCAAAATTGA TTGTTGGGGAAACAGAGGACTCCA 
X1066 110826989 505 CTGCACCTCGAAAAGCAAGCAAA CCTCAAAAGCAACAGAGCCCATGA 
X1067 110928232 511 CCAAGAAATATTTGGTGCTGATGCCA TGGCTGGCTCCTTCTCATTCTTCA 
X1069 111127236 492 TGCATTTCCCATGAATTTCTTCCCA TTCTGTGGCTGGCCTATTTCACA 
X1075 111401069 421 TTTTCCCTGCACAGCCCCATTTA TTTCCATACAACCCAACCCAAGCC 
X1076 111501807 530 AAGCCTTTGGTGGTGTCTGCTGAA TGCCGCAAGCCATAAAACAGAGA 
X1080 111901768 600 TGGTGTCCCACATTTCTCTGAAGC TGCTTGAGGGATTGGATAGAGGGA 
X1144 112536588 474 TCTTCTGCACAAAATCGCTGAGCC TGTCCCAAGGGCGTACAGCAAATA 
X1141 112836628 586 ATGGGAATGTGGGGACAACTGTGA TGGGGTAAACTGGCATCTTGTCCA 
X1138 113137407 535 TGAGGCTAGTCCGAATTCAATGGTG GGTGAAAGGTAAAGAGGCAGGAAAGA 
X1072 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Xq23 

113975783 509 TGCGTTGGTCAAGAGCTCAGAGAA TACCAGTTGACCAATCTCTCCACCCT 
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X1071 114087882 563 AAGCCAGCAAATGATGAAGGCCA TCTTCAACCTCGCTGTGGCTGATT 
X709 114572393 534 CACTGTGCCTGGCCCAATATATGA CCTGTTGTCCAGACACCATTTGTTGA 

X1091 

 

115266953 498 TTCCCAAGTTCCTTTCCCCACCTT GGATGAGCCATAATTTTGGGTGGC 
X1097 115865853 591 CACACAAAATTCTGGACAGCAAAGCA TGCCCAACATGGCACCCTTCTTAT 
X1099 116066902 583 TGGTCATGTGACAAGAGCCCAGTT TTCCACCCTTCCTCTTGGCATTCT 
X1101 116267946 407 TAGCTTTCCTTCCACTTCTCATCCCC TTGGCGCAGAACTATACACTCGCA 
X1103 116467237 419 TGTTGGCATATTAAATGGCAGGGA TCGAAATGCTGGCTGGATGCTTA 
X1105 116666923 453 ATGAGGAAATGGAGCCCCAATGA TGACCACTCTTGTGCCATTGTTGG 
X1107 116865949 568 TGTCATCAGTCATTCCCACCTGGA TCGGGCGGAGCTTACATGCTATTT 
X1115 117127838 576 TGGTTCTTCTGCAGATGCCATGA CCTGGATGCATCTCTTCCAGCAAA 
X1116 117227520 416 TGGCCATGAAACCTAAGTCTCCCA TTTCACATGCAGGCTTTCTCCCA 
X1119 117526671 451 TCTTTCCAAAGCCCGAATCAGCTC TTGCAAATGGTTTCTGGACCCAC 
X1121 117728364 478 AGGGAAAGGCACATATTGCAGGGT GGCTGGCTGGCATGATTTATGGTT 
X1126 118229557 556 TAGCAGTGCCATGCCCAAGGTAAA TGGGAGATGCATGCAGAAGTTCA 
X1128 118427650 502 CCAAGCCACGAAAAGACATGAGGA GCCCACATGTCAAACATAATGTGCT 
X1131 118728664 571 TGTGGCAATTGTTCCGTGTCTCA CGACATTGGATTGCTCTCTTTGGG 
X1154 119000454 466 AAAGGATCCTGGCTGCAGAACTATG GAAATGAATGGGTAACTGTGGTCCAA 
X1159 

 
 
 
 
 
 
 

Xq24 

119445804 518 TGAATGTTGGTCCCAGCTGCATT TTATAAAGAGGGCACAGCAGCCCA 
X1162 119745679 522 ATTGCTGTGAGGACGATGGCAACT ATGTGAAACCCAGGGTGTGGTTGA 
X1167 120245226 400 TTTGCAATAAAAGGTGCAGGATCAA CCCATTGTGTGGTCTGACTTTTCCA 
X1170 120547039 557 ATTGCACCATCTACCGTGGGAAA ATGTTCTGACCACAGCTGATCCCA 
X1173 120847136 506 ATTCTGATCCACGACCCCAACAA TGCTGGCACCATCAGTTGAGAAA 
X1177 121247274 413 TTGAAATGGTGGTGAGCCTCCAAG GGTACAATCACCATTCCCATGTTGG 
X1179 121446000 549 CTCCATCAGTTCATTTGTGCCTCA TGCGTATAGCCCTTTTGGCAGAGA 
X1185 122047091 504 TGTTCCCCTGCTTAAAACCCCTGA AAAAGCCAAAACCCAAGGATGCG 
X1187 122247432 452 ATGTGATGCCAGTGGAAAACAGGC TTGCCAAGAGCTGGGGAGAAGAAT 
X1189 122446986 597 GCTTCATGACTGGGGAAATTTGAGC TTTTGTGTGTGTGTGTGACCCCA 
X1191 122646185 557 GATGCATTGGTGTTGCTCCCTGTT CACAGCCATGCATAGCCTCTTGAA 
X1193 122845985 577 TCCAAATGGCTGGTCAACTTAGAGGG TGGGACCAAGCCTTCCACCTTATT 
X1195 123048334 491 CCTTGCAATTCACTCTTCCACCCA ATAATGGCCCCAAAGCACAAGAGG 
X1197 123155055 550 GGCAAGTTGAACCGTCCAAGTATGAA TTGGCTGGTTGGCCAAGATTTGT 
X1199 123321071 488 ACATGCATTTGTTGCTTTACCCAGA TCCTTTCACTCACCCTTGCTTTGC 
X1202 123465380 556 AGCCTTTACCCCAGGGGAATGAAA TCCCTTTGATTCTTTGCCTTGATTTG 
X1207 123965568 452 TGATCAGTGGAACAGAACAGGGAACC GGCACCCCTAATTGCTGCATTGTT 
X1210 124264614 429 TTGCTGTAAATGCTGCGTGACCTG AGATGCAACCTGAGCCAAAGGGAA 
X1213 124565810 414 TTCCTGTGGTGAAAGAGCCCTTGA TGAGCTGACATTGCACTGACCTTGA 
X1147 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Xq25 

124844317 435 TGGCCAGAGAATCCCATTTCCCTA AGCAATGGCAAAGCAAGGTGCAT 
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X1149 125045362 569 TGCTACAATTTGCATTCTCCCCA AAAAGCACAGGTCTCTGCTGCCAA 
X1150 125144414 519 CACATGGTGCTTCAAGATGCTTTCA TGTGTCAACAACGTTCAGTGAGCTG 
X1215 125391651 593 TCAAGGCCTGATGGCTGTCTCATT TCTTTCTCAAGGGCACAAACGCA 
X1217 125611968 527 CGATAGCAGACCCACTGCTGTATGTT AGGAACCATTTGCTGGTGTGCAA 
X1220 125878916 454 TTTCTGGCCCCTTTCCTCCTCAAT ACCCTGCTAGTTGGCCCATATGAA 
X1223 126178545 457 TGCCTCTGATCTCGCCAAAATGA CCCCAAATCTTTCCAGCCTCTGAA 
X1225 126375143 401 TCAGTTGAGATGGCAGTCAACAACA TGATCAATTGTGGTCAAAATCCTCCA 
X1228 126675087 450 TTCAAGTCCCAGGTCAAATGCCA TCGGATCTTTCTATGCCTCTGCCA 
X1230 126874936 589 TGGGATTGCTTTGGACATGCCTT ATGGAGCATTCTTTTCCCACCCA 
X1234 

 

127275002 563 CCAATCAAAATGGAGGAGGCCAA TTTTGTGCCAGCCATGTCAAAGG 
X1236 127431121 513 TGACAAACAAGCCACCAACCACTG ACCCTTGATCACCCAAAGATCCCA 
X1238 127631304 421 TTTCCTGCTTTCTCTGCCTCCACA TGGGCCCTTGGACATGAAAAGAGT 
X1243 128130099 464 TGCCTAATGGGACCCAAGGAAAA TGGAGGCATCAACACAAGTGCAA 
X1245 128331222 492 CACCCACAAAAGTTTCCTTTGCCC GGGGATGTAAACATGGCACAACCA 
X1249 128510589 474 TCAGCACAAGCTTGCAGGGTAGAA TTAACTTGGGAACACCATCGTGCC 
X1251 128710654 579 ATCAAGGCCATCAGGAATGACCA TGATTGTTTGTCCTCGCCCTTCA 
X1254 

 
 
 

Xq26.1 

129010387 431 TCCAACCATGGGCCACAAATACA GGCACAAAGTCATCTTGCCTCCAA 
X1256 129210331 401 TGTGCTCTCAATTCTCTTCCATTGGT CCAAGAAAACACAAGACTTGCCTGC 
X1259 129511405 580 TGGCCACCAATTTGAAGGATTGC AAATGGCAATGTGGCAAGGGATG 
X1262 129810701 411 TTGCCTGTTTCTTTGCACACCTGG TGATCAGCACTTGCATGTCAGGAA 
X1264 130010405 476 TGTCAGGACTGCAATAAAGCCCCA CAATCCCAGGAGCCACAAGTCAAA 
X1267 130311625 532 TTGGGAGGATGCCAGCATTGATA CCATCTCTGCCCAGCTGCATTTTA 
X1269 130511410 472 AATCACACAGGGAAGGCATTGCAC ATTGCGGGATGTTTCAGTGACCA 
X1272 130810385 545 TCACAAGCCCTCCTCCACTTTCAA TCACCAAATGTCCTGTTTGTGGGA 
X1275 131110433 473 AAAAGGCATTGCTGCCCATCAGA TGGCCCTTCCTGCTTCTCATTATCA 
X1277 131311786 429 TGTCCTTCCACCAGATGTAGCCAA GCCCTCAATATCACCATCTGCCAA 
X1279 131501456 507 TTCCATTCCTTGCTGCCTTTTGG AGGAAATGGTGGGAGGAGGAAGAA 
X1282 131802714 415 TTGCTTTCGCCCTTTTAGGAACG CAGGAAATGGAGGCATGTGTTTGG 
X1284 132001859 476 AAACATTAGAAGGGCCCTGGCACA CCTTTCAGGCTTTGGCAGTGAGAA 
X1292 

 
 
 
 
 
 

Xq26.2 

132105404 401 CCTGTCATGGGCATAGGGAAACAT TGCTCATCAGCATGTTCACACTTGA 
X1289 132405114 579 TGGGTCCATGTGATCCTCAGGTTT TCTCGGCATCAGGAATTTGCTGTC 
X1304 132736027 584 CCAAGTTTCCGAGCAAAGCCAAA GCTTGGCCTATTGCCAAACACAA 
X1303 132835768 463 TGAACCGCACCTCTAAGTTCCCAA TGCCAGATCAAAGGCGAATTCCT 
X1298 133321235 440 CCGCAATTTCCAACAATGCAAAA AGCTGAATCGCCCATCAAAGGAT 
X1299 133421320 403 CAGTGAAAGCTGGGCTTTTGCCTT TGCCCCTTCCCACAGAGAAATAA 
X1396 133800475 418 CCACTTGGAGCAAAATTGACTGGC ACCCGTGAAACAATTGGAGTGGCT 
X1312 

 

133995702 540 TGATTCCTCCAGATGTGATGGCCT CAAGCATTGCGTGAAGTGCAACA 
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X1309 134295393 524 TGGCTTTCCTCCCATAAGGTTCTTCA CCACCATGGAATCACGCTTCAATTT 
X1307 134494411 483 TTCAGAAGGCTTTCATGCTGCCA TTCTGTGCTCAATGAGGGGAAGGA 
X1314 134802198 569 CCATGCCCCTTCAACCCTTCTTTA TCAAAGCCGATTCTGCCCTTGAT 
X1317 135100862 534 ACATGGCGATTGTCCCAAGATCA TGCCAAGCAAGGATTTGATGCCT 
X1319 135300891 521 CATTGTTGCAATGGGTTTGGACC GGCAAAATCATTTAGGTGCCTGGG 
X1322 135601339 435 ACAGGACCAGGTGGCTCAAATGAA TAATGGCCTCCCATCCTGCTTGTT 
X1325 135901978 594 GGAGGGGTTGAAACCATTGGAAA GCCCATGTGGACACGGCTTAATTT 
X1327 136101164 459 TGCTGGTTGGGGCACTGGTTAAAT TGGAGTCAATGGAAATGGCTTGGA 
X1330 136401244 506 TGGGCCATAGTTTCCAGTTTCCTTG ATCAATCCGTGGCAGTTGTTCCA 
X1333 

 
Xq26.3 

136700061 510 TCGTTTTCTGTCGGCATTCAGCA TGGCAACTTCATGGCAAAGCAGA 
X1335 136900969 589 TCGTGGGATTCAGTCGCATTCAA TCAAGCATTTAGTGGCCTCACCA 
X1337 137100347 471 TGGTTTGAGTGTTTGTGTCCTCCCA TCAACCTGCTTGCTTCACAGGGAT 
X1342 137622715 459 TCCCACAAGGAAAATCCAGTGACA CCCCACTTTCCCCTGCTTCATTTT 
X1345 137809705 517 TGAGCAATCTTGAAGTGGGCCTTTC CCCAATGAGTGTCCACCAAAAGGA 
X1351 138384531 489 TCCCACTGCAGCTTGGTTATTGGA ATTCCTCCCTTCAGGTCCGATTGA 
X1353 

 
 

Xq27.1 

138588790 443 AGGCAGAATGCTTTTCACCATGC GGCGTACTGCGATTTGTGCAAGTA 
X1358 139076565 466 AATGACTTTGGGGAGGCAGAGAGA CCAAAGCCAAGAAAATCAGGCAA 
X1359 139177012 410 TGGTTGCAGTCATTGTCCTGATGTTC TCTGCGTCTTGCGTAACCATGAA 
X1363 139577049 545 TTGATGGAGGCAAGAGGGGTGATA TGCCCAATCGCTTGCTGCTTTTA 
X1366 139876868 557 CCCTGCATTTAGAAGGGTTCAGCAT ATTGCTGCAAGACCCAACTGCAA 
X1368 140076875 449 TGATTAAGTCACGGGCCATGGAA TGGATTACGTCAATTGCCACCCA 
X1371 

 
 

Xq27.2 

140376714 475 TTGCCCCAAATGACATGAGCAAA TTCTTGGTATCCCACAGTGCATCC 
X1376 140876933 497 TGTTTTGAAGGATGTCGGTGCCA GGAGAGGCAGGATGAATCACAGCATA 
X1378 141075876 499 TGAACAAGAAGAGCAAAGCTGGGG GGCTGCCTTTTCATTTTGTTGGC 
X1380 141276695 560 TATTGCTTCCTCTGGCACCAGCAA CGTGGGCAAAGGACATCTTACGAA 
X1386 141876740 586 CATTGTTGCCCACACAATCACCA TGCCATTCACATACGCACAAACA 
X1388 142076765 554 CATGCCATGGAGCATTTGAAACA CAATGACACCATGTCCCAGTGCAT 
X1399 142314911 600 GGGGTTGTGGTCCTCAAAGAGATGTT GGGAAGAATTGGATGGAGGAAGAA 
X1401 142510254 481 AACCTGCCATGGTTGAATCAGGA GACCTGCATTGGGAGGGAATCAAT 
X1403 142710882 481 TCCACTTGGGGATTGTATGGCAA TGCTGGCTCTCTTGCAGTCATTTG 
X1404 142809046 504 TGGTATTTGGCCAATGATGCAGG TGCCTTTCTCATGGTCGATGGTTC 
X1407 143101123 487 TCCATGAGTGATGGCAGTTGCAGT TGTCTGTGCGGTGTTTGCATGTT 
X1408 143201071 456 TGGATTTCACAAAAGCAAACGCA TGTTGCTAATCTCTCTTCTTTGGCCC 
X1411 143501376 509 CAAGCCTTGTGACCTTTCCCATGA TGCCTATGTGTCAGGCATTGGATG 
X1415 143901494 455 TTATAGTCATGCAGAAGGCACTGGGG TGCAGAGTGAGTTGGCAAGCTGAA 
X1393 144365128 473 AGTTTTCTGCCAGGGACTCGCTTT TCCAAAATGGTGCGTGGGTTCTT 
X1419 

 
 
 
 
 
 
 
 

Xq27.3 

144819076 437 GAACAGCATGGGGAAGAATGTCCA TTGCCAAACCTGCCTGTGCATTA 
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X1426  145518435 593 GCAATTTTAAAGCCTGTGCCTCTCCA TGGGAAGATGTCCAATTTCACTGC 
X1429 145819217 410 TGCTTTTGGTTTTCTGTCGGGGA TGTGAACAAGCATGTCCCCTCTTG 
X1431 146005790 475 TAAGCTTCCCGGTTATGCCATGCT TGCAGCTTTCATCCTTCAGCCCTA 
X1433 146204654 558 TGGTGGAGCCAGGAATCAAACTCA ATGGAATGCCCCTACTGAAACCCA 
X1436 146505812 477 TCTGAGCCCCTTGAGAAAAGGGAA GGAAATGCTTGGTGCCTCCTTTTG 
X1439 146804669 519 TGGGAAACCCTTCTGTCGTGTTCA CATGTGGGCCCATGAATTTCACA 
X1441 147005491 570 TTCTCAGGCCTTTGGGCTTCAACT TTCCTTGCATGTTGTCCGTGCTT 
X1451 148132447 429 TGGCAAGTGCTCCATCAACATCA ATCAAGGTGTGGGCAGGGTTCATT 
X1457 148657611 438 TTGGGAAGGGAATTTGAGCAAGC TGACCATCCCTAAAATGCAGCAA 
X1461 149050487 473 CCTCACAGGATGCCCCTAAACAAA TGAAGCAGTTCAAGGTGTGTGCCA 
X1462 149150416 497 TCCACAGTGCCACCATTACCATCA TGGGAAGAACATCTGGAAGCCTGA 
X1466 149194433 560 TGCGTAAAATAATCGCCAGGGCT TCTCCAACATCACCCAGGAAAGGA 
X1469 149425051 424 TGGGCACTGCAAACACAGTCTCAT TTTCGGTGCTTTCTCCATTGCAC 
X1471 149594041 578 CCCACCATGGCCCATTTTAAGCTA CCAGCAGCCACACAAGTGTTATGA 
X1478 150296273 499 TAGTTGGCCCATCTGCAGCTTTGA CAGGGGTTCAGCCAAACAAAAGGT 
X1482 150669380 430 TGCAAGCAGCCGAACATTCAAAG ACCCCACTGGGTTCAAATTGCTCA 
X1487 151185008 400 AATGCTTTAGCTGCTGCTGCCTGA TTGGTCCCTGGCTTTGGACAGTTT 
X1489 151385048 472 TCATTGCCATGGACAGAGCAGAA AGATTGTGGGTTCTGGGCCACATT 
X1492 151686365 407 ATGGTCACTGTTATTTTGGCCGGG TGGGGCGCTTTTATTTCTGGGA 
X1495 152060377 595 TGTAAGTGCCATTGCCGTTGTCCT CCATCGCAGGCTAAGATCGAATGT 
X1496 152159240 524 TTCCTGGGACCCTCTTTTCCTTTG TTCTCACTCAGGAGATAGATGTGCCG 
X1499 152406968 442 AAATTTGCACTCCTTCCACTTTCCA CACAGCCCTCTTTTGCCCTTTTCT 
X1502 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Xq28 

152893114 547 TGGGCCATCTTCTCCTAACCAAACA TCATTGGCCTGCTTCCCTTTTCA 
X16   462 TGCTCTTCGTCTTGTGCGTCTGAA TTCCTCAAGGCCTAGGTGCCAAAA 

X641   415 CATTCCCTCAGCTTCACGCACATT AGAATCCTTTTGCCCAGGAGGTCA 
X1470   473 TGTTTTGGGGAATCACAACACCG TTCCATGGTCTTTGCTTGGCTGA 
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LISA 2. Inimese X kromosoomile vastava mikrokiibi maatriks 

 
CY3 X5 X11 X7 X17 X18 X21 X25 X42 X39 X37 X35 X34 X49 X52 CY5 
X53 X55 X58 X60 X63 X65 X67 X69 X70 X73 X75 X77 X79 X80 X85 X88 
X90 X93 X95 X97 X99 X102 X105 X107 X110 X112 X115 X117 X120 X121 X124 X127 

X139 X130 X132 X133 X134 X142 X169 X170 X145 X147 X150 X152 X155 X160 X161 X165 
X173 X707 X705 X175 X180 X178 X184 X185 X188 X192 X198 X199 X200 X202 X206 X207 
X210 X214 X218 X222 X223 X225 X230 X232 X233 X235 X242 X237 X239 X245 X246 X248 
X250 X253 X255 X259 X261 X263 X265 X270 X272 X275 X278 X280 X282 X286 X288 X294 
X295 X297 X298 X301 X303 X305 X309 X310 X313 X315 X317 X320 X322 X349 X347 X330 
X328 X325 X335 X338 X340 X344 X354 X355 X365 X368 X370 X372 X375 X377 X380 X382 
X385 X387 X397 X405 X407 X410 X412 X415 X417 X420 X423 X427 X429 X432 X433 X436 
X438 X448 X454 X457 X463 X531 X401 X471 X472 X480 X482 X495 X497 X498 X501 X521 
X555 X558 X563 X565 X567 X574 X575 X578 X583 X585 X588 X593 X596 X598 X603 X606 
X613 X616 X618 X620 X624 X625 X633 X636 X638 X643 X645 X652 X654 X662 X671 X674 
X676 X689 X711 X713 X716 X719 X734 X726 X743 X765 X768 X773 X775 X778 X749 X752 
X754 X756 X759 X762 X746 X785 X789 X792 X794 X797 X799 X802 X805 X807 X808 X836 
X838 X858 X860 X861 X863 X866 X868 X870 X872 X944 X882 X889 X895 X897 X899 X902 
X905 X907 X911 X913 X916 X922  X923 X924 X926 X928 X931  X947 X949 X951 X955 X960 
X962 X968 X965  X975 X983 X996 X998 X1001 X1003 X1006 X1008 X1010 X1013 X995 X993 X991  
X989 X986 X1016 X1023 X1025 X1026 X1027 X1030 X1032 X1035 X1038 X1040  X1042 X1044 X1045 X1048 
X1050 X1052 X1055 X1057 X1059 X1063 X1066 X1067 X1069 X1075 X1076  X1080 X1144 X1141 X1138 X1072 
X1071 X709 X1091  X1097  X1099 X1101 X1103 X1105 X1107 X1115 X1116 X1119 X1121 X1126 X1128  X1131 
X1154 X1159 X1162 X1167 X1170  X1173 X1177 X1179 X1185 X1187 X1189 X1191 X1193 X1195 X1197 X1199 
X1202  X1207 X1210 X1213 X1147 X1149 X1150  X1215 X1217 X1220 X1223 X1225 X1228 X1230 X1234 X1236 
X1238 X1243 X1245 X1249 X1251 X1254 X1256 X1259 X1262 X1264 X1267 X1269 X1272 X1275  X1277 X1279 
X1282  X1284 X1292 X1289  X1304 X1303 X1298 X1299  X1396  X1312 X1309  X1307 X1314 X1317 X1319  X1322  
X1325 X1327 X1330 X1333 X1335  X1337 X1342 X1345 X1351 X1353 X1358 X1359 X1363  X1366 X1368 X1371 
X1376 X1378 X1380  X1386 X1388 X1399  X1401 X1403 X1404 X1407 X1408  X1411 X1415 X1393  X1419 X1426  
X1429 X1431 X1433  X1436  X1439 X1441 X1451 X1457 X1461 X1462 X1466 X1469 X1471 X1478 X1482 X1487 
X1489 X1492 X1495 X1496 X1499 X1502  X16 X641 X1470 PUH RUB RIB CHL PUH A3 A20 
A33 A63 A83 A106 A113 A138 A156 A172 A190 A206 A216 A241 A249 A251 A253 A255 

A261 A274 A286 A295 A298 A308 A320 A324 A331 A336 A345 A355 A357 A364 A373 A380 
CY5 A388 A394 A401 A407 A413 A418 A424 A427 A429 A430 A431 A435 A439 TÜHI CY3 

 
X - inimese X kromosoom; A - inimese autosoomne kromosoom; PUH - puhver; RUB - A. thaliana RUBISCO aktivaasi geen; RIB - ribuloos-1,5-bisfosfaat karboksülaas/oksügenaasi suure 

subühiku geen; CHL - fotosüsteem I klorofüll a/b-seonduva valgu geen 
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LISA 3. Inimese X kromosoomile spetsiifiline mikrokiip 

 

 

 

Normaalsele naise DNA-le hübridiseeriti 300 X kromosoomile vastavat ning 47 autosoomse-

tele kromosoomidele vastavat MAPH proovi, mis hübridisatsioonijärgselt amplifitseeriti ning 

märgistati nick translatsioonil Cy5 fluorestseeruva märgisega. Hübridisatsioonil inimese X 

kromosoomi DNA kiibile annavad taustmürast selgelt eristatava fluorestsentsintensiivsusega 

signaale ainult kasutatud proovisegus esindatud proovid. 
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LISA 4. Inimese X kromosoomile spetsiifiline mikrokiip 

 

 
 

Normaalsele naise DNA-le hübridiseeriti kogu X ning autosoomsetele kromosoomidele 

vastav MAPH proovide kogu, mis hübridisatsioonijärgselt amplifitseeriti ja märgistati nick 

translatsioonil Cy5 fluorestseeruva märgisega ning hübridiseeriti inimese X kromosoomi 

DNA kiibile. 
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LISA 5. Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs DNA koopiaarvu muutuste detekteerimiseks - normaalse naise DNA võrdlus normaalse 

naise DNA-ga 
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Joonisel on roosa joonega tähistatud proovide mediaanväärtus antud analüüsil, mustalt kujutatud veapiirid näitavad kontrollpaneeli 

usaldusvahemikku iga proovi jaoks ning lilla joon iseloomustab normaliseeritud fluorestsentsintensiivsuste väärtuseid uuritavas DNA-s. 
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LISA 6. Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs DNA koopiaarvu muutuste detekteerimiseks - normaalse naise DNA võrdlus normaalse 

mehe DNA-ga 

 

Normaalne mees DNA nr. 80
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Joonisel on roosa joonega tähistatud proovide mediaanväärtus antud analüüsil, mustalt kujutatud veapiirid näitavad kontrollpaneeli 

usaldusvahemikku iga proovi jaoks ning lilla joon iseloomustab normaliseeritud fluorestsentsintensiivsuste väärtuseid uuritavas DNA-s. 
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LISA 7 Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs DNA koopiaarvu muutuste detekteerimiseks – DNA nr. A-2879 analüüs 

 

Patsiendi DNA nr. A-2879

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

X
5

X
39

X
65

X
85

X
10

7

X
13

0

X
15

2

X
17

8

X
20

2

X
23

0

X
24

8

X
27

2

X
29

8

X
32

0

X
34

7

X
37

7

X
41

0

X
43

3

X
48

0

X
55

8

X
58

8

X
62

0

X
66

2

X
71

3

X
75

4

X
78

5

X
80

8

X
87

0

X
90

7

X
94

4

X
97

5

X
10

01

X
10

26

X
10

45

X
10

69

X
11

01

X
11

28

X
11

85

X
12

30

X
13

03

X
13

51

X
13

86

X
14

11

X
14

41

X
14

82

A
83

A
24

9

A
32

0

A
38

8

A
43

9

Proovid X kromosoomil

R
FU

 
 

Joonisel on roosa joonega tähistatud proovide mediaanväärtus antud analüüsil, mustalt kujutatud veapiirid näitavad kontrollpaneeli 

usaldusvahemikku iga proovi jaoks ning lilla joon iseloomustab normaliseeritud fluorestsentsintensiivsuste väärtuseid uuritavas DNA-s. 
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LISA 8 Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs DNA koopiaarvu muutuste detekteerimiseks – DNA nr. A-2857 analüüs 

 

Patsiendi DNA nr. A-2857
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Joonisel on roosa joonega tähistatud proovide mediaanväärtus antud analüüsil, mustalt kujutatud veapiirid näitavad kontrollpaneeli 

usaldusvahemikku iga proovi jaoks ning lilla joon iseloomustab normaliseeritud fluorestsentsintensiivsuste väärtuseid uuritavas DNA-s. 
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LISA 9. Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs DNA koopiaarvu muutuste detekteerimiseks – DNA nr. A-2858 analüüs 

 

Patsiendi DNA nr. A-2858
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Joonisel on roosa joonega tähistatud proovide mediaanväärtus antud analüüsil, mustalt kujutatud veapiirid näitavad kontrollpaneeli 

usaldusvahemikku iga proovi jaoks ning lilla joon iseloomustab normaliseeritud fluorestsentsintensiivsuste väärtuseid uuritavas DNA-s. 
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LISA 10. Mikrokiibil põhinev MAPH analüüs DNA koopiaarvu muutuste detekteerimiseks – DNA nr. 220728 analüüs 

 

Patsiendi DNA nr. 220728
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Joonisel on roosa joonega tähistatud proovide mediaanväärtus antud analüüsil, mustalt kujutatud veapiirid näitavad kontrollpaneeli 

usaldusvahemikku iga proovi jaoks ning lilla joon iseloomustab normaliseeritud fluorestsentsintensiivsuste väärtuseid uuritavas DNA-s. 

 


