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KASUTATUD LUHENDID
ANXAS — annexin A5 geen

APC — aktiveeritud proteiin C

BamHI — Bacillus amyloliquefaciens-i tiitip II restriktsiooni endonukleaas

bp — base pair, nukleotiidipaar

CD4+ — T abistajarakk

CD8+ — T-tsiitotoksiline rakk

CEU — Pohja- ja Ladne-Euroopa péritoluga Utah elanike valim

CHB — Han hiinlaste valim Pekingist Hiinast

CpG saar — DNA regioon, mis on rikastatud CpG saitidega. GC sisaldus iile 50%

dbSNP — Single Nucleotide Polymorphism Database, ithenukleotiidsete poliimorfismide
andmebaas

DEN — Taani valim
EDTA — etiileendiamiintetraatseethape
EST — Eesti valim

Exo-SAP — eksnonukleaas | puhvri ja Shrimp alkaline phosphatase (kreveti aluseline
fosfataas) segu

GTP — guanosiintrifosfaat
h.p. — hinnang puudub

HLA- DRB1*01 (HLA-DR1) — inimese leukotsiitidi antigeeni peamise koesobivuskompleksi

pinnaretseptori geen (sulgudes geeni dratundev serotiilip)

HLA- DRB1*03 (HLA-DR3) — inimese leukotsiitidi antigeeni peamise koesobivuskompleksi

pinnaretseptori geen (sulgudes geeni dratundev serotiilip)
IFN-y — interferoon y

IL-10 — interleukiin 10



IL-4 — interleukiin 4
JPT — Tokyo jaapanlaste valim

KORA - Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg; Kooperatiivne

terviseuuring Augsburgi regioonis ehk Louna-Saksamaa biopank

KRK — korduv raseduse katkemine

M — marker

MRNA — messenger RNA; RNA, mille molekulilt toimub translatsioon
MTHFR — metiileentetrahiidrofolaadi reduktaas

mv — mediaanvektor

a.p. —andmed puuduvad

LD — linkage disequilibrium, geneetilise aheldatuse mittetasakaalulisus
NK — negatiivne kontroll

PCR — Polymerase Chain Reaction, poliimeraasi ahelreaktsioon

r’— alleelisageduste korrelatsioonikoefitsent

RCF — Relative Centrifugal Force, relatiivne tsentrifugaaljoud

rs kood — unikaalne SNP identifitseerimisnumber dbSNP-s

S —singleton, tihel kromosoomil esinenenud SNP

SDS — anioonne surfaktant

SNP — single nucelotide polymorphism, iithenukleotiidne poliimorfism
TBE — Tris-boorhape-EDTA puhvrilahus

TE — puhvrilahus, mis koosneb Tris-ist ja EDTA-st

Tnl — T abistajarakk, aktiveerib makrofaage

Tn2 —T abistajarakk, aktiveerib B rakke

TNF-o — kasvaja nekroosi faktor a



Tris — ehk THAM , tris(hiidrokstimetiiiil)aminometaan
Triton-X — mitteioonne surfaktant
Tsp — transcription start point, transkriptsiooni algussait

wt — wild type, metsiktiilip



SISSEJUHATUS

2012. aastal 10ppes Eestis 2,6% rasedustest iseenesliku spontaanabordiga (Eesti Meditsiinilise
Stinniregistri ja Raseduskatkestusandmekogu). Korduv raseduse katkemine (KRK) on paari
jaoks traumaatiline haigus, mis diagnoositakse, kui esineb vdhemalt 3 iseeneslikku
spontaanaborti jarjest ning. Pooltel juhtudel jddb pohjus médratlemata ning on seega
defineeritud kui idiopaatiline KRK.

Korduv raseduse katkemine (KRK) on viga heterogeenne haigus, mida vdivad
pohjustada muuhulgas anatoomilised, hormonaalsed, immunoloogilised ja kromosomaalsed
faktorid aga ka geneetilised riskifaktorid (Rull et al., 2012). Enim on uuritud trombofiiliat
pOhjustavaid mutatsioone, kuid seni ei ole tuvastatud iihtegi (epi)geneetilist markerit, mis
oleks spetsiifiline KRK-le.

Hiljuti pakuti vélja uus korduva spontaanabordi trombofiilia riskifaktor — ANXAS5
(Bogdanova et al., 2007). Annexin A5 on platsenta antikoagulantvalk, mis esineb
platsentahattude pinnal, moodustades kaitsva kristallkihi raku pinna fosfolipiididele,
inhibeerides hiitibimist (Rand et al., 2003). Antud valgu vdhenemine voib pdhjustada
erinevaid rasedustiisistusi nagu pre-eklampsia voi raseduse katkemine (Gourvas et al., 2014;
Chinni et al., 2009). Annexin A5 valku kodeeriva geeni (ANXA5) promootorist tuvastasid
Bogdanova et al., 2007 esmakordselt neli nukleotiidiasendust, mis piaranduvad edasi iihe
haplotiiiibina. See riskihaplotiiiip vihendab ANXAS5 geeni ekspressiooni 37-42%-ni normist
ning tdstab eri uuringute pohjal riski korduvaks raseduse katkemiseks (Bogdanova et al.,
2007; Tiscia et al., 2009; Miyamura et al., 2011). Siiski erineb ANXA5 geneetiliste
assotsiatsiooniuuringute tulemustes erinevusi ning annexin A5 roll KRK esinemisel ei ole
itheselt madratud.

Kéesoleva uurimistod eesmarkideks on anda {ilevaade korduva raseduse katkemise
pohjustest ning tuvastada seos ANXA5 geeni promootori haplotiiipide ja korduva
spontaanabordi vahel Eesti ja Taani naistel. Antud uurimustéé on replikatsiooniuuring

Bogdanova et al., 2007 toole.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Spontaanabort

Kdigist viljastumistest 1dheb 70% kaotsi enne siinnitust, enamus enne kui rasedust saab
kliiniliselt toestada (Zinaman et al., 1996 ja Macklon et al., 2002) (Joonis 1). Kliiniliselt
ultraheliga toestatud rasedustest katkeb ligikaudu 10-15% (Nybo Andersen et al., 2000;
Warburton ja Fraser, 1964) ning seega on raseduse katkemine I trimestri kdige sagedasem
komplikatsioon. Spontaanabort on iseeneslik raseduse katkemine enne loote elujouliseks
saamist ehk koik katkemised viljastumise hetkest kuni 24. rasedusniddalani (Rai ja Regan,
2006).

Spontaanaborti pdhjustab 70% juhtudest loote kromosoomi anomaaliad (Ogasawara et
al., 2000). Koige sagedasem on trisoomia, sellele jargneb poliiploidsus, X monosoomia ja
tasakaalustamata translokatsioonid (Stephenson et al., 2002). Kromosoomihdirete sagedus
touseb nii isa (Slama et al., 2005) kui ka ema vanuse kasvades. Nooremal emal on tdendosus
tsiitogeneetilisteks anomaaliateks 1/500, 35-aastasel 1/80 ning 45-aastasel 1/20 (Hook, 1981).
Spontaanaborti vdivad pohjustada ka platsenta viddrarengud, infektsioon, ema ja loote

vaheline immuunvastuse sobimatus, narkomaania ja alkoholism.

Onnelik stinnitus

30%

Hilisem raseduse katkemine Kliinilised katkemised
10%
Varane raseduse katkemine
30% Biokeemilised raseduse

Implantatsiooni haire katkemised
30%
/ Viljastumine \

Joonis 1. Raseduse katkemise jadmaigi: iilevaade viljastumise hetkest siinnini. Enamus

spontaanaborte toimub enne implantatsiooni v0i enne menstruatsiooni drajadmist, seetottu el
tea naine rasestumisest. Biokeemilise raseduse katkemise (tavaliselt enne 6. rasedusnidalat)
puhul on rasedustest positiivne, aga rasedust pole veel ultraheliga kinnitatud. Kiliinilise
katkemise puhul on emakasisene rasedus lisaks ultraheliga kinnitatud. Joonis modifitseeritud
Macklon et al., 2002 jérgi.



1.2. Korduv raseduse katkemine

Last soovivate paaride seas esineb korduvat spontaanaborti 1%.-l, mis on suurem kui
juhuslikult kolme jérjestikuse raseduse katkemise tdendosuse (0,15° = 0,34%) pdhjal vdiks
eeldada (Berry et al.,, 1995). Seetottu loetakse korduvat raseduse katkemist (KRK)
spontaanabordist eraldiseisvaks néahtuseks. Korduv spontaanabort on kolme v&i enama
jarjestikuse iseenesliku raseduse katkemine enne 22. rasedusnéddalat voi kui loode kaalub
katkemise ajal vdhem kui 500g (Berry et al., 1995). Ligikaudu 50% KRK-st on idiopaatilised
ehk teadmata pdhjusega (Bricker ja Farquharson, 2002). Korduvate spontaanabortide puhul
kaasneb risk ka jdrgneva raseduse katkemiseks: mida rohkem katkemisi, seda suurema
toendosusega katkeb ka jargmine (Ogasawara et al., 2000). Normaalse kariiotiilibi esinemise
toendosus aborteerunud loodetel suureneb iga jirgneva raseduse katkemisega, samas kui
kromosoomihdirega loodete esinemine jadb samaks (Ogasawara et al., 2000) (Joonis 2).

Seega domineerivad raseduse katkemise puhul teised riskifaktorid kui kromosomaalsed
anomaaliad.
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40
o M Raseduse katkemine, kui embriol
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Kliiniliselt diagnoositud rasedused (%)

10
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Eelmiste raseduste katkemiste arv

Joonis 2. Normaalse ja kromosoomihdirega kariiotiiiibiga raseduse katkemise tdendosuse

soltuvus eelnevate raseduse katkemiste arvust. Modifitseeritud Ogasawara et al., 2000 jargi.

1.2.1. Peamised KRK pdéhjused

Korduval raseduse katkemisel on leitud palju erinevaid pohjuseid (Tabel 1), sealhulgas on
olulised anatoomilised, hormonaalsed, immunoloogilised ja geneetilised faktorid.



Tabel 1. Korduva spontaanabordi peamised riskifaktorid ja hinnanguline esinemissagedus
KRK patsientidel.

Pohjused Esinemis- Viited
sagedus KRK
patsientidel (%)

Emaka anomaalia 1-16,7 Habayeb ja Konje, 2004; Saravelos et
al., 2008; Stray-Pedersen ja Stray-
Pedersen, 1984

Hormonaalne hiire 5-20 Stray-Pedersen ja Stray-Pedersen,
1984; Stephenson, 1996

Antifosfolipiid antikehad 11-20 Stephenson, 1996; Habayeb ja Konje,
2004

Alloimmuunsushéiire h.p. Rai ja Regan, 2006; Hill et al., 1992

Kromosomaalsed anomaaliad 2-4,8 Garcia- Enguidanos et al., 2002;

Habayeb ja Konje, 2004; Stray-
Pedersen ja Stray-Pedersen, 1984

DNA fragmentatsioon 39 Evenson et al., 1999

spermas

Endomeetriumi infektsioon 0,5-15 Stray-Pedersen ja Stray-Pedersen,
1984; Stephenson, 1996

Trombofiilsed haired 14 Habayeb ja Konje, 2004

Vale elustiil h.p. Nybo Andersen et al., 2012; Metwally

et al., 2010; Bech et al., 2005

h.p. — hinnang puudub

Emaka anomaaliaid esineb kuni 16,7%-1 KRK naispartneritest (Saravelos et al., 2008).
Naistel, kellel on vaheseinaga emakas, on suurem tdendosus esimese trimestri raseduse
katkemiseks kui normaalse emakaga naistel. Kaaremakaga naistel on suurem tdenédosus teise
trimestri katkemiseks ja enneaegseks siinnituseks (Woelfer et al., 2001). Arvatakse, et emaka
vahesein hdirib embriio arengut pérast implantatsiooni (Homer et al., 2000). Emaka miioom
ja liited emakaddnes (Ashermanni siindroom) vodivad raskendada viljastumist ning
suurendavad riski rasedustiisistusteks. Emaka miioom on 5% juhtudest oluline raseduse
katkemise ja viljatuse pdhjustaja (Bajekal ja Li, 2000). Emakakaela puudulikkus pShjustab
teise trimestri katkemisi ning seda esineb 13% KRK paaridest (Stray-Pedersen ja Stray-
Pedersen, 1984).

Hormonaalsed hiired esinevad 5-20%-1 KRK paaridest (Stray-Pedersen ja Stray-
Pedersen, 1984; Stephenson, 1996). Korduva spontaanabordiga on seostatud:

1) Progesterooni defitsiiti luteaalfaasi ajal pohjustab ebapiisavat endomeetriumi

kiipsemist (Branch et al., 2010).
2) Hiiperprolaktineemia (Rai ja Regan, 2000).
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3) Poliitsiistilise munasarja siindroom on kdige sagedasem endokriinne héire viljakas eas
naistel (Christiansen et al., 2008). KRK patsientidel esineb seda 8-10% (Cocksedge et
al., 2009), kuid elussiinnituste osakaal ei erine kontrollidest (Rai et al., 2000).

4) Endometriaalse prolaktiini ekspressiooni puudumine luteaalfaasi ajal (Garzia et al.,
2004).

5) Ravimata kilpndarmehaiguseid (Abalovich et al., 2002).

6) Insuliini resistentsust esineb KRK patsientidel rohkem kui kontrollidel (Craig et al.,
2002). Korge veresuhkur on embriiole toksiline, sellepdrast on eriti oluline

gliikkoositaseme kontroll raseduse algstaadiumites (Rosenn et al., 1991).

Immunoloogilisi pohjuseid saab jagada kaheks: autoimmuunsus- ja alloimmuunsusfaktorid.
Autoimmuunsuse puhul keha riindab oma rakke, tootes rakkude vastu antikehi.
Antifosfolipiid antikehad riindavad negatiivselt lactud fosfolipiidmolekule, mis
moodustavad rakupinna ja raku organellide membraani. Antifosfolipiidsiindroom on ravitav
korduva spontaanabordi pohjus. Koige rohkem uuritud antifosfolipiidantikehad on
antikardiolipiin antikeha ja luupuse antikoagulant. Neid antikehi on leitud suurema
sagedusega KRK patsientidelt kui kontrollidelt (Christiansen, 1996). Antifosfolipiid antikehi
esineb pidevalt 15% KRK patsientide testides (Rai et al., 1995a). Ravita katkeb rasedus 90%
juhtudest (Rai et al., 1995b).

Alloimmuunsus on immuunvastus voorantikehadele, mis parinevad sama liigi teiselt
esindajalt. Lim et al., 1996 postuleeris, et ema liigne immuunvastus loote vastu vdib olla
korduva raseduse katkemise pdhjustajaks. KRK patsientidel on loomulikke tapjarakke emaka
limaskestas rohkem kui kontrollidel ning mida kdrgem loomulike tapjarakkude tase, seda
suurem on risk raseduse katkemiseks (Rai ja Regan, 2006). Loomkatsete pohjal arvatakse, et
Thl tsiitokiinid (TNF-a, IFN-y) ohustavad rasedust ning Tn2 tsiitokiinid (IL-4, IL-10) on
kasulikud ja ennetavad raseduse katkemist (Wegmann et al., 1993). Enne rasedust voi |
trimestri ajal perifeersest verest voetud mononukleaarsed rakud toodavad trofoblasti antigeeni
vOi mitogeeniga stimuleerides KRK naistel Tyl tsiitokiine, aga kontrollidel toodavad Tp2
tsiitokiine (Hill, 1995). Embriiole toksilisi ja trofoblasti inhibeerivaid Tyl tsiitokiine leitakse
korduva spontaanabordi grupist vastavalt 90% ja 50% juhtudel (Hill et al., 1992). Lisaks voib
CD4+ ja CD8+ T rakkude suhe olla KRK naistel erinev normist (Christiansen et al., 2005)
ning see voib viia loote dratdukereaktsioonini. Korduva spontaanabordi eelsoodumuseks
peetakse ka HLA-DRB1*01 (HLA-DR1) ja HLA-DRB1*03 (HLA-DR3) alleelide esinemist
(Christiansen, 1996).
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Kromosomaalseid anomaaliaid (tihti balansseeritud translokatsioonid) esinevad 3%-I
KRK partneritest (Stray-Pedersen ja Stray-Pedersen, 1984). Balansseeritud translokatsiooni
kandja on fenotiiiibilt normaalne, kuid kromosoomide segregatsiooni héire tSttu meioosis on
50-70% gameetidest ja seega ka embriiotest ebanormaalsed.

Hiljuti tehtud meta-analiitisis nédidati korgema DNA fragmentatsiooni puhul spermas
suuremat riski raseduse katkemiseks (Robinson et al., 2012). Spermatosoid pole voimeline
DNA-d ise parandama ning see iilesanne jddb ootsiiidi kanda pérast viljastumist.
Kaheahelalisi DNA katkemisi, mida tdendoliselt ei ole ootsiiiidis elimineeritud, on seostatud
idiopaatilise korduva raseduse katkemisega paaridel, kus puudub ema faktor (Ribas-Maynou
etal., 2012).

Suur osa KRK patsiente ei ole sub- vaid on superfertiilsed ehk nad rasestuvad kiiresti,
aga rasedus ei jaa pisima (Salker et al., 2010). Quenby et al., 2002 t3i vélja hiipoteesi, et
KRK naiste keha ei hiilga normaalseid embriioid, vaid neis pesastuvad elujouetud embriiod
ebasobivalt. Normaalselt katkeks rasedus biokeemilises staadiumis, kuid korduva
spontaanabordi puhul piisivad nad elus kliinilise raseduseni. Endomeetriumi strooma rakud
migreeruvad embriio pesastumise ajal ja vdivad soodustada implantatsiooni embriio timber
kapseldumisega (Brosens ja Gellersen 2010). KRK patsientide endomeetriumi strooma
rakkudel on suurenenud migratsiooniline potentsiaal ja vihenenud selekteerimisvoime madala
kvaliteediga embriiote suhtes (Larsen et al., 2013).

Korduva spontaanabordi pdhjuseks pakutakse ka endomeetriumi infektsioone.
Klamiitidia, gonorréa ja tuberkuloosi infektsioon pdhjustab endometriiti, mis esineb
sagedamini pérast raseduse katkemist voi stinnitust. Korduva spontaanabordi pdhjustamiseks
peab infektsioon suguteedes pilisima pikka aega. Bakteriaalse vaginoosi esinemine esimesel
trimestril on seostatud hilise raseduse katkemise ja enneaegse siinnitusega (Hay et al., 1994).

Erinevaid elustiile on seostatud raseduse katkemisega. Isegi tagasihoidlike alkoholi
koguste tarbimine enne 16 gestatsiooniniddalat suurendab riski raseduse katkemiseks (Nybo
Andersen et al., 2012). Siit voib jareldada, et pideva alkoholitarbimise puhul on risk
korduvaks spontaanabordiks suurem. Samuti on rasvunud ja alakaalus KRK naistel
suurenenud risk spontaanabordiks jargmisel rasedusel (Metwally et al., 2010). Raseduse
katkemise risk suureneb kaks korda kui tarbida kohvi iile 7 tassi paevas (Bech et al., 2005).

Spontaanabordil on tidheldatud perekondlikku  eelsoodumust: KRK patsientide
esimese astme naissugulastel on 2-7 korda suurem risk raseduse katkemiseks kui
tildpopulatsioonil (Christiansen, 1996). Périliku komponendi vélja selgitamiseks on ldbi

viidud hulgaliselt assotsiatsiooniuuringuid.
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1.2.2. Trombofiilsed hiired kui KRK riskifaktorid

Trombofiilne defekt on hiire vere koagulatsioonirajas, mis suurendab tromboosiriski.
Rasedus on loomulik hiiperkoagulatiivne seisund véltimaks suurt verckaotust siinnituse voi
raseduse katkemise jirgselt. Uleliigset vere koagulatsiooni soodustavad trombofiilsed
riskifaktorid pohjustavad platsenta veresoontes trombe, mis omakorda pohjustavad platsentas
infarkti koldeid (Larsen et al., 2013). Protrombootiline seisund esineb 48-59% korduva
raseduse katkemisega patsientidel ka rasedusvilisel ajal (Laude et al., 2001). Omandatud ja
parilikke trombofiiliaid on seostatud ka pre-eklampsia, emakasisese kasvupeetuse ja platsenta
irdumisega (Kupferminc et al., 1999). Vaatamata suurele arvule toddele ei ole trombofiilseid
faktoreid veenvalt seostatud varajase raseduse katkemisega. Kuna ema verevool platsentasse
ei toimu enne 8. gestatsiooninddalat, siis trombofiilsed hdired on riskifaktoriteks eelkdige
pérast teist raseduskuud (Rai ja Regan, 2000). Antifosfolipiidsiindroom on peamine tdestatud

trombofiiliahdire, mida on seostatud erinevate raseduspatoloogiatega (McNamee et al., 2012).

1.2.2.1. Trombofiilseid hiireid pohjustavad geneetilised riskifaktorid

Korduva raseduse katkemisega patsientidel esineb trombofiilseid hdired 14%-l (Habayeb ja
Konje, 2004), kuid iihtegi geneetilist poliimorfismi pole eraldiseisvalt KRK-ga seostatud
(Christiansen et al., 2008). Arvatakse, et mida rohkem trombofiilseid poliimorfisme naisel
esineb, seda korgem on risk raseduse katkemiseks (Brenner et al., 1999). Korduva
spontaanabordiga paaridel, kus kummalgi partneril on rohkem kui iiks mutatsioon, on
elussiinni sagedus 17% ja paaridel, kellel pole poliimorfisme, on sagedus 56% (Jivraj et al.,
2006).

Enamus trombofiilse héire kandidaatgeenidest, mida on uuritud seoses KRK-ga, on seotud
hiiiibimise aktivatsioonikaskaadiga (Joonis 3). Uheks kdige levinumaks trombofiilse hiire
geneetiliseks riskifaktoriks on Leideni mutatsioon ehk poliimorfism G — A positsioonis
1691 faktor V geenis, mille tagajirjel toimub mittesiinoniiimne aminohappe vahetus
positsioonis 506 arginiin — glutamiiniks (Tabel 2) (Bertina et al., 1994). Faktor V koos
faktor Xa-ga osaleb verehiiiibe kaskaadis, mille 1opptulemuseks on vereklomp (Joonis 3).
Aktiveeritud proteiin C (APC) on antikoagulant ja lagundab faktor V-te (Guinto ja Esmon,
1984). Poliimorfismi korral 16ikab APC faktor V GIn506 aeglasemalt (Lane ja Grant, 2000),
mis soodustab trombide teket protrombiini pikema elua tdttu. Mutatsiooni kannab 2-19 %
KRK naistest ning 2-6% kontrollidest (Tabel 2) (Jivraj et al., 2006; Rai et al., 2001;Younis et
al., 2000). Leideni defekti kandjatel on 2 korda suurem tdendosus korduvaks raseduse
katkemiseks (Kovalevsky et al., 2004). Leideni alleeli kandvatel KRK naistel on 37,5%

elussiinde, samas kui alleeli mittekandvatel korduva spontaanabordiga patsientidel on 69,3%
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elussiinde (Rai et al., 2002b). Lisaks vanemate genotiiiibile, on oluline ka loote faktor V

Leideni poliimorfismi olemasolu raseduse tulemuse ennustamisel (Dizon-Townson et al.,
1997).

Kontaktaktivatsiooni rada Koefaktori rada

Kahjustatud pind

l Trauma _
Koefaktori raja
7 T l _# inhibiitor
XIl Xlla /\\
<7 T Vila Vil
XI Xla + Vil
: <7 ™ N Koefaktor «<—— Trauma
: IX IXa Vllla .
| .................... Antltrombnn
% N s
- o Tavaline rada
—> Trombiin (lla)

*" Fibrinogeen(l)  Fibrin(la)
l /_\

Aktiivne proteiin C Xllla XIil

Rist-seoseline

Proteiin S o
fibriiniklomp

A“'l
Proteiin C + Trombomoduliin

Joonis 3. Ulevaatlik vere hiiiibimise aktivatsioonikaskaad ja selles osalevad faktorid. Punaka
joonega on vélja toodud negatiivne tagasiside (inhibitsioon) ja rohelise katkendliku joonega
positiivne tagasiside. KRK esinemisega seotud faktorid on sinisega alla joonitud.
Modifitseeritud Wikimedia Commonsi pdhjal.

Tabel 2. Trombofiilseid hdired pdhjustavad geneetilised faktorid.

Faktor/Geen Mutatsiooni Aminohappe Sagedus Sagedus Viited
positsioon  muutus iild- KRK
geenis populat- naistel
sioonis (%) (%)
Faktor V G1691A Arg—>GlIn 2 -6 2-19 Jivraj et al., 2006;
Leiden Bertina et al., 1994;
Rai et al., 2001;
Younis et al., 2000
APC - - 3 39 Sarig et al., 2002
resistentsus
Protrombiin G20210A - 2-4 2 Jivraj et al., 2006;
Poort et al., 1996
MTHFR Ce77T Ala-> Val 32 32 Jivraj et al., 2006;
Frosst et al., 1995

APC- Aktiveeritud proteiin C

MTHFR- metiileentetrahiidrofolaatreduktaas
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Aktiveeritud proteiin C (APC) resistentsus on 95%-l juhtudest seotud Leideni
mutatsiooniga. APC inhibeerib proteiin S-ga faktoreid V ja VIII ja seega toimib hiiiibimise
inhibiitorina (Joonis 3) (Bertina et al., 1994). APC resistentsust esineb 39% korduva
spontaanabordiga naistel ning 3% viljakatel naistel (Sarig et al., 2002). APCR esineb ilma
faktor V Leideni mutatsioonita 18% KRK patsientidel.

Vere hiiiibimiskaskaadi viimast proteoliiiitilist reaktsiooni kataliiiisib seriinproteaas
trombiin. Selle tulemusel moodustub fibrinogeenist fibriin, mis moodustab vereklompidest
suurema osa (Joonis 3) (Gehring et al., 2001). Protrombiini (faktor 11) mutatsiooni G — A
20210 positsioonis tdstab veenitrombi riski 2,8 korda (Poort et al., 1996). Selle poliimorfismi
kandjatel on tunduvalt kdrgem protrombiini tase kui normidel (GG genotiiiibiga keskmine
1.05 U/mL; AG 1.32 U/mL; P <0.001). Koérge protrombiini tase on ka trombofiilia
riskifaktoriks (Poort et al., 1996). Faktor II polimorfismi alleelisagedus on 2%
tildpopulatsioonist (Rosendaal et al., 1998) ning selle kandjatel on 2-8 korda suurem risk
korduvaks raseduse katkemiseks (Kovalevsky et al., 2004; Pihusch et al., 2001).

Homotstlisteiin  on  sulfhiidriiiilaminohape, mis tekib metioniini metabolismis.
Homotsiisteiini korget taset (hiiperhomotsiisteineemiat) on seostatud trombofiiliahdiretega
(Lane ja Grant, 2000). Homotslisteniini remetiilatsiooniks metioniiniks on 2 rada, liks neist
hélmab metiileentetrahiidrofolaatreduktaasi (MTHFR). Poliimorfism C — T positsioonis
677 MTHFR geenis muudab aminohappe alaniini valiiniks (Tabel 2), mille homosiigootidel
on ensiiiimi aktiivsus 30% alaniini homosiigoodi aktiivusest (Frosst et al., 1995).
Heterostigootidel on MTHFR efektiivsus 65% alaniini homosiigootidest (Frosst et al., 1995)
ning selle poliimorfismi kandjatel on tdusnud plasma homotsiisteiini tase. KRK naistel esineb
MTHFR poliimorfismi 32%-l (Jivraj et al., 2006) ning iihtlasi esineb 2-3 korda rohkem
MTHFR poliimorfismi suhtes homosiigootseid kandjaid (Blumenfeld ja Brenner, 1999).

Kuigi korduva spontaanabordiga on peamiselt seostatud Faktor V Leideni, protrombiini ja
MTHFR-i mutatsiooni, on tulemused sageli vastukdivad ning arvatakse, et trombofiilsed

mutatsioonid on probleemiks eelkdige hilisemate katkemiste puhul (Robertson et al., 2005).

1.3. Trombofiilne faktor annexin A5

Uue KRK trombofiilse riskifaktorina on vélja pakutud annexin A5-te (Bogdanova et al.,
2007), mille funktsioon on oluline just varajase raseduse kaigus ning mis kuulub anneksiinide
perekonda. Anneksiinid kuuluvad homoloogsete vees lahustuvate valkude superperekonda,

mis seonduvad negatiivselt laetud fosfolipiidide kaudu membraanidega Ca®** soltuvalt
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(Seaton, 1996). Anneksiine on iile 160 erineva valgu ning neid leidub rohkem kui 65 erinevas
liigis (Gerke ja Moss, 2002). Anneksiin Al, A2, A4, A6 ja A7 vahendavad membraani
vesiikulite agregatsiooni, Al, A2 ja A6 on tsiitoskeletti siduvad valgud ning arvatakse, et nad
voivad osa votta membraani-tsiitoskeleti diinaamika regulatsioonist (Gerke ja Moss, 2002).
Anneksiin A7 Kkataltitisib GTP hiidroliiiisi (Caohuy et al., 1996). Anneksiin Al on
poletikuvastaste gliikokortikoidide rakumediaator, A2 arvatakse méngivat antitrombootilist
rolli endoteeli raku pinnal  (Gerke ja Moss, 2002). Anneksiin A5-1 on samuti
antitrombootiline roll, mille hdirumine voib viia hiilibimis-seoseliste haigusteni. Ta
moodustab molekulaarse Kkilbi platsenta hatu apikaalsele pinnale, kaitstes rasedust

hiitibimisfaktorite eest (Gerke ja Moss, 2002).

1.3.1. ANXAS5 funktsioon
Annexin A5 asub ema ja loote kokkupuutepunktis ning talle on peamiselt omistatud
antikoagulandi rolli. Annexin A5 ekspresseerub inimese siintstiitotrofoblasti apikaalsel pinnal,
mis piirneb platsentavillidega (Rand et al., 1994). Fosfatidiiilseriini sisaldavad membraani
kaksikkihtidel on annexin A5 trimeerid Ca*" soltuvalt moodustanud kahedimensioonilise
kristalli (Mosser et al., 1991; Pigault et al., 1994), mis pikendab mairgatavalt fosfolipiid-
soltuvaid vere hiitibereaktsioone (Rand, 2000). Annexin A5 vdhendab rakupinnal esitletud
fosfatidiiiilseriini hulka, mis on signaaliks fagotsiiiitidele, ja liikkkab apoptoosi edasi doosist
soltuvalt (Gidon- Jeangirard et al., 1999).

Lisaks on annexin A5 vdimeline seonduma ekstratsellulaarse maatriksi kollageen tiitip
IT ja tiitip X-ga (von der Mark ja Mollenhauer, 1997). Membraanile seondudes on annexin A5
monomeer kumera kujuga ning trimeer voib indutseerida invaginatsiooni ja arvatakse, et see

on fosfatidiiiilseriin-annexin A5 vahendatud pinotsiitootiline rada (Kenis et al., 2004).

1.3.2. Annexin A5 roll haiguste kujunemisel

1.3.2.1. Muud haigused

Hetkel pole poliimorfisme anneksiinide geenides kirjeldatud iihegi haiguse pdhjustajana, kuid

on toendeid, et muutused ekspressioonis, omadustes voi anneksiinide lokalisatsioonis voivad

anda oma panuse haiguste viljakujunemisele (Gerke ja Moss, 2002). Annexin A5

funktsioonide spekter on lai ning seetdttu on temaga seostatud hulgaliselt erinevaid haiguseid.
Hiljuti tehtud wuuring seostas ANXAS5 poliimorfisme iilekaalulisusega Korea

populatsioonis (Seok et al., 2013) ning in vitro on annexin A5 interakteerunud poliitsiistiin I-
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ga, mis on peamine hdiritud valk autosomaalse dominantse poliitsiistilise neeru puhul.
Kahjuks ei ole leiu tdhtsust in vivo veel uuritud (Markoff et al., 2007).

ANXAS geeniekspressiooni hairumist on kirjeldatud mitme haiguse puhul. Annexin A5
tase on tdusnud siidame puudulikkuse (Song et al., 1998) ja melanoomivahi ning alanenud
leukeemia (Gerke ja Moss, 2002) ja tiitip I diabeedi puhul (Bakar et al., 2014). Siisteemse
luupus eriitematoosuse patsientidel on oluliselt vahem annexin A5-te siduvaid mikropartikleid
(Nielsen, 2012).

Lisaks on annexin A5 sobiv markeriks Alzheimeri tove ja Lewy kehakestega

dementsuse puhul (Yamaguchi et al., 2010; Sohma et al., 2013).

1.3.2.2. ANXADS seos raseduspatoloogiatega

Annexin A5 funktsiooni hdirumist on seostatud mitmete raseduspatoloogiatega. Hiire mudelil
on tdestatud, et annexin A5 seondumine koagulatsiooni soodustavatele pindadele on kriitilise
tahtsusega platsenta verevoolu ning ka loote elujoulisuse jaoks (Wang et al., 1999).
Antiannexin A5 antikehade esinemine védhendas annexin A5 hulka trofoblastil ning
poOhjustasid platsenta trombe, nekroosi ja loote surma (Wang et al., 1999).

Ekstratsellulaarse annexin A5 puhul pakutakse vélja antikoagulandi rolli. Annexin A5
2D oligomeerid moodustavad kaistva kristallkihi raku pinna fosfolipiididele, mis varjavad
neid hiitibimise kaskaadis (Rand, 2000). On leitud, et annexin A5 ekspresseerub korgelt
stintsiititiotrofoblasti mikrovillide pinnal (Krikun et al., 1994). Siinsiiiitsiotrofoblasti
membraanid esitlevad fosfatidiitilseriini ning annexin A5 eemaldamisel antifosfatidiiiilseriini
antikehaga suureneb protrombiini seondumine (Vogt et al., 1997). Antifosfolipiidsiindroomi
puhul sisaldab patsientide seerum tihti autoantikehi fosfolipiidide, P,-gliikkoproteiin-1 ja
annexin A5 vastu (Gerke et al., 2005), mis ilmselt 10huvad anneksiin A5 kaitsvat kihti ning
pohjustavad vere koaguleerimist. Samuti on Kirjeldatud antifosfolipiidsiindroomiga
patsientide platsentades viahenenud annexin A5 valgu ekspressiooni (Rand et al., 1994).

Pre-eklampsia korral on annexin A5 ekspressioon langenud ning Kkorreleerus vere
hiitibimise aktivatsioonimarkerite tdusuga (Shu et al., 2000). Samuti on kirjeldatud pre-
eklampsia platsentades ANXAS5 geeniekspressiooni vihenemist 1% normist, kuid valgu tase
on 65% normist (Gourvas et al., 2014). Ema veres on valgu tase samuti alanenud (Xin ja
Wang, 2011). Vahenenud annexin A5 ekspressiooni on niidatud ka loote kasvupeetuse korral
(Sifakis et al., 2010). Lisaks on ANXA5 geenivariante seostatud kdrgenenud poliitsiistiliste
munasarjade siindroomiga (Rogenhofer et al., 2013).
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1.3.3. ANXADS5 geneetiline varieeruvus korduva spontaanabordi puhul

Kuna ANXA5-I on oluline roll platsentas ja varajases raseduses, siis on ANXA5 pélvinud
tahelepanu kui just varajaste korduvate katkemiste kandidaatgeen. Bogdanova et al., 2007
uuris  ANXA5  kodeerivat jarjestus koos 80 bp kiilgnevate intronitega ning
promootorregiooniga ning tuvastas ANXA5 geeni promootorist 4 {ihenukleotiidset
poliimorfismi (SNP-d) (-19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A), mida seostati KRK esinemisega
(Joonis 4). Nende 4 SNP pohjal tuvastati 3 haplotiitipi: wild type (kdik mazoorsed alleelid
neljas positsioonis — GATG); M1 (vahepealne — GCCG) ja M2 (kdik minoorsed alleelid —
ACCA). M2 esines 14,3% patsientidest ja 5,1% kontrollidest ning haplotiiiibi kandjatel on 2,4
korda suurem risk korduvaks raseduse katkemiseks kui mittekandjatel ning 3,8 korda suurem

risk vorreldes viljakate kontrollidega (Bogdanova et al., 2007).

—
| E—

A
76G/A |
27T/C I

w/e |
asa/a |
Joonis 4. ANXA5 geeni struktuur. Noolega on nididatud transkriptsiooni suund. Mustade
pustkriipsudega on mirgitud eksonid. Mittetransleeritav esimene ekson on musta ristkiiliku
sees. Rohelisega on margistatud CpG saar. Punaste piistkriipsudega on maérgistatud
Bogdanova et al., 2007 ANXA5 promootorist tuvastatud SNP-d. Poliimorfismide positsioon
on antud esimese transkriptsiooni saidi suhtes (Carcedo et al., 2001).

Jargnevad uuringud on samuti kirjeldanud M2 haplotiiiibi kdrgemat esinemissagedust KRK
patsientidel vdrreldes kontrollgrupiga nii Euroopas kui Aasias. Rogenhofer et al., 2012
uuringus esines M2 haplotiitipi 16,7% Saksamaa patsientidest ja 8,3% kontrollidest ning M2
haplotiitibi kandjatel risk korduvaks spontaanabordiks 1,7 korda kdorgem. Itaalia KRK
patsientidel on M2 haplotiiiibi kandjatel 2,8 korda suurem risk korduvaks raseduse
katkemiseks kui mittekandjatel ja loote kasvupeetuse grupil tdusis risk 5,5 korda (Tiscia et al.,
2009). Jaapani KRK patsientidel oli M2 kandjaid 1,9 korda rohkem kui kontrollidel ning
Bulgaarias 1,5 korda (Miyamura et al., 2011; Tiittelmann et al., 2013).

Teine uuring Jaapanis aga ei kinnitanud M2 suuremat sagedust patsientidel vorreldes

kontrollidega ning ANXA5S riskialleeli ei leitud piisavalt usaldusvéirseks kliiniliseks
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ennustajaks raseduse tulemuslikkusel (Hayashi et al., 2013). Samuti ei leitud erinevusi Hiina
KRK patsientide ja kontrollide ANXA5 G76A alleelisagedustes Cao et al., 2013 t60s (vastavalt
12,2% ja 14,2%).

In vitro katsete tulemused on viidanud, et M2 haplotiiiibi puhul on promootori
aktiivsus vahenenud 37-42%-ni normist (Bogdanova et al., 2007). Viiksemat ekspressiooni
taset M2 kandjatel on samuti kirjeldatud pre-eklampsia patsientide platsentas. Chinni et al.,
2009 tuvastas pre-ecklampsia M2 haplotiiiibiga patsientidel kolm korda madalama mRNA
ekspressiooni  kui kontrollidel ning M2 haplotiiiibi kandjatel kaks korda véiksemat

ekspressiooni taset kui mittekandjatel.
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2. EKSPERIMENTAALQOSA

2.1. Too eesméargid
Kidesoleva t60 eesméargiks on analiiiisida varasemalt Bogdanova et al. 2007 poolt
publitseeritud ANXA5 promootori riskihaplotiiiibi seost raseduse katkemistega Eesti ja Taani

valimites:

1) ANXA5 promootoris esinevate SNP-de ja haplotiiiipide tuvastamine Eesti korduva
raseduse katkemisega valimis

2) Tulemuste replitseerimine Taani korduva raseduse katkemise valimis

3) Tuvastatud SNP-de ja haplotiilipide esinemissageduste vordlev analiitis maailmas

avalike andmebaaside (1000 genomes) ja KORA andmestiku pohjal

2.2. Materjal ja metoodika
Tabel 3. Tooskeem.

Eesti valim Verest DNA eraldamine

PCR ja sekveneerimine ANXAS5 promootori amplifitseerimine

Poliimorfismide tuvastamine PCR produkti

sekveneerimise teel

Andmete statistilis- Tuvastatud SNP-de alleelisageduste, genotiiiipide ja

geneetiline analiiiis Hardy-Weinbergi tasakaalu méaramine

Haplotiilipide, haplotiitibiblokkide ja —vorgustike

analtiiis

SNP-de ja haplotiitipide vordlus KORA ja 1000

genoomi andmestikuga

Restriktsioon Varasemalt kirjeldatud ANXAS5 promootori
riskihaplotiiiibi esinemise eksperimentaalne

valideerimine

Taani valim  Tulemuste replitseerimine  ANXAS5 promootori amplifitseerimine

Varasemalt kirjeldatud ANXAS5 promootori

riskihaplotiiiibi médramine restriktsiooniga
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2.2.1. Valim

Kiesolev t66 on Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee ja Kopenhaageni Rigshospitaleti
viljakuskliiniku eetikakomitee poolt heaks kiidetud. Eesti valim on kogutud aastatel 2003-
2007 Tartu Ulikooli Naistekliinikus ja Nova Vita Kliinikus, mis on lastetuse ravi ja
meditsiinigeneetika keskus Tallinnas (koordineeritud Dr. K. Rulli poolt). Taani valimit on
kogutud aastast 1986 Taani korduva raseduse katkemise Kliinikutes Kopenhaagenis ja
Aalborgis (koordineeritud Dr. Ole B. Christianseni poot). Iga uuringus osaleja on andnud
kirjaliku informeeritud ndusoleku. Varasemalt on Eesti ja Taani valimit kasutatud paralleelselt
edukalt jargnevates toodes: Nagirnaja et al., 2012 ja Rull et al., 2013.

KRK patsiendiks loeti naisi, kellel on esinenud kolm vdi enam raseduse katkemist
enne 22. gestatsiooninddalat. Patsiente oli Eesti valimis 86 ja Taanis 227 (Tabel 4). Kaigil
patsientidel on vilistatud teadaolevad korduva raseduse katkemise riskifaktorid, néiteks
antifosfolipiidsiindroom, Faktor V (Leiden) ja Faktor Il (protrombiin) mutatsioonid. Koigil
patsientidel oli normaalse pikkusega menstruatsioonitsiikkel ja normaalne kariiotiiiip, mis
midrati perifeerse vere liimfotsiitidi kultuurist. Ultraheli voi hiisteroskoopiaga tuvastatud
emaka anomaaliatega naispatsiendid arvati uuringust vélja.

Kontrollgrupi naistel pole varasemalt esinenud raseduse katkemist ja neil on vihemalt
2 (Taani) voi 3 (Eesti) elussiinnitusega 1oppenud rasedust. Antud grupis oli 100 Eesti ja 115
Taani naist (Tabel 4).

Tabel 4. Kaesolevas t60s kasutatud valimi iseloomustus.

Vanus aastates*
Indiviidide Mediaan
Populatsioon Valimi grupp arv (min-maks.)
Eesti Patsiendid 86 30 (19-41)
Kontrollid 100 32 (21-43)
Taani Patsiendid 227 30 (19-43)
Kontrollid 115 30 (22-38)

min — miinimum, maks — maksimum
* Vanust arvestati kolmanda raseduse katkemise hetkel patsientidel ja teise (Taani) voi

kolmanda (Eesti) siinni hetkel kontrollidel
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2.2.2. DNA eraldamine
Eesti valim koosnes 73 patsiendi ja 100 kontrolli DNA-st, mis olid hoiustatud Inimese
molekulaargeneetika uurimisgrupi labori biopangas. Lisaks olemasolevale biopangale,
eraldasin taisverest juurde 13 patsiendi DNA-d.

Inimese genoomset DNA-d eraldati verest, mida hoiti -80°C juures. Kiilmunud vered
soojendati toatemperatuuril. Vastavalt vere kogusele pipeteeriti veri 25ml voi 50ml tuubi.
Liitisietapid tehti jaal. Jargnevad kogused on 1 ml vere kohta. Verele lisati 4 ml puhvrit A
(Tabel 5). Vere ja puhvri korralikuks segunemiseks loksutati tuubi ornalt. Saadud segu
tsentrifuugiti 30 min 4°C ja 1942 RCF (relative centrifugal force) juures. Supernatant valati
hoolikalt dra ning tuub keerati iimber, et vilja ndrutada ka viimane puhvri jadk. Vajadusel
korrati eelnevat liilisietappi. Jargmises pesuetapis lisati 2 ml puhvrit A. Sade loksutati pdhjast
lahti ning tsentrifuugiti 20 min 4°C ja 1942 RCF juures. Supernatant valati dra, ndrutati ning
sademele lisati 0,9 ml puhvrit B (Tabel 5). Sade toksiti lahusesse. Tilkhaaval lisati 100 pl
puhvrit C (Tabel 5) ja segu inkubeeriti {ile66 loksutil 37°C juures. Jargmisel paeval lisati 270
ul kiillastatud NaCl lahust. Tuubi raputati tugevalt 15 sek ning tsentrifuugiti toatemperatuuril
30 min 3452 RCF juures. Supernatant pipeteeriti uude tuubi ning lisati topeltkoguses
filtreeritud 96% etanooli. Tuubi keerati segamiseks. Pasteuri pipetiga eemaldati DNA tuubist
ning pandi 500 ul TE lahusesse. Eraldatud DNA-d siilitati -20°C juures. Eraldatud DNA-de
kontsentratsioonid mdddeti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga. Genoomse DNA
terviklikkust kontrolliti 1% agaroosgeelil (0,5x Tris/boorhape/EDTA (TBE)).

Tabel 5. Kasutatud puhvrite koostis.

Puhver A Puhver B Puhver C

10,95 % sahharoosi 400mM NaCl 10% SDS

1mM Tris-HCI 2mM EDTA 2mg/ml Proteinaas K
5mM MgCl, 10mM Tris-HCI

1% Triton X-100

2.2.3. ANXA5 promootoriala amplifikatsioon
ANXAS5 promootori sekveneerimiseks ja SNP-de tuvastamiseks Eesti valimis on kasutatud
praimeripaari . PCR produkti pikkuseks oli 570 aluspaari (Tabel 6, Joonis 5).
Sekveneerimisel kasutasin praimerit Ab-seq (Tabel 6, Joonis 5). ANXAS5 promootorist
riskihaplotiiiibi M2 tuvastamiseks restriktsiooni teel kasutasin praimeripaari |l

Amplifikatsiooni tulemusel oli produktiks 294 aluspaariga DNA (Tabel 6, Joonis 5).
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—> PCR I-reverse

-101 tcgcctccaa aaagacgdecc acgcactatg ttgagcaccc aagtgaggcet

-51 acggttecctg cggtcacaga gggcagggag gctcaagcac ctccaaaacc

1 ccgagcecctg gacagctccece caggcccttc ccgecggegceg aggacaagag

51 gtctcecgggg ccctcggggg agcggcgcct cctcctggtt ccagcagctc

101 tgcggccgct ccccacccag gcccgcgaga ccagcgggac agtccgegcec

(Jg_) PCR ll-reverse

151 gcdgggagacc aactgggacg agccgcgacc cacgcaggcg cgctgaggcec
-19G>A

201 ggggcagggg cgggcccggce tggcgeggec ggectgeggt tggggecctg

1A>C Tsp 27T>C

251 gcgggggtgg gacgggccaa gccgggcagG GCCGGGGTGG GGCCGCTGGC
76G>A BamHI

301 GTTTCCGTTG CTTGGATCAG TCTAGGTGCA GCTGCCGGAT CCIPTCAGCGT

351 CTGCATCTCG GCGTCGCCCC GCGTACCGTC GCCCGGCTCT CCGCCGCTCT

PCR Il-forward <
401 CCCGGGGGTT CGGGGCACTT GGGTCCCACA GTCTGGGTga gtggtcdcag
A5-seq PCR I-forward €——
451 cccggggagg gggctceccttc tggagaggag agcgtggfjcg cggggce

Joonis 5. Annexin A5 geeni analiiiisitud promootorregiooni iseloomustus. Jéarjestus on
transkriptsiooni suunas, ANXA5 kodeeritakse reverse ahelalt. Nummerdatud on esimese
transkriptsiooni algussaidi jéargi, mille asukoht (tsp) ja transkriptsiooni suund on ndidatud laia
noolega (Carcedo et al., 2001).
et al., 2007 artiklis leidsid ANXAS5 promootoris M2 riskihaplotiiiibi, mille
moodustavad 4 alleelid: -19G>A  (rs112782763),
1A>C(rs28717001), 27T>C(rs28651243) ja 76G>A (rs113588187). Need 4 SNP-d on

joonisel Bold-iga vilja toodud ja alla joonitud. Praimeripaar I ja Il on alla joonitud ning nende

Mittetransleeruv ekson 1 on mairgitud suurte tihtedega.
Bogdanova

jarjestikuse  SNP  minoorsed

nimed on jérjestuste kohale kirjutatud. BamHI restriktsioonisait on tihistatud kastiga. BamHI
16ikab GG vahel ning jiatab kleepuvad otsad. Hallil taustal on sekveneerimispraimeri

jarjestus.
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Tabel 6. Eesti valimi PCR-s kasutatud praimeripaaride iseloomustus.

Praimerite Praimeri nimi

kombinatsioonid

Praimeri jirjestus 5°-3"suunas Produkti

Praimeripaar | PCR I-forward
PCR I-reverse
Praimeripaar 11 PCR ll-forward

PCR Ill-reverse

Sekventsipraimer  A5-seq

pikkus
ACCACGCTCTCCTCTCCAG 570 bp
CCACGCACTATGTTGAGCAC
CGACCACTCACCCAGACTGT 294 bp
GGAGACCAACTGGGACGA
TGGTCGCAGCCCGGGG

2.2.3.1. PCR Eesti valimile | praimeripaariga

PCR-i reaktsioonisegu mahuga 25ul sisaldas 1x puhvrit B2 (Solis Biodyne), 2,5mM MgCl,

0,25mM dNTP segu, 0,4pmol/ul PCR I-forward ja PCR I-reverse praimerit (Microsynth)

(Tabel 6, Joonis 5), 1U Hot Firepoli poliimeraasi (Solis Biodyne), 1,2M betaiini (Sigma-

Aldrich) ja 100ng genoomset DNA-d.

PCR viidi 1abi Applied Biosystemsi GeneAmp® PCR System 2700 masinaga jargmistel

tingimustel:

Algne denaturatsioon
Denaturatsioon
Praimerite seondumine
Ekstensioon
Denaturatsioon
Praimerite seondumine
Ekstensioon
Denaturatsioon
Praimerite seondumine
Ekstensioon
Inkubatsioon

Séilitamine

* -1°C tsukli kohta

95°C
95°C
65°C*
72°C
95°C
52°C
72°C
95°C
49°C
72°C
72°C
10°C

15 min

20 sek |
30sek T

1 min

20 sek
30 sek

1 min

20 sek |

30 sek
1 min
10 min

[e¢]

10 tsiiklit

10 tsiiklit

20 tsiiklit

PCR produktide olemasolu kontrolliti 1,5% agaroosgeelil (0,5x TBE)
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2.2.3.2. PCR Eesti ja Taani valimile Il praimeripaariga
PCR-i reaktsioonisegu mahuga 25ul sisaldas 1x puhvrit B2 (Solis Biodyne), 2,5mM MgCl,,
0,25mM dNTP segu, 0,4pmol/ul PCR Il-forward ja PCR Il-reverse praimerit (Metabion)
(Tabel 6, Joonis 5), 1U Hot Firepoli poliimeraasi (Solis Biodyne), 1M betaiini (Sigma-
Aldrich) ja 50-100 ng genoomset DNA-d.
PCR viidi ldbi Applied Biosystemsi Thermal Cycler 2720 masinaga jargmistel

tingimustel:

Algne denaturatsioon 95°C 15 min
Denaturatsioon 95°C 30 sek |

Praimerite seondumine 66°C* 30 sek [ 10 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 30 sek
Denaturatsioon 95°C 30 sek

Praimerite seondumine 56°C 30 sek t 30 tsiiklit
Ekstensioon 72°C 30 sek
Inkubatsioon 72°C 10 min

Sailitamine 10°C 0

*  -1°C tsiikli kohta
PCR produktide olemasolu kontrolliti 2,5% agaroosgeelil (0,5x TBE).

2.2.4. Eesti valimi sekveneerimine
PCR produktidele lisati 1,5ul exo-SAP reatsioonisegu, mis koosnes 0,5x puhvrist
eksonukleaas | jaoks (Thermo Scientific) ja 1,4U Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
(Fermentas).

PCR produktid inkubeeriti jargnevatel tingimustel:

37°C 20 min
80°C 15 min
4°C o0

Jargnevalt segasin jddl kokku BigDye Terminator Kkiti (Applied Biosystems)
sekveneerimisreagendid kogumahus 10ul: 0,75x lahjenduspuhvrit , 0,75 pl Premixi. Lisasin
juurde 0,2pmol/ul sekventsipraimerit A5-seq (Tabe 6, Joonis 5) ja 2ul exo-SAP t66tluse 14bi
teinud PCR produkti.
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Sekveneerimise reaktsioonid inkubeeriti jargmistel tingimustel:
Algne denaturatsioon  96°C 1 min
Denaturatsioon 96°C 10 sek

Praimeri seondumine  50°C 5 sek 25 tsiiklit

Ekstensioon 60°C 4 min
Inkubatsioon 10°C 7 min
Sailitamine 10°C 0

Pérast reaktsiooni 16ppu siilitati proove -20°C juures.

Sekveneerimisreaktsioonide  sadestamiseks lisati  reaktsioonile lul  10M
ammooniumatsetaati ja 0,5ul dekstraani. Segu segati korralikult 14bi ning fuugiti pohja. Lisati
30ul 96% kiilma etanooli ja proovid segati uuesti 1dbi. Reaktsioonisegu pandi -20°C juurde
15-20 minutiks sadenema ning seejarel fuugiti proove 15 min 4°C 13000 RCF juures.
Jargnevalt eemaldati supernatant ning lisati 200ul 70% kiilma etanooli. Fuugiti uuesti 10 min
13000 RCF juures. Eemaldati supernatant ja proovid jéeti 37°C juurde 0,5-1h, et iileliigne
etanool saaks aurustuda. Sekveneerimisreaktsioonid voeti iiles 10ul 70% formamiidis.

DNA sekveneerimist teostas Eesti Biokeskuse ja Tartu Ulikooli Molekulaar- ja

Rakubioloogia Instituudi DNA genotiipiseerimise ja sekveneerimise tuumiklabor.

2.2.5. Restriktsioon
Restriktsiooni reaktsioonisegu mahuga 10ul sisaldas 5-7ul PCR produkti, 0,1ul BamHI
puhvrit (Fermentas) ja 5U BamHI ensiiimi (Fermentas, Thermo Scientific). Proovid
inkubeeriti iile6d 37°C juures. Restriktsiooni tulemust kontrolliti 2,5% agaroosgeelil
(0,5xTBE).

2.2.6. Andmete statistiline analiiiis

2.2.6.1.Poliimorfismide tuvastamine
Sekveneerimisel saadud DNA jarjestuste kvaliteeti kontrollisin visuaalselt Bioedit-iga v 7.1.9
(Hall, 1999). Halva kvaliteediga proovid sekveneeriti uuesti.
ANXA5 promootori sekveneerimisel saadud jarjestused joondati ja assambleeriti

programmiga Phrap, poliimorfisme skaneeriti PolyPhred-i versioon 6.02-ga ning analiiiisiti

26



kasutades Consed-i versiooni 19.0 (Gordon, 2003). PolyPhred-i tuvastatud voimalikud
heterosiigootsed positsioonid kontrolliti ja kinnitati késitsi.

Populatsioonisiseseid erinevusi analiiiisisin SNP-dest vabavaralise progammiga Genepop
versioon 4.1.4. (Raymond ja Rousset, 1995). Hardy-Weinbergi tasakaalu (p? + 2pq + g° = 1)
kontrollimiseks kasutasin Probability testi. Parameetrid olid jargnevad: dememorization
number — 1000, number of batches — 100, number of iterations per batch - 1000. Oluliseks P-
vaartuseks lugesin P <0,05.

Indiviidide genotiitipide infot 5-s SNP positsioonis analiilisisin Haploview-ga,
versioon 4.2. (Barrett et al., 2005). Tegin geneetilise aheldatuse mittetasakaalulisuse ja
haplotiiiibiblokkide analiiiisi kasutades vaikimisi seatud parameetreid. Singletonid jaeti

analiilisist vilja.

2.2.6.2.Haplotiiiipide tuvastamine
Haplotiitipide madramiseks populatsiooni genotiilibi andmestikust kasutasin programmi
PHASE versiooni 2.1. (Stephens et al., 2001 ja Stephens et al., 2005). PHASE programmi
parameetrid olid jargnevad: tsiiklite arv — 1000; thinning interval — 1; burn-in — 100. Valimis
ainult tihel kromosoomil esinenenud haruldased SNP-d (singletonid) jéeti analiiiisist vélja.

PHASE-i tuvastatud haplotiiiipide pdhjal joonistasin ka fiilogeneesipuu, kasutades median
joiningu algoritmi programmis Network versioon 4.612 (Bandelt et al., 1999).

Bogdanova et al.,, 2007 poolt Kkirjeldatud riskihaplotiiiibi olulisust patsientide ja

kontrollide vahel analiiiisisin GraphPad Prism 5 programmiga kasutades Fisheri tépset testi.

2.2.6.3.Vordlus andmebaasidega
ANXAS5 geenis esinevate SNP-de ja haplotiiipide vordlevaks analiiiisiks populatsiooni-
pohiste kohortidega on genotiipiseerimise andmestik saadud 1000 Genoomi Projektist (The
1000 Genomes Project Consortium, 2012). Eesti valimis tuvastatud annexin A5 SNP-de
genotliiibid Euroopa, Jaapani ja Hiina populatsioonides on voetud rs koodi alusel 1000

genomes kodulehelt (http://browser.1000genomes.org/index.html). Individuaalsete

genotiilipide andmed analiiiisiti PHASE-i ja Haploview-ga nagu eelpool kirjeldatud.

Lisaks on vordlev SNP info saadud Louna-Saksamaa kohta KORA biopanga S3
andmestikust (Wichmann et al., 2005). KORA S3 valim on kogutud 1994.-1995. aastal
Augsburgi piirkonnast,  omavahel mittesuguluses olevast {ildpopulatsioonist Lduna-
Saksamaal. Valim koosnes 1644 Euroopa paritolu indiviidist, vanuses 25-69 aastat. S3

valimile tehti 10 aastat hiljem 2003-2004 jareluuring, mille kéigus vastasid indiviidid
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kiisimustikele ning kontrolliti suremust. S3 valimile tehti {ile genoomi genotiipiseerimine.
ANXAS5 promootorist tuvastatud SNP-de alleelisagedused on arvutatud imputeeritud
andmetest. Haplotiilipide jaotust ei ole voimalik ennustada imputeeritud KORA andmestiku
puhul.
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2.3. Tulemused
2.3.1. ANXAS promootori analiiiis Eesti valimis

2.3.1.1. DNA eraldamine ja ANXAS promootori amplifikatsiooni tulemus
Minu poolt eraldatud 13 KRK patsiendi DNA saagis oli keskmiselt 62,9 ug, A260/A280
puhtus 1,82 (Pilt 1.A).
SNP-de tuvastamiseks ANXA 5 promootorist tegin praimeripaariga | PCR-i 86
patsiendile ja 100 kontrollile (Pilt 1.B). Saadud PCR-i produktid sekveneeriti.

M NK 1 2

A M 1 2 B
-' W s 1000—
900—
800—
700——
_ . PCR
600
U ‘ rodukt
s00_ 8 - e -
10000- . 570 bp
6000- . 400—
4000-
2000—

Pilt 1. Geelelektroforeesi tulemused. A. Verest eraldatud DNA-de terviklikkuse kontroll 1%
agaroosgeelil (0,5x TBE). Kasutati MassRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) markerit
(M). B. Praimeripaariga | tehtud PCR-i tulemus geelelektroforeesil (1,5% 0,5x TBE). Pildil
on ndha GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) marker (M), negatiivne kontroll
(NK) ja kaks patsienti.

2.3.1.2.Poliimorfismide tuvastamine
Sekveneerimise teel tuvastasin Eesti valimis ANXA5 promootoralas kokku 7 SNP-d (Tabel 7).
Neist 5 poliimorfismi on sagedased (minoorse alleeli sagedus >5%) ning varasemalt
raporteeritud dbSNP andmebaasis. Kaks SNP-d on Kirjeldatud esmakordselt ning on
harvaesinevad. Need SNP-d esinesid valimis tihel kromosoomil erinevatel patsientidel (Tabel
7).
Varasemalt publitseeritud artiklites (Bogdanova et al., 2007) esinenud neli jérjestikust

polimorfismi, mille baasil on tuvastatud M2 riskihaplotiiiip, esinevad ka Eesti valimis (SNP-d
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-19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A) (Tabel 7). Nende SNP-de puhul oli kontrollidel 1,6-2 korda
suurem sagedus kui patsientidel.

Tabel 7. ANXA5 promootoris tuvastatud SNP-de alleelisagedused ja Hardy-Weinbergi
tasakaalu P-vaartused. Riskihaplotiiiip on Bold-iga esile tdstetud.

SNP pos.* Mazoorne/ dbSNP ID Minoorse alleeli Hardy-Weinbergi
minoorne sagedus (%) tasakaal (P-vdartus)
alleel . L . L

Kontrollid Patsiendid | Kontrollid Patsiendid

-186 c/T - - S a.p. a.p.

-180 c/T rs62319820 6,57 5,23 0,3435 1,0000

-47 C/A - - S a.p. a.p.

-19 G/A rs112782763 15 7,65 0,4547 0,3909

1 A/C rs28717001 21,72 13,37 0,7731 1,0000

27 T/C rs28651243 21,72 13,37 0,7731 1,0000

76 G/A rs113588187 15,15 8,14 0,6913 0,4372

*SNP positsiooni loetakse alates esimesest transkriptsiooni startsaidist (Joonis 5).

S - singleton, SNP esineb kogu valimist ainult iihel kromosoomil

a.p. —andmed puuduvad

K&ik ANXAS promootorist tuvastatud sagedased poliimorfismid olid Hardy-Weinbergi
tasakaalus (Tabel 7) ning 4 SNP-d 5-st moodustavad tihise geneetilise aheldatuse

mittetasakaalulisuse (linkage disequilibrium, LD) bloki (Joonis 6).

-180C/T -19G/A 1AJC 27T/C 78G/A

Y
Ny
by

rs62319820
rs112782763
rs28717001
rs28651243
rs113588187

-
o
FoY

@

Joonis 6. Annexin A5 promootorist tuvastatud 5 sagedasema SNP geneetilise aheldatuse
mittetasakaalulisuse muster. Esitatud on r’ LD véirtused.

30



2.3.1.3.Haplotiiiipide tuvastamine

ANXAS5 promootoris esinevate haplotiilipide médaramine tehti kdigi Eesti valimis tuvastatud 5
sagedase SNP pdhjal (-180C/T, -19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A) ning 2 singletoni jéeti vilja.
PHASE-i pohjal tuvastasin Eesti valimist kolm haplotiiiipi: wild type (koosneb mazoorsetest
alleelidest — CGATG), M1 (3 minoorset alleeli — TGCCG) ja M2 (4 minoorset alleeli —
CACCA) (Tabel 8). Wild type haplotiiiipi esineb kontrollidel 78% ja patsientidel 86,6% ja M1
kontrollidel 7% ja patsientidel 5,2%. M2 riskihaplotiitipi esineb kontrollidel 15% ja
patsientidel 8,1% (Fisheri tidpne test, P= 0,0518). Kdige rohkem esines wild type-i ja kodige
viahem M1 haplotiitipi (Tabel 8).

Haplotiitipide tuvastamine PHASE-iga viidi 1dbi ka 4 SNP pdhjal, mis asuvad LD
blokis (Joonis 6) ning mille pdhjal on varasemalt teostatud KRK assotsiatsiooni uuringuid
(Bogdanova et al., 2007). Varasemalt kirjeldatud 4 poliimorfismi pdhjal maédratud

haplotiitipide jaotus ei erinenud Eestis 5 SNP pdohjal leitutest (Tabel 8).

Tabel 8. Haplotiiiipide tuvastamine Eesti valimis 5 ja 4 poliimorfismi podhjal. 5 SNP
haplotiiiibid on leitud positsioonide -180C/T, -19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A pohjal. 4 SNP
haplotiiiibid positsioonide -19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A pohjal. Varasemalt kirjeldatud M2
riskihaplotiitip on méargitud Bold-iga (Bogdanova et al., 2007).

Haplotiiiibi [ 5 SNP 4 SNP  Sagedus valimis (% )
nimi pohjal  pdhjal  Kontrollid Patsiendid
wt CGATG GATG 78 86,6

M1 TGCCG GCCG 7 5,2

M2 CACCA ACCA 15 8,1

PHASE-i méadratud haplotiiiipide pohjal joonistasin 2 fiilogeneesipuud. Eesti valimi ANXAS
promootorist tuvastatud 4 SNP pohjal joonistatud fiilogeneesipuul on sdlmpunktiks M1
haplotiilip, mis erineb M2 haplotiiiibist positsioonides -19 ja 76 ning wild type (wt)
haplotiilibist positsioonides 1 ja 27 (Tabel 8, Joonis 7.A). 5 SNP pohjal joonistatud
fiilogeneesipuul on sdlmpunktiks mediaanvektor (mv 1). Mediaanvektor on hiipoteetiline
(tihti eelkédija) jirjestus, mis on vajalik olemasolevate andmete iihendamiseks vorgustikuks
maksimaalse parsimoonsuse jaoks. Mediaanvektor erineb M1 haplotiilibist positsioonis -180,

wt-st postsioonides 1 ja 27 ning M2-st postsioonides -19 ja 76 (Joonis 7.B).
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WT
M1
M2
B M1
mv 1 WT
M2

Joonis 7. Programm Network-iga tehtud fiilogeneesipuud. A. Eesti valimis ANXA5
promootorist tuvastatud 4 SNP pohjal (Tabel 8) joonistatud haplotiitipide fiilogeneesipuu. B.
Annexin A5 promootorist tuvastatud 5 poliimorfismi pdhjal (Tabel 8) joonistatud haplotiitipide
fiilogeneesipuu. mv1 — hiipoteetiline (tihti eelkiija) jdrjestus, mis on vajalik olemasolevate

andmete ithendamiseks vorgustikuks maksimaalse parsimoonsuse jaoks.

2.3.2. ANXAS5 promootori M2 riskihaplotiiiibi méaramine Eesti ja Taani
valimis restriktsioon-analiiiisi meetodil

2.3.2.1. M2 riskihaplotiiiibi mairamine Eestis
Sekveneerimise ja analiilisi teel midratud M2 haplotiilibi sageduse kinnitamiseks kogu Eesti
valimis (kokku n = 186 indiviidi, Tabel 4), viidi 1abi amplifikatsioon Il praimeripaariga (Pilt
2.A) ning restriktsioon-analiiiis. Kuna positsioonis 76 esinev minoorne A alleel on leitav
ainult M2 haplotiilibis, siis on 76G/A poliimorfismi-pdhine restriktsioon sobilik M2-
spetsiifiliseks analiiiisiks (Tabel 7,8). BamHI ensiiiim 1dikab lookuses 76G—A ainult juhul,
kui restriktsioonisaidis on G. Seega minoorse alleeli homosiigoodi (AA) puhul ei 16ika
ensiitim PCR produkti iildse, heterosiigoodi (GA) olemasolul tekib 3 eri pikkusega produkti
(297 bp, 184 bp ja 110 bp), mazoorse alleeli homosiigoodi (GG) puhul 2 produkti (184 bp ja
110 bp) (Pilt 2.B). Restriktsiooni tulemused kinnitasid tdielikult sekveneerimise teel saadud
andmeid koikidel Eesti indiviididel.
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M NK 1 2 M GG GA AA PCR

A B
Restriktsiooni
500— - produktid:
o 2008 w— — - 204 bp
007 — — Erc(?dukt 200- — -185 bp
200— meon -110 bp

100—

100—

Pilt 2. Praimeripaar II 1dbi viidud katsete tulemused 2% agaroosgeelil (0,5xTBE).
A. Praimeripaar ll-ga tehtud PCR. Pildil on 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis
Biodyne) marker (M), negatiivne kontroll (NK) ja kaks patsienti. B. BamHI ensiitimiga 1abi
viidud restriktsioon ANXA5 promootoris M2 riskihaplotiiiibi tuvastamiseks. Pildil on 100 bp
DNA Ladder Ready to Load (Solis Biodyne) marker (M), iiks indiviid, kes ei kanna M2
haplotiitipi (GG genotiilip positsioonis 76G/A), iiks M2 suhtes heterosiigootne (GA) ning iiks
M2 suhtes homosiigootne (AA) indiviid. Viimasel real on 16ikamata PCR-i produkt (294 bp).

2.3.2.2. ANXAGS riskihaplotiiiip Taanis

Eesti valimi pdhisele geneetilise assotsiatsiooni uuringule jargnes replikatsiooni uuring. Taani
valimis (227 patsienti ja 115 kontrolli) (Tabel 4), mille puhul viidi 1abi amplifikatsoon ja M2
spetsiifiline restriktsioon sama protokolli alusel nagu Eesti valimi puhul. (Pilt 2.B).
Riskihaplotiiiibi spetsiifiline restriktsioon poliimorfismi 76G/A pdhjal méérati M2 haplotiiiibi
sageduseks Taani patsientidel 9,7% ja kontrollidel 12,6% (Fischeri tdpne test, P= 0,1983)
(Tabel 9).

ANXA5 76G/A polimorfism oli Hardy-Weinbergi tasakaalus: patsientidel oli P-
védrtus 0,1367 ning kontrollidel 0,6912. Tulemused kinnitavad M2 haplotiiiibi korgemat

sagedust kontrollidel varreldes KRK patsientidega molemas populatsioonis (Tabel 9).

Tabel 9. ANXAS5 promootori M2 riskihaplotiiiibi sagedus Eesti ja Taani valimis.

Valimi Indiviidide Kandjate arv Sagedus % | P-vaartus
grupp arv Heterosiigoot homosiigoot

DEN EST DEN EST DEN EST DEN EST DEN EST
Patsient 227 86 36 12 4 1 9,7 8,1
Kontroll 115 100 25 23 2 3 12,6 15,2 0,198 0,052

DEN — Taani valim
EST- Eesti valim
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2.3.3. ANXAS5 promootori SNP-d ja haplotiiiibid vordlevalt
populatsioonip6histe kohortidega ning varasemalt publitseeritud
uuringutega

2.3.3.1.ANXAS promootori poliimorfismide vordlev analiiiis

Selleks, et vorrelda Eesti ja Taani kontrollide seas méaaratud ANXA5 promootori SNP-de
alleelisagedusi populatsioonipdhiste kohortide andmetega, vitsin erinevate populatsioonide
genotiipiseerimise andmed 1000 genomes projektist. Euroopa (CEU, n= 85), Hiina (CHB,
n= 97) ja Jaapani (JPT, n= 89) andmetega tehti haplotiiiibiblokkide joonis Haploview-ga viie
Eesti valimis tuvastatud SNP pohjal (-180C/T, -19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A). Kaikide
populatsioonide 16ikes on kodige suurem LD -19G/A ja 76G/A vahel ning -180C/T on kdige
viahem LD-s teiste SNP-dega (Joonis 8). Koige vdhem esineb LD-d Euroopa CEU
populatsioonis, samas kui Eestis, Jaapanis ja Hiinas on ANXA5 promootori SNP-de vahel
tugev LD. Poliimorfism -180C/T on Hiinas ja Jaapanis invariantne (Joonis 8).

Kuigi annexin A5 promootoralas Eesti valimis tuvastatud 4 LD blokis esineva SNP (-
19G/A, 1A/C, 27TIC ja 76G/A) minoorse alleeli sagedus on 2 korda kdrgem kontrollidel kui
patsientidel (Tabel 7), on Eesti viljakate kontrollide seas médratud sagedused vorreldavad
populatsioonipdhiste kohortide genotiipiseerimise andmestikuga. Minoorse alleeli sagedus
antud positsioonides erines KORA ja 1000 genoomi CEU andmestikus maksimaalselt 3,0%
Eesti valimi kontrollidest ning 2,6% Taani kontrollidest positsioonis 76G/A. Aasia
populatsioonides on suurem varieeruvus antud 4 SNP minoorse alleeli sagedustes erinedes
Euroopa andmestikust (Tabel 10). M2 haplotiilipi madrava 76G/A positsiooni puhul on
korgeim alleeli sagedus Hiinas (17,0%) ja madalaim Jaapanis (10,1%) (Tabel 10).
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Joonis 8. ANXA5 promootorist tuvastatud 5 sagedasema SNP geneetilise aheldatuse
mittetasakaalulisuse muster: A. Eestis B. Euroopas C. Hiinas D. Jaapanis. Esitatud on r? LD

védrtused. Polimorfism -180C/T (rs62319820) on Hiinas ja Jaapanis invariantne.
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Tabel 10. Annexin A5 promootoralast tuvastatud 4 SNP minoorse alleeli sagedused vorreldes
maailmaga

Minoorse alleeli sagedus %
Kaesolev Uldine populatsiooni pdhine andmestik
uuring
KORA 1000 genomes
dbSNP 1D Populatsioon Eesti Taani|Saksamaa Euroopa Hiina Jaapan
rs112782763 Kontroll 15 a.p. 14,1 13,5 17 10,1
Patsient 7,7 a.p.
rs28717001 Kontroll 21,7 a.p. |22,6 24,7 16,5 10,7
Patsient 13,4 a.p.
rs28651243 Kontroll 21,7 a.p. |20,6 23,5 16,5 11,8
Patsient 13,4 a.p.
rs113588187 Kontroll 15,2 12,6 (12,1 12,4 17 10,1
Patsient 8,1 9,7

a.p. - andmed puuduvad

Bold-iga on mérgitud M2 haplotiiiipi iseloomustav poliimorfism

Saksamaa KORA S3 valim koguti Lduna-Saksamaalt Augsburgi piirkonnast

1000 genomes valimid:

Euroopa - Pdohja- ja Ladne-Euroopa péritoluga Utah elanikud (CEPH). Andmed 85 indiviidi
kohta.

Hiina - Han hiinlased Pekingist Hiinast. Andmed 97 indiviidi kohta.

Jaapan - Jaapanlased Tokyost. Andmed 89 indiviidi kohta

2.3.3.2. ANXAS5 promootori haplotiiiipide vordlev analiiiis

Vardlev ANXAS promootori haplotiitipide jaotus eri 1000 genoomi populatsioonides méirati
PHASE analiiiisiga tuvastades lisaks levinud wt, M1 ja M2 haplotiiiipidele veel 5 harva
haplotiiiipi (Lisa. Tabel 12). ANXA5 promootoralast tuvastatud 3 levinud haplotiiiibi (wt, M1
ja M2) sagedused Euroopa CEU populatsioonis (vastavalt 70,6%; 7,6%; 12,4%) on sarnased
Eesti kontrollide seas ennustatud haplotiiiipide jaotusega (vastavalt 78,0%; 7,0%; 15%) (Tabel
11). Hiinas ja Jaapanis on 1000 genoomi andmetel ei esine M1 haplotiiiipi, samas on
riskihaplotiiip M2 sagedus on korgema sagedusega Hiinas (16,0%) ning madalama
sagedusega Jaapanis (9,6%) vorreldes Eesti ja Taani kontrollidega (vastavalt 15,0% ja
12,6%).

Erinevalt varasemalt publitseeritud andmetest, on Eesti ja Taani KRK patsientidel
vastavalt 0,5 ja 0,2 korda madalam M2 haplotiiiibi sagedus kui kontrollidel (Tabel 11).
Saksamaal Miinsteris 1dbi viidud uuringus esines M2 haplotiilip 2,8 korda enam kui
kontrollidel (Bogdanova et al., 2007), kuid haplotiiiipide jaotus erineb mairkimisvédrselt
Euroopa populatsioonipdhisest kohordist. M2 riskihaplotiilibi puhul oli viljakate kontrollide
seas sagedus 5,1%, uuringus kasutatud Pohja-Saksamaa populatsioonipdhises PopGen valimis

8,2% samas kui Euroopa CEU populatsioonis oli M2 sagedus 12,4% ning Eesti ja Taani
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kontrollide seas vastavalt 15,2% ja 12,6% (Tabel 11). Ka jargnevad Euroopas ldbi viidud
ANXAS5 promootori geneetilised assotsiatsiooniuuringud tuvastasid madalama sageduse
viljakatel kontrollidel kui Euroopa populatsioonides keskmiselt (Tabel 11) (Rogenhofer et al.,
2012; Tittelmann et al., 2013; Tiscia et al., 2009).

Kuigi Miyamura et al.,, 2011 tuvastas algselt Jaapani patsientidel riskihaplotiiiibi
sageduse 5,5% ja kontrollidel 10,7% (1000 genoomi andmetel esineb M2 haplotiiiipi Jaapani
tildpopulatsioonis 9,6%-I), kirjeldas Hayashi et al., 2013 Jaapanis haplotiiiipide jaotust, mis ei
erinenud oluliselt patsientide ja kontrollide vahel (Tabel 11). Sarnaselt Eesti valimiga,
tuvastas Cao et al.,, 2011 Hiinas riskihaplotiiiibi M2-spetsiifilise 75G/A minoorse alleeli

korgema sageduse kontrollidel vorreldes KRK patsientidega (Tabel 11).

37



Tabel 11. ANXA5 promootorist tuvastatud haplotiitipide sagedused Eestis ja Taanis vorreldes maailmaga

Haplotiiiipide sagedus (%)

Kéesolev Varasemalt publitseeritud andmed Uldine populatsiooni
uuring pdhine andmestik
Andmete Bogdanova et al. Rogen-  Tiittel-  Tiscia Hayashi Miya- Cao et | 1000 genomes
allikas 2007 hoferet mannet etal, etal, mura al.
al., 2012# al., 2013# 2009 2013 etal. 2013
2011
Haplo- Populat- Eesti Taani | Saksamaa Saksamaa Bulgaaria Louna- Kesk- — Kesk- Ida- Euroopa Hiina Jaapan
tiiiibid sioon Itaalia Jaapan Jaapan Hiina
Miinster PopGen* Miinchen
wt Kontroll 78,0 a.p. [829 87,9 81,7 88,0 89,0 89,0 93,7 ap. 70,6 830 87,1
Patsient 86,6 ap. |80,0 78,3 84,3 78,2 88,0 88,9 a.p.
M1 Kontroll 7,0 ap. |12,0 3,9 10,0 4,5 3,3 <1 0,8 a.p. 7,6 0 0
Patsient 52 ap. |57 5,0 4,5 2,9 <1 0,4 a.p.
M2 Kontroll 15,2 12,6 |5,1 8,2 8,3 75 7,7 9,7 55 142 |124 16,0 9,6
Patsient 8,1 9,7 14,3 16,7 11,2 18,9 11,4 10,7 12,2

Saksamaa KORA valimit ei saa kasutada, kuna imputeeritud andmetest ei saa haplotiilipe ennustada
Bold-iga on mérgitud M2 haplotiiiip

# - Toodes kasutati ka Bogdanova et al., 2007 Miinsteri ja PopGeni valimit
* PopGen- Pohja-Saksamaa populatsioonipdhine kohort

1000 genomes valimid:

Euroopa - Pohja- ja Ladne-Euroopa péritoluga Utah elanikud (CEU). Andmed 85 indiviidi kohta.

Hiina - Han hiinlased Pekingist Hiinast. Andmed 97 indiviidi kohta.
Jaapan - Jaapanlased Tokyost. Andmed 89 indiviidi kohta.

a.p. - andmed puuduvad
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2.4, Arutelu

2.4.1. ANXAJS geeni varieeruvus ja seos korduva raseduse katkemisega
Kéesoleva t66 raames on ldbi viidud analiitisid ANXAS promootori riskihaplotiiiibi seose
tuvastamiseks raseduse katkemistega Eesti ja Taani valimites.

T66 tulemusena tuvastati promootoris 4 SNP-d (-19G/A, 1A/C, 27TI/C ja 76G/A),
mida on varasemalt seostatud KRK-ga (Bogdanova et al., 2007). Tegemist on sagedaste
poliimorfismidega, mis esinevad Eesti (minoorse alleeli sagedus vastavalt 15%; 21,72%;
21,72%; 15,15%) ja Taani (76A 12,6%) kontrollgruppides sarnase sagedusega. Tulemuste
Oigsust kinnitab ka vordlev analiitis Euroopa populatsioonidega nii 1000 genomes CEU
populatsiooni pohjal (vastavalt 13,5%; 24,7%; 23,5%; 12,4%) kui ka Louna-Saksamaa
populatsiooni-kohordi KORA andmestiku pohjal (14,1%; 22,6%; 20,6%; 12,1%) (Tabel 10).

Kuna ANXA5 promootori piirkonnas esines Eesti valimis tugev LD, siis leiti
ootuspdraselt ka ainult 3 levinud haplotiitipi: wild type, M1 ja M2. Haplotiitip M2 puhul on
nédidatud in vitro vdhenenud promootori aktiivsust 37-42%-ni normist ning haplotiiibi
kandjatel on varasemalt kirjeldatud 2,4 korda suurem risk korduvaks raseduse katkemiseks
kui mittekandjatel (Bogdanova et al., 2007). M2 suuremat sagedust KRK patsientide seas on
replitseeritud eri uuringute poolt nii Euroopas kui ka Aasias (Tiscia et al., 2009; Rogenhofer
et al., 2012; Tittelmann et al., 2013; Miyamura et al., 2011), kuid enamus uuringute puhul
erineb kontrollidel leitud haplotiiiibi sagedus mirkimisvéérselt Euroopa CEU populatsioonist
(Tabel 11).

Erinevalt varasemalt publitseeritud andmetest, on Eesti ja Taani KRK patsientidel
vastavalt 0,5 ja 0,2 korda madalam M2 haplotiiiibi sagedus kui kontrollidel (Tabel 11).
Sarnaselt korgemat sagedust on varasemalt kirjeldatud ka Hiina viljakatel kontrollidel (14,2%
versus 12,2% KRK patsientidel) 76G/A SNP puhul, mis peegeldab M2 sagedust (Cao et
al.,2013). Samuti ei ole M2 seost korduva raseduse katkemisega leidnud kinnitust Hayashi et
al., 2013 poolt teostatud Jaapani KRK juht-kontroll uuringu raames (Tabel 11).

Seega ei ole vaatamata mitmetele toodele M2 haplotiitipi endiselt iiheselt seostatud

korduva spontaanabordi esinemisega.

2.4.2. Kitsaskohad geneetilise assotsiatsiooniuuringute teostamisel KRK
puhul
Assotsiatsiooniuuringute eesmadrgiks on tuvastada kandidaatgeenide seotust haigustega,

analiiisides geneetiliste variantide sageduste erinevusi mittesuguluses olevate kontrollgrupi

39



indiviidide ja patsientide vahel (Kruglyak, 1999). Korduva spontaanabordi puhul on
geneetiliste assotsioatsiooniuuringute ldbiviimine suur véljakutse haiguse heterogeensuse ja
laia riskifaktorite spektri tottu. Enamus geneetilisi assotsiatsiooniuuringuid KRK kohta on
olnud hiipoteesipdhised kandidaatgeeniuuringud. Varasemalt on uuritud ligi 90 erineva geeni
polimorfisme  ning  sarnaselt ~ ANXA5  pdhjal  ldbi  viidud  geneetilistele
assotsiatsiooniuuringutele ei leita enamus juhtudel seost korduva spontaanabordiga vdi ei
suudeta tulemust replitseerida jargnevates uuringutes (Rull et al., 2012). Kdige sagedamini
on uurimisobjektiks KRK naispatsient ning on uuritud immuunvastuse, pdletike, ema

metabolismi ja vere koagulatsiooniga seotud geene.

Néhtud erinevused ANXAS5 uuringute tulemustes voivad olla tingitud jargmistest pShjustest:
1) Uuringu ilesehitusest, KRK ja kontrollgrupi definitsioonist.
2) Keskendumisest KRK naistele, mitte paarile voi platsentale.
3) Madalale statistilisele voimsusele vdikese valimi tottu.
4) Elustiili ja keskkonnafaktoritest raseduse ajal.
5) Sekundaarsetest radadest, mis mdjutavad valgu translatsiooni/metabolismi ning viivad
erinevusteni genotiiiibi ja valgu taseme vahel.

6) Erinevate rahvuslike paritolude tottu.

Erinevused KRK fenotiiiibi defineerimises on iiks pohjustest, mis v3ib anda geneetilise
assotsiatsiooniuuringu puhul valetulemusi. Osa ANXA5 assotsiatsiooniuuringute raames
defineeritakse KRK kui 3 jarjestikuse raseduse katkemist (Miyamura et al., 2011 ja Tiscia et
al., 2009), iilejaanute puhul on uuritud patsiente alates kahest jarjestikusest spontaanabordist
(Bogdanova et al., 2007; Tittelmann et al., 2013; Rogenhofer et al., 2012; Hayashi et al.,
2013 ja Cao et al., 2013). Kéesolevas uuringus on Eesti ja Taani valimisse kogutud KRK
patsiendiks naisi, kellel on esinenud kolm v0i enam raseduse katkemist enne 22.
gestatsiooninddalat, et tagada vdimalikult homogeenne patsientide grupp. Originaaltdds, mis
raporteeris esmakordselt M2 haplotiiiibi seost KRK haigusega, koosnes patsientide grupp
heterogeensest naiste valimist - 56 naisel 70-st esines raseduse katkemine 1 voi IT trimestril
ning tilejddnud 14 naisel oli vahemalt tiks surnult siind (stillbirth) (Bogdanova et al., 2007).
Ka kontrollgrupi valikul on ldhtutud annexin A5 puhul erinevatest definitsioonidest.
Uldiselt defineeriti neid kui eduka rasedusega naisi, kellel pole varasemalt esinenud raseduse
katkemist. Kdesolevasse uuringusse kaasati Eesti kontrollvalimisse no superviljakad naised,
kellel oli vdhemalt 3 elussiinnitusega 16ppenud rasedust, Taanis kontrollidel esines vihemalt 2

edukat siindi. Varasemate publikatsioonide puhul ei ole elussiinnituste arvu viljakatel
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kontrollidel mainitud (Bogdanova et al., 2007) voi on kaasatud naisi, kellel on esinenud
viahemalt iiks edukas siinnitus (Tiscia et al., 2009; Miyamura et al., 2011; Rogenhofer et al.,
2012; Hayashi et al., 2013; Cao et al., 2013; Tiittelmann et al., 2013). See voib olla ebapiisav,
kuna iiks edukas siinnitus vOis juhtuda juhuslikult ning see ei vilista hilisemaid
komplikatsioone  (sekundaarne ~ KRK).  Samuti on  kasutatud  kontrollidena
populatsioonipdhiseid kohorte voi kontrollgruppe, mis hdlmavad nii viljakaid naisi kui
kohordi indiviide (Bogdanova et al., 2007; Tiittelmann et al., 2013).

Lisaks voivad erinevused ANXA5 uuringute tulemustes olla pdhjustatud
populatsioonide-spetsiifilistest eriparadest. Niteks on Jaapani ja Hiina populatsioonis ANXAS
promootoris tuvastatud SNP-d suuremas LD-s kui Euroopas (Joonis 8) ning rahvuste vahel
esinevad suuremad SNP ja haplotiiiibisageduste erinevused (Tabelid 10 ja 11). Samuti voib
probleemiks olla valimite vdike suurus, mis ei voimalda leida véikese efektiga poliimorfisme
ning mis on sagedaseks probleemiks reproduktiivhaigustega seotud uuringutes (Visscher et
al., 2012; Montgomery et al., 2014).

Oluliseks faktoriks geneetilise assotsiatsiooniuuringu ldbiviimisel on korrektne
uuringute grupi koostamine ning genotiipiseerimise kvaliteet. Probleemidele uuringu
labiviimises voib viidata SNP-de ja haplotiiiipide Hardy-Weinbergi tasakaalustamatus. Seega
on tihelepanuvdirne, et mitmetes varasemalt publitseeritud uuringutes esineb olulist
korvalekallet Hardy-Weinbergi tasakaalust tihes (Bogdanova et al., 2007; Rogenhofer et al.,
2012, Hayashi et al., 2013) vdi mdlemas uuringugrupis (Tiittelmann et al., 2013) (Tabel 11).
Kiesolevas uuringus on nii Eesti kui ka Taani KRK patsientidel ja viljakatel kontrollidel koik
poliimorfismid Hardy-Weinbergi tasakaalus (Tabel 7).

ANXAS geneetiliste assotsiatsiooniuuringute heterogeensed tulemused ei erine
varasemate trombofiilsete mutatsioonide toddest, kuna iihtegi geneetilist poliimorfismi pole
siiani KRK-ga tiheselt seostatud (Christiansen et al., 2008). Seega on vilja pakutud, et KRK
kujunemisel méngivad toendoliselt iiksikute mutatsioonide asemel pigem rolli trombofiilsete

poliimorfismide akumulatsioon (Brenner et al., 1999).

2.4.3. ANXAS bioloogiline roll kui geneetilist assotsiatsiooniuuringut méjutav
faktor
Lisaks fenotiiiibi ja valimi definitsiooni kiisimustele on iiheks erinevuste allikaks uuringute
vahel ANXAS selgelt médratlemata bioloogiline roll. Kuigi annexin A5-te on seostatud mitme
haigusega, sealhulgas raseduspatoloogiatega nagu KRK (Bogdanova et al., 2007),
rasedusaegne veenitromboos (Grandone et al., 2010), pre-eklampsia ja loote kasvupeetus
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(Chinni et al., 2009), siis annexin A5 metabolism ning seos geneetika ja valgu taseme vahel
pole endiselt selgelt madratletud. Sifakis et al., 2010 poolt 1&bi viidud uuringu pdhjal on
kirjeldatud vdhenenud annexin A5 mRNA ekspressiooni loote kasvupeetuse korral, kuid
valgu tase on jdinud sarnaseks kontrollgrupile. Samuti ei ole promootori haplotiitibi M2 puhul
viahenenud mRNA ekspressiooni seostatud védiksema annexin A5 produktsiooniga. Pre-
eklampsia ja loote kasvupeetuse puhul on kirjeldatud M2 haplotiiiibi kandjatel 2 korda
madalamat ANXA5 mRNA tase platsentas kui kontrollidel (Chinni et al., 2009), samas kui
valgu tase vidheneb ainult 65%-ni normist (Gourvas et al., 2014). KRK patsientide platsentade
puhul, mis kannavad M2 haplotiiiipi, ei esinenud korrelatsiooni vihenenud ANXA5 mMRNA
transkriptsiooni ja valgu tasemega (Markoff et al., 2010). Saadud tulemused viitavad, et
ANXAS5 avaldumisel mingivad olulist rolli faktorid, mis mojutavad mRNA translatsiooni ning
seega tuleb ANXA5 geneetiliste assotsiatsiooniuuringute tulemuste interpreteerimisel olla
ettevaatlik.

ANXAS geeniekspressiooni voivad potentsiaalselt mdjutada ka alternatiivsed mehhanismid
nagu metiilatsioon, kuna hiire pesastumata embriios kolokaliseerub annexin A5 ootsiiiidi-
spetsiifilise DNA metiiiltransferaasi 1-ga (Doherty et al., 2002). Lisaks asuvad ANXA5
promootoris tuvastatud poliimorfismid CpG saares (Joonis 4) ning M2 haplotiilipi médarav
SNP 76G/A kolokaliseerub metiilatsioonisaidiga (cg08715877; UCSC genoomibrauser,
http://genome-euro.ucsc.edu/index.html). Uhtlasi on promootoriala ka viga GC-rikas (75%),

mis vOib oluliselt raskendada ANXA5 promootori amplifikatsiooni ja sekveneerimist.
Kéesolevas uuringus kinnitati sekveneerimise tulemused eraldi iseseisva PCR-i ja
restriktsiooniga ning vorreldi sdltumatute populatsiooni-pohiste andmestikega, et veenduda
andmete digsuses.

ANXAB5-I on oluline roll platsentahattude pinnal, kus annexin A5 trimeerid moodustavad
kaistva kristallkihi raku pinna fosfolipiididele, varjates neid hiilibimise kaskaadis (Rand,
2000). Siiski pole endiselt selge, kas annexin A5 valk siintsiiiitiotrofoblasti pinnal parineb
emalt vereringest voi on produtseeritud platsenta poolt, mis on loote genoomiga. Seetottu on
KRK puhul kdige suuremaks probleemiks uurimisobjektide madramine.

Ota et al., 2013 on méddranud M2 haplotiiiibi ekspressiooni vordlevalt pre-eklampsiaga
emadel vereringest ja platsentas ning leidnud M2 kandjatel ekspressioonitaseme langust
vorreldes mittekandjatega nii patsientidel kui ka kontrollidel. Samas ei erinenud ANXA5
mRNA ekspressioonitase platsentas kahe uurimisgrupi vahel. Valgu tase oli M2 haplotiiiibiga
platsentadel oluliselt langenud, kuid ema genotiilibi jérgi grupeerides, ei mérgatud erinevust
(Ota et al., 2013). Tulemustest jéreldati, et nii isalt kui emalt paritud M2 haplotiiiip tdstab

toendoliselt platsentas pre-eklampsia riski, héirides ema-loote tromboregulatoorset
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funktsiooni. ANXAS geneetiliste assotsiatsiooniuuringute ldbiviimisel tuleks seega eelkdige

analiilisida paare, ehk paralleelselt nii ema kui isa ja/vdi fokusseeruda platsenta genoomile.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas uurimistoos anti tilevaade peamistest korduva raseduse katkemise pohjustest ning
rohkem tihelepanu podrati geneetilistele trombofiilsetele riskifaktoritele.

Lisaks anti iilevaade trombofiilia ANXA5 geenist, mida on varasemalt kirjeldatud kui uue
riskifaktorina korduva raseduse katkemises (KRK) (Bogdanova et al., 2007), funktsioonist
ning selle seostest raseduspatoloogiatega. Geeni promootoris on tuvastatud riskihaplotiiiip
M2, mis tdstab KRK riski. T66 eesmirgiks oli médrata ANXAS promootoris esinevate SNP-de
ja haplotiiiipide seost KRK-ga Eesti ja Taani valimis.

Eksperimentaalse osa eesmirgiks oli tuvastada Eesti KRK naiste ja viljakate kontrolide
valimis ANXA5 promootorist SNP-d sekveneerimise teel ja méadrata promootoris esineva
riskihaplotiitibi M2 sagedust. Tulemusi Kinnitati restriktsioonianaliiiisiga ning maérati M2
haplotiiiibi sagedus Taani valimis. Tulemusi analiiiisiti programmidega PolyPhred, Genepop,
PHASE, Haploview ja Network. Eesti valimi tulemusi replitseeriti Taani naiste valimis ning
vorreldi andmebaasidega.

T66 tulemusena tuvastati promootoris 4 SNP-d (-19G/A, 1A/C, 27TIC ja 76G/A),
mida on varasemalt seostatud KRK-ga (Bogdanova et al., 2007). Tegemist on sagedaste
polimorfismidega, mis esinevad Eesti ja Taani kontrollgruppides ning Euroopa
populatsioonipohistes kohortides sarnase sagedusega. ANXA5 promootoripiirkonnas leiti 3
levinud haplotiiiipi: wild type, M1 ja M2 riskihaplotiiiip. Kéesolevas uuringus leiti, et Eesti ja
Taani KRK patsientidel on vastavalt 0,5 ja 0,2 korda madalam M2 haplotiiiibi sagedus kui
kontrollidel. Kuigi kéesoleva t66 tulemused ei kinnita varasemalt KRK-ga seostatud t6id
(Bogdanova et al., 2007; Tiscia et al., 2009; Rogenhofer et al., 2012; Tiittelmann et al., 2013;
Miyamura et al., 2011), on siiski sarnaseid tulemusi varasemalt kirjeldatud Hayashi et al.,
2013 ja Cao et al., 2013 toddes.

Seega ei ole vaatamata mitmetele to6dele M2 haplotiiiipi endiselt iiheselt seostatud
korduva spontaanabordi esinemisega. Pdohjused vdivad seisneda selles, et  erinevates
uuringutes on patsiendi ja kontrollgrupi definitsioon erinev voi védikese valimi tottu on madal
statistiline voimsus.

ANXA5S geneetiliste assotsiatsiooniuuringute efektiivsuse tdstmiseks tuleks edaspidi
arvestada molema nii ema kui isa ja/vdi platsenta genoomiga ning tdpsemalt miératleda

annexin A5 metabolism platsentas ja bioloogiline roll raseduse varajasel kulgemisel.
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Annexin A5 gene promoter haplotype association with recurrent miscarriage in
Estonian and Danish population

Diana Nommemees

SUMMARY

Recurrent miscarriage is defined as three or more consecutive pregnancy losses before the 22.
gestation week (Berry et al., 1995). Pregnancy loss is a traumatic event both for the mother
and the father and they wish to know what went wrong and how to avoid it in the future.
However, about 50% of recurrent spontaneous abortions are idiopathic (Bricker and
Farquharson, 2002) and that means the doctors cannot give definite answers to stressed
parents.

Annexin A5 has been proposed as a novel recurrent miscarriage risk factor by
Bogdanova et al., 2007. ANXA5 has anticoagulant function in the placenta
syncytiotrophoblast layer where it forms a protective antithombotic shield (Rand et al., 2003).
Reduced levels of annexin A5 protein can lead to a placental infarction (Wang et al., 1999).
Bogdanova et al., 2007 discovered a risk haplotype titled as M2 in the promoter region of
ANXADB. Carriers of this haplotype were found to have 2,4 fold higher risk for recurrent
miscarriage than non-carriers.

This study is aimed to address the genetic variance and haplotype structure of ANXAS5
promoter in recurrent miscarriage case and fertile control of Estonia and Denmark. In this
study we resequenced the ANXAS5 promoter and determined the frequency of the risk
haplotype M2 with restriction fragment length polymorphism method and with comparative
genotyping data eas obtained for world-wide population-cohorts from 1000 genomes project
and South-Germany KORA cohort. The frequency of these polymorphisms was highly similar
between fertile Estonian and Danish controls of this study and European cohorts.

We found 4 SNP-s in the ANXAS promoter (-19G/A, 1A/C, 27T/C ja 76G/A) that have
previously been associated with recurrent spontaneous abortion (Bogdanova et al., 2007).
These SNP-s were common in European population and in Estonian and Danish population.
Haplotype reconstruction analysis estimated 3 promoter haplotypes within the ANXA5 gene
(wild type, M1, M2). In this study we found that in Estonian and Danish sample sets M2
haplotype is 0,5 ja 0,2 fold more frequent in patients than in controls. Although several
previously published works have been reported associated between ANXAS5 and recurrent
miscarriage (Bogdanova et al., 2007; Tiscia et al., 2009; Rogenhofer et al., 2012; Tiittelmann
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et al., 2013; Miyamura et al., 2011), two studies have not confirmed the association similar to
the results of this study (Hayashi et al., 2013 and Cao et al., 2013).

Associations between M2 haplotype and recurrent spontaneous abortion are still under
debate and require more knowledge about biological mechanism of annexin A5 action to

benefit association studies and reveal its contribution to recurrent miscarriage disease.
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LISAD

Tabel 12. ANXA5 promootorist tuvastatud haplotiiiibid Eesti valimist ja 1000 genomes

andmestikust.

Haplotiiiipide sagedus (%)
Uldine populatsiooni Kaesolev uuring
pdhine andmestik
Haplo- Haplo- 1000 genomes Eesti
titbi  tidbi Euroopa Jaapan Hiina Patsient Kontroll
nimi jarjestus
wt GATG 70,59 87,08 82,99 86,63 78
M1 GCCG 7,65 0 0 5,23 7
M2 ACCA 12,35 9,55 15,98 8,14 15
AATG 1,18 0 0 0 0
GACG 3,53 1,69 0 0 0
GCTG 4,71 1,12 0 0 0
AACA 0 0,56 052 O 0
ACTA 0 0 052 O 0

1000 genomes valimid:

Euroopa - Pdohja- ja Ladne-Euroopa péritoluga Utah elanikud (CEPH). Andmed 85 indiviidi
kohta.

Hiina - Han hiinlased Pekingist Hiinast. Andmed 97 indiviidi kohta.

Jaapan - Jaapanlased Tokyost. Andmed 89 indiviidi kohta.
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